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Resumen

Resumen

La endocitosis y transporte de B-glucuronidasa bovina a lisosomas en fibroblastos
humanos es mediada por dos receptores: el bien caracterizado receptor de manosa 6-fosfato
independiente de cationes (CI-Man6PR) y un receptor independiente de Man6P (RI-
Man6P/ 78/72 kDa), el cual reconoce una secuencia presente en el ligando Ser-Trp*-Ser.
Este ultimo receptor fue extraido y purificado con detergente a partir de membranas de
higado bovino. Andlisis de LC/ESI-MS/MS revelaron que este receptor endocitico es
Anexina VI (AnxA6).Varios experimentos permitieron confirmar este hallazgo. Primero, la
union de B-glucuronidasa bovina al receptor purificado de membranas de higado bovino y
a AnxA6 humana recombinante se confirmé por ensayos de “Far Western Blot”. Segundo,
analisis de “Western Blot” usando anticuerpos en contra del RI-Man6P asi como también
anticuerpos contra AnxA6 comerciales confirmaron que el RI-Man6P y AnxA6 son la
misma proteina. Tercero, experimentos de doble inmunofluorescencia en fibroblastos
humanos confirmaron una completa colocalizacion de B-glucuronidasa bovina y AnxA6
en la membrana plasmatica. Finalmente, dos lineas celulares fueron establemente
trasfectadas con un plasmido que contiene el cDNA de AnxA6 humana. Ambas lineas
celulares transfectadas incrementaron la endocitosis de B-glucuronidasa bovina dependiente
de AnxAG6. Estos resultados indican que AnxA6 es un nuevo receptor que promueve la

endocitosis de la B-glucuronidasa bovina en fibroblastos humanos.
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1. Lisosomas
1.1. Funcion

Los lisosomas son una familia heterogénea de vesiculas membranosas con la
caracteristica comdn que contienen un elevado nimero de enzimas hidroliticas cuyo pH
Optimo es de 4.5-5.0. Los lisosomas tienen la capacidad de hidrolizar préacticamente
cualquier tipo de particula bioldgica extracelular (macromoléculas), capturadas por la
célula por endocitosis, o bien intracelular por autofagia (De Duve., 1983). En estas
vesiculas, macromoléculas como cadenas: lipidicas, glicosidicas, proteicas o de é&cidos
nucleicos, son degradadas a sus componentes unitarios. Los metabolitos generados de ésta
digestion, pueden atravesar la membrana lisosomal permitiendo a la célula obtener un
aporte adicional de nutrientes, de ahi que el proceso autofagico se incremente cuando la
célula es sometida a ayuno prolongado (Lloyd, J.B., 1996; de Duve, 1983; Kornfeld y
Mellman, 1989).

Los lisosomas son organelos cuyo pH intrevesicular es acido debido a la presencia en
sus membranas de una bomba de protones que se encarga de utilizar la energia de hidrdlisis
del ATP para bombear protones en contra del gradiente protones desde el citosol al interior
de las vesiculas (Mellman, | y cols., 1986). Los lisosomas estan involucrados en varios
procesos fisioldgicos, tales como, recambio de macromoléculas, homeostasis de colesterol,
reparacion de la membrana plasmatica, remodelacion de huesos y tejidos, defensa contra
patogenos, muerte celular y sefalizacion celular (Dell Angelica y cols., 2000., Raposo, G.,
y cols. 2007). Estas funciones complejas permiten visualizar a los lisosomas como
organelos que intervienen en el recambio de macromoléculas y no solamente, como
estacion final o de desecho de la via endocitica. La diversidad de funciones en las que esta
involucrado el lisosoma hace que el estudio de este organulo celular sea relevante per se.
Sin embargo, su estudio presenta otro grado de importancia si se toma en cuenta el nimero
y heterogeneidad de enfermedades descritas y relacionadas con alteraciones en la funcién y
biogénesis de los lisosomas o de las enzimas y elementos que modulan la funcién
enzimatica. Hasta el momento, se han descrito méas de 30 errores innatos del metabolismo
en los que hay una deficiencia de una enzima lisosomal; asi, como mas de 40 errores

innatos del metabolismo en los que se presenta un defecto en el transporte 6
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compartimentacion de una o varias de estas enzimas, o bien de componentes de la
membrana lisosomal (Seabra, M., y cols., 2002; Aridor, M. y Hannan, L. A., 2002;
Gieselmann, V., 1995); asi mismo, se ha descrito una gran variedad de enfermedades en las
gue hay una alteracién en la funcion lisosomal debido a farmacos. Por otra parte, cada dia
cobra mayor importancia el estudio de los mecanismos de escape de parasitos intracelulares
(Mycobacterium tuberculosis, Brucella, Listeria, Salmonella, etc.) que residen en el
fagolisosoma de monocitos y macrdéfagos. Estos microorganismos alteran el tréafico
intracelular de proteinas especificas relacionadas con la funcién o biogénesis del lisosoma
creando un micro ambiente que les permite sobrevivir dentro de éste organulo (Kornfeld,
S., 1987., Portnoy, D.A., 1992). Actualmente a los lisosomas también se les ha implicado
en patologias como la enfermedad de Alzheimer, enfermedades autoinmunes, cancer y
drogas (Tardy, C. y cols., 2006).

La funcion catabolica de los lisosomas se complementa con los organulos relacionados
a lisosomas (ORLs), tales como melanosomas, granulos liticos, compartimentos del
complejo mayor de histocompatibilidad clase Il y los granulos densos de plaquetas,
granulos basofilos, granulos azurdfilos. Los ORLs tienen muchas propiedades similares con
los lisosomas, pero estos contienen proteinas especificas del tipo celular y pueden requerir
maquinarias celulares adicionales para su biogénesis (Bonifacino, J. S., 2004;
Dell’Angelica, E. C., 2004). También comparten la presencia de marcadores membranales,
la presencia de hidrolasas acidas, tener un pH acido y ser accesible a compuestos

endocitados.
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1.2. Morfologia de los lisosomas

Los lisosomas se encuentran en casi todas a4t pe
las células eucariotas y presentan una gran
diversidad en cuanto forma y tamafo (oscilan
entre 0,05 y 1um de diametro) y se cree que
ocupan el 5% del volumen intracelular. Ellos
pueden contener depdsitos electrodensos y restos

de membranas.

Figura 1. Micrografia electrénica, se observa
Estdn rodeados por una membrana un lisosoma marcado con catepsina D (Cat
D') (marcaje, particulas de oro de 10 nm)
muestra de un paciente con enfermedad de
permiten el paso de los productos finales de la  células I. Esta micrografia indica que aunque

. .. . . . la via de Man6P esta ausente en estas células,
digestion de macromoléculas hacia el citoplasma |3 enzima sigue llegando a lisosomas. Bar

(de Duve,C y Wattiaux, R.1966., Loyd, J.B. 200nm.
1986., Luzio, y cols. 2007).

simple, que contiene proteinas de transporte que

A diferencia de otros organulos subcelulares, los lisosomas no pueden identificarse por
criterios morfologicos habituales de tamafio, de forma o estructura fina. A nivel
ultraestructural los lisosomas tienen una forma parecida a cuerpos densos, esféricos,
ovoides y ocasionalmente tubulares, (Swanson, J., y cols. 1987). La medida de los
lisosomas varia dependiendo del tipo celular por ejemplo en hepatocitos y neuronas miden
1um y varios micrones en macrofagos. De ésta heterogeneidad morfoldgica se desprende
que los lisosomas al igual que otras vesiculas intracelulares, solamente pueden identificarse
a través de marcadores especificos tales como fosfatasa acida entre otros (Novikoff, A. B.,
y cols. 1956).

1.3. Membrana lisosomal

Se han reportado aproximadamente 25 proteinas integrales de la membrana del
lisosoma, las cuales tienen diversas funciones, entre las que se incluyen: biogénesis del
lisosoma, mantenimiento de la integridad estructural del lisosoma, acidificacion del lumen
lisosomal, importacion de proteinas desde el citoplasma, fusion de membranas y transporte
de productos generados de la degradacién de macromoléculas al citoplasma (Lubke, y
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cols., 2009). Entre las proteinas mejor estudiadas estd: LAMP-1, LAMP-2, LIMP-1, LIMP-
I1'y LAP, (figura 2) las cuales estan altamente glicosiladas, en sus dominios luminales, los
cuales las protegen tanto a estas como a la membrana lisosomal de la degradacion,
(Lewis,V y Cols.,1985; Reggio,H., y cols. 1984).

1.3a. LAMP-1y LAMP-2

Estas dos proteinas tienen una alta homologia a nivel de secuencia de aminoacidos
ademéas de propiedades bioquimicas, estructurales y dominios similares. Ambas son
proteinas de membrana tipo 1, con un ectodominio luminal largo, conectado a la regién
transmembranal y una cola citosolica corta. (Viitala, J., y cols. 1988; Hatem, C., y cols.,
1995; Carlsson, S.R. y Fukuda, M. 1989; Arterburn, L.M. y cols., 1990). Contienen de 16 a
20 sitios potenciales para N-glicosilacion, produciendo un peso molecular aparente de 90 a
120 kDa no obstante que el peso molecular de la secuencia de aminoacidos es de
aproximadamente 40 kDa, lo que corrobora que son proteinas altamente glicosiladas
(Lewis, V., y cols. 1985; Fambrough, D.M., y cols., 1988; Granger, B.L., y cols., 1990).
LAMP-1 y LAMP-2 también contienen oligosacaridos O-glicosidicos en su regién de
bisagra (Carlsson, S.R. y Fukuda, M. 1989; Granger, B.L., y cols., 1990). Los dominios
citosélicos de las proteinas LAMP-1y LAMP-2 es de 11 residuos y altamente conservado
entre las dos proteinas. Mientras la cola citosélica de LAMP-1 es idéntica en humanos,
raton, rata y pollo, la LAMP-2 tiene un alto grado de diversidad entre las diferentes
especies. Recientemente se ha encontrado que la proteina LAMP-2 sufre splicing
alternativo produciendo tres isoformas que codifican para distintos dominios

transmembranales y citosolicos (Hatem, C., y cols 1995; Gough, N.R., y cols., 1995).

Existe una secuencia conservada comun en las proteinas LAMP-1 y las diferentes
isoformas de LAMP-2 en el C-terminal, para su transporte a lisosomas, el motivo es
GYXXZ donde Z corresponde a isoleucina (lle) en LAMP-1 o fenilalanina, leucina o valina

en las diferentes isoformas de las proteinas LAMP-2 (tabla 2).

1.3b. LIMP-1 (LAMP-3)

La proteina LIMP-1, también conocida como LAMP-3 se ha clonado de humanos,
raton, y rata (Metzelaar, M. J. y cols 1991; Miyamoto, H. y cols., 1994; Nishikata, H., y
cols., 1992). Esta proteina tiene una alta homologia con LAMP-1y LAMP-2 solo que ésta
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atraviesa cuatro veces la bicapa lipidica, por lo que se clasifica dentro de las proteinas
transmembranales tipo IV. Su secuencia de aminoacidos genera un peso molecular de 25
kDa tiene tres sitios potenciales para N-glicosilacion formando una proteina madura con un
peso molecular aparente de 30-54 kDa. LIMP-1 tiene una cola citosoOlica corta de 11
residuos, en la cual ésta codificada la secuencia (GYXXM) en su extremo C-terminal, que
es similar a la presente en las proteinas LAMP-1y LAMP-2 y que promueven su transporte

a los lisosomas.

1.3c. LIMP-I11

La proteina LIMP-1I tiene dos dominios transmembranales uno ubicado cerca al
extremo N-terminal de la proteina y el otro en el extremo C-terminal (Fujita, H. y cols.,
1991; Vega, M.A. y cols., 1991). La mayor cantidad de la proteina estd ubicada en el lumen
del lisosoma tomando una estructura de asa. Esta proteina tiene 11 sitios potenciales de N-
glicosilacion produciendo una proteina madura de 74-85 kDa. No obstante que a la

secuencia de aminodcidos le corresponde un peso molecular de 47 kDa.

No hay homologia entre LIMP Il y las proteinas LAMP-1, LAMP-2 6 LIMP-1 y
tampoco tiene el motivo GYXXZ, en su lugar la sefial para su transporte a lisosomas, esta
basada en un dominio dileucina (DE)XXXL(LI) (tabla 2) .

z

NHz NHz

Figura 2. Estructura putativa y
orientacion en la membrana de los
diferentes miembros de las proteinas
de membrana lisosomal. Los circulos
en blanco representan carbohidratos
» Ba - con enlaces O-glicosidicos sobre las
asas formadas por los enlaces
. " o] disulfuro de la proteinas LAMP-1 y

CooH cooH coo LAMP-2. Circulos 0scuros

COOH P s Tl -
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1.3.1. Proteinas lisosomales solubles

A la fecha se han descrito alrededor de 50 enzimas lisosomales entre las que se
encuentran: fosfatasas, nucleasas, glicosidasas, proteasas, sulfatasas y lipasas, cuyo pH
optimo es acido (4.8-5.2) (Conus, S. y Simon, H.U., 2008).

En la Tabla | se enumeran por familias, segun su especificidad, algunas de las
principales enzimas presentes en lisosomas. El grupo de enzimas lisosomales mejor
estudiadas es el de las glicosidasas, las cuales estan involucradas en la degradacion de
glucdgeno intracelular, mucopolisacaridos presentes en la lamina basal, cartilago, liquido
sinovial, etc., de cadenas glicosidicas presentes en glicoproteinas y de glicolipidos solubles
0 que forman parte de las membranas celulares. Casi todas las enzimas de este grupo son
exoglicosidasas, es decir cortan Gnicamente la union glicosidica de los azucares terminales,
por lo que deben actuar en forma secuencial. Se han descrito dos endoglicosidasas
presentes en practicamente todos los seres vivos: la hialuronidasa y la lisozima, la primera
es capaz de cortar en fragmentos pequefios cadenas extracelulares de mucopolisacaridos
como paso previo para su endocitosis y degradacion en lisosomas. La lisozima es una
endoglicosidasa, presente en practicamente todo tipo de microorganismos, que hidroliza la
unién entre acetilmuramico y N-acetil-glucosamina presente en proteoglicanos de la pared
de varias bacterias. Dentro del grupo de las glicosidasas se pueden considerar las sulfatasas
(arilsulfatasas), las cuales hidrolizan a grupos arilo presentes en azucares de
mucopolisacaridos. La especificidad de este tipo de enzimas esta dada por el azlcar que

contiene al arilo, y el carbono al cual se une el arilo.

La digestion de proteinas y péptidos se lleva a cabo mediante la accion simultanea de
endo- y exopeptidasas las cuales liberan como productos finales dipéptidos y amino acidos.
Aunque las proteasas actian principalmente dentro de los lisosomas, han sido involucradas
en la degradacion de proteinas presentes en  matrices extracelulares, tales como
proteinglicanos presentes en cartilago, elastina y colagena presente en tejido conectivo. En
cuanto al catabolismo de lipidos se ha descrito que las grasas neutras y fosfolipidos son
degradados a acidos grasos y glicerol o glicerofosfodiesteres, los esfingolipidos a
esfingosina, acidos grasos, fosfato inorganico, colina y monosacaridos libres. El colesterol
que es transportado en el suero como ésteres de colesterol en lipoproteinas, es liberado en
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lisosomas y transportado al citoplasma. Por ultimo el catabolismo de DNA y RNA se lleva
a cabo en dos pasos, primero por medio de endonucleasas se pueden detectar
oligonucleotidos, posteriormente aparecen purinas, pirimidinas y fosfato inorganico. La
desoxirribonucleasa genera oligonucledtidos conteniendo de 10 a 12 nucle6tidos, se ha
encontrado que en 80% de las cadenas formadas, el 3’-nuclettido fosforilado es una purina.

Las exonucleotidasa presentes tienen una amplia especificidad; identifican el extremo
5”-hidroxi y liberan 3"- fosfonucle6tido. Otros nucledsidos trifosfato (ATP) son convertidos
a nucledsidos monofosfatados por accion de una fosfodiesterasa, y después una fosfatasa
hidroliza el altimo fosfato.

La capacidad digestiva de los lisosomas presenta una paradoja, ya que mientras que
proteinas afiadidas exogenamente a macrdfagos son capturadas y degradadas en los
lisosomas en cuestion de minutos, se ha reportado que la vida media de las hidrolasas
acidas y de los componentes de la membrana del lisosoma fluctia desde horas hasta varios
dias. Esta resistencia a la degradacion por autodigestion evita a la célula un gasto en cuanto
a energia y precursores necesarios para mantener un nivel constante de las enzimas
lisosomales y sus membranas por medio de sintesis de novo de sus componentes (Fisher y
col., 1980; Griffiths y Grunber, 1991; Harikumar y Reeves, 1991; Helenius y cols., 1983)

30



Introduccion

Tabla 1. Hidrolasas acidas

A. Glicosidasas. Grupo de enzimas lisosomales involucradas en la degradacion de cadenas glicosidicas
presentes en: glicoproteinas, esfingolipidos, glucogeno o mucopolisacaridos.

1. Exoglicosidasas 2. Endoglicosidasas 3. Sulfatasas

a-Glucosidasa Hialuronidasa Aril-sulfatasa A
B-Glucosidasa Lisozima Aril-sulfatasa B

B-Xilosidasa Endo-B-N-acetilglucosaminidasa a-lduronidato-sulfato-sulfatasa
a-Galactasidas Aspartil-glucosaminidasa N-Acetil-a-glucosaminido-
sulfato-sulfatasa

B-Galactosidasa N-Acetil- a-galactosaminido-

sulfato-sulfatasa
a-Fucosidasa

B-Fucosidasa
a-Manosidasa
B-Glucuronidasa
a-lduronidasa
N-Acetil-p-hexosaminidasa
N-Acetil-a-glucosaminidasa
N-Acetil -a-galactosidasa
Neuraminidasa (sialidasa)
Galactocerebrosidasa

B. Proteasas. Grupo de enzimas lisosomales involucradas en la hidrdlisis de cadenas peptidicas.

1. Endopeptidasas 2. Aminopeptidasas 3. Carboxipeptidasas
Catepsina B Catepsina C Catepsina A
Catepsina D Dipeptidilamino-peptidasa Il Catepsina IV

Carboxipeptidasa acida

C. Lipasas. Grupo de enzimas que hidrolizan esfingolipidos, ésteres de acidos grasos y fosfoglicéridos.

Galactosilceramidasa Ceramidasa Lipasa 4cida
Esfingomielinasa Estearasa

D. Fosfatasas. Hidrolizan grupos fosfato presentes en acidos nucleicos, proteinas, lipidos o carbohidratos.

Fosfatasa acida Fosfolipasas Nucleotidasa acida
Esfingo-fosfodiesterasa Exonucleasa acida

E. Nucleotidasas. Hidrolizan acidos nucleicos.

Endonucleasas Desoxirribonucleasa Ribonucleasa

Tomada del libro biologia celular y molecular (2003) Luis Felipe Jiménez y Horacio Merchant Prentice Hall

1.4. Biogeénesis de lisosomas

Desde el descubrimiento de los lisosomas por el grupo de De Duve, alrededor de
1950, ha habido avances importantes en el conocimiento de su estructura, propiedades y

funcién. Sin embargo, muchos de los mecanismos involucrados en su biogénesis, aun no
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son bien entendidos. Los mecanismos que proponen su formacion han ido cambiando a la
par del conocimiento que se ha tenido de la célula. Los primeros estudios sugirieron que los
lisosomas se generaban como microvesiculas directamente a partir del complejo de Golgi.
Estas vesiculas fueron Ilamadas lisosomas primarios (vesiculas que contienen enzimas
lisosomales pero no sustratos). Aunque su existencia no pudo ser demostrada se asumio que
estas vesiculas se fusionaban con otras vesiculas que contienen sustratos para formar a los

lisosomas secundarios o maduros (De Duve, C. y Wattiaux, R. 1966).

Hoy en dia ésta vision funcional hacambiado. Los conocimientos adquiridos en ésta
area permiten afirmar: que los componentes lisosomales (proteinas membranales e
hidrolasas acidas) son transportadas en vesiculas recubiertas por clatrina desde el complejo
de Golgi a los endosomas tardios y desde aqui a los lisosomas. Sin embargo, hay una
controversia sobre el mecanismo de transferencia de componentes desde endosomas a
lisosomas. Se han propuesto diversos mecanismos (Mullins, C., y Bonifacino, J.S. 2001)
entre los que destacan los siguientes: a) maduracion, en este modelo a una vesicula base
(endosoma temprano) se le van adicionando marcadores especificos, esto permite una
transformacion paulatina de endosoma temprano- endosoma tardio- lisosomala. Esta teoria
ha sido descartada ya que cada uno de estos compartimientos tiene una morfologia
diferente y marcadores especificos, b) transporte vesicular, componentes especificos de
cada compartimiento son transportados al siguiente por medio de vesiculas que se generan
en un compartimiento y son transportados al siguiente compartimiento. Este modelo ha
sido cuestionado debido a que no se han podido encontrar las vesiculas transportadoras, ¢)
el modelo de Kiss and Run, propone que la biogénesis ocurre a través de un ciclo continuo
de contacto lisosoma-endosoma (0 Kiss) transfiriendo materiales de un compartimiento a
otro, seguido por la disociacion (o Run) (Storrie, B. y Desjardins, M. 1996), d) finalmente,
el modelo fusion-fision es una variacion del modelo anterior en el cual los endosomas
tardios y lisosomas experimentan una fusion heterotipica produciendo un organulo hibrido
que contiene marcadores de ambos compartimientos (Mullock, B. M. y cols. 1998). En
detrimento de estos dos ultimos modelos se debe sefialar que no se han encontrado
vesiculas hibridas que contengan marcadores de ambos compartimentos (Mullins y
Bonifacino, 2001). Lo cierto es, que cualquiera que sea el modelo mas cercano a la

realidad, la célula debe poseer mecanismos para: a) transportar a los diferentes elementos
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que componen al lisosoma; es decir, los componentes que forman parte de su membrana y
los elementos solubles, b) segregar a las proteinas lisosomales del resto de proteinas

sintetizadas por la célula y c) retener en el lisosoma a los elementos lisosomales (figura 3).

Figura 3. Modelos para la biogénesis lisosomal. Los modelos de maduracién sugieren que los endosomas
tempranos se forman por la coalescencia de vesiculas derivadas de la membrana plasmatica. Estos endosomas
eventualmente maduran a endosomas tardios y finalmente a lisosomas por la incorporacion de vesiculas
derivadas de trans-Golgi (TNG) y la remocién de materiales en vesiculas de reciclaje destinadas a otro
compartimiento y/o a la membrana plasmatica. Abreviaciones TGN, red del trans-Golgi; EE, endosomas
tempranos; LE, endosomas tardios; L, lisosomas; CV, vesiculas cargadas; RV, vesiculas de reciclaje.

1.5. Transporte de proteinas solubles
1.5.1. Antecedentes historicos

Histéricamente el estudio de fibroblastos provenientes de pacientes con la enfermedad
de células “I” (Mucolipidosis Il) ha jugado un papel importante en el conocimiento de los
mecanismos involucrados en la segregacion y transporte de las enzimas lisosomales a los
lisosomas. Estos pacientes se distinguen por tener una serie de malformaciones, retraso
mental y elevados niveles de enzimas lisosomales en suero que producen la muerte del
individuo a los 2-3 afios de edad (Neufeld, E.F., y Muezer, I. 2001). En lineas de
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fibroblastos provenientes de estos pacientes, se encontrd que los niveles intracelulares de
enzimas lisosomales estdn drasticamente reducidos; por el contrario, los niveles
extracelulares estdn anormalmente elevados. El grupo de la Dra. Neufeld en 1977, al
realizar estudios de complementacién metabdlica, observaron que las enzimas lisosomales
secretadas por fibroblastos normales podian ser recapturadas (endocitadas) de igual manera
por fibroblastos de células “I”, que por fibroblastos normales; en tanto las enzimas
lisosomales secretadas por fibroblastos de células “I”’, no podian ser endocitadas por ningun
tipo de fibroblasto (Neufeld, E.F. y cols. 1977).

Estas observaciones permitieron proponer: a) la existencia de un “marcador de
reconocimiento comun” para todas las enzimas lisosomales, que permite su
compartimentacion, asi, como la existencia de receptores especificos en la membrana
plasméatica para su recaptura. Este marcador estd ausente en enzimas lisosomales de
fibroblastos obtenidos de pacientes con la enfermedad de células “I”. b) la segregacion de
enzimas se lleva acabo extracelularmente, es decir, que las enzimas lisosomales son
normalmente secretadas al medio extracelular y luego endocitadas por un receptor a los
fibroblastos para que finalmente lleguen a los lisosomas. Este mecanismo para la
segregacion de proteinas fue conocido como hipotesis de secrecion recaptura (Neufeld, E.F.
y cols. 1977).

Posteriormente, von Figura y Weber en 1978 (von Figura, K. y Weber, E., 1978)
propusieron una hipotesis alterna para el transporte de las hidrolasas acidas, en la cual se
sugeria que las enzimas lisosomales eran transportadas a la membrana plasmatica unidas a
su receptor y, posteriormente a los lisosomas. En cambio en las células “I””, como el defecto
reside en la incapacidad de incorporar el marcador de reconocimiento a las enzimas
lisosomales, las enzimas son transportadas a la superficie celular en forma soluble, por lo
gue son secretadas al medio externo y al no ser reconocidas por su receptor, no pueden ser
recapturadas. Esta hipotesis fue aceptada debido a que observaron que anticuerpos en
contra de hexosaminidasa podian ser detectados en la membrana plasmatica de fibroblastos

de humanos normales.

En la busqueda de la naturaleza del marcador de reconocimiento, Hichman y cols.,
(Hichman, S., y cols. 1974) sugirieron que los carbohidratos formaban parte de este
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marcador, ya que el tratamiento de la hexosaminidasa con periodato, impide su endocitosis
sin afectar su actividad catalitica. Por su parte Hieber y cols., (Hieber, V., y cols. 1976)
obtuvieron evidencias donde el carbohidrato manosa el cual formaba parte del marcador de
reconocimiento ya que altas concentraciones de este azucar inhibia la pinocitosis de la B-
galactosidasa en fibroblastos. Subsiguientemente, Kaplan y cols., (Kaplan y cols. 1977)
mostraron que la pinocitosis de hidrolasas acidas era inhibida competitivamente, por
fosfomananas de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae, el hecho que estas
estructuras contienen Man6P, permitié sugerir que este azUcar fosforilado era un
componente importante del marcador de reconocimiento propuesto por el grupo de Neufeld
y que es necesario para la endocitosis de hidrolasas acidas en fibroblastos humanos.
Posteriormente se confirm6 que el marcador comun de reconocimiento es Man6P y que
estd ubicado en la parte mas distal de cadenas glicosidicas de alta manosa de la B-
glucuronidasa humana (Natowicz, M.R., y cols. 1979) y de o—iduronidasa (Rome, L.H., y
cols. 1979),

Al conocer la naturaleza quimica del receptor de reconocimiento, se pudo poner a
prueba la hipotesis de secrecidn-recaptura. Si ésta hipotesis era correcta, se podia predecir
que al crecer cultivos celulares en presencia de un inhibidor competitivo como Man6P, se
produciria una deplecién intracelular y acumulo extracelular de las enzimas lisosomales.
Pero este no es el caso, ya que los niveles intracelulares y extracelulares de las enzimas no
se alteraron (Sly, W.S., y cols. 1981). Estos resultados indicaron que la hipotesis de
secrecion y recaptura de enzimas lisosomales no explicaba adecuadamente como las
hidrolasas acidas son transportadas a lisosomas. Aunado a estas observaciones Gonzélez-
Noriega y cols. (1980) estudiando el efecto de aminas en la secrecion de enzimas
lisosomales y su endocitosis, tanto en fibroblastos normales como en células “I”
propusieron una hipétesis alterna a la secrecion recaptura, que postula que la segregacion y
el transporte de enzimas lisosomales (mediada por un receptor) se lleva a cabo
intracelularmente en el aparato de Golgi y que la via de transporte es completamente
intracelular. Esto es, las hidrolasas &cidas sintetizadas en el reticulo endoplasmico son
transportadas al aparato de Golgi, en este compartimento adquieren el marcador de
reconocimiento Man6P que es reconocido por un receptor especifico para Man6P; de ésta

forma, las hidrolasas acidas son separadas de las otras proteinas solubles que estan
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presentes en el lumen de los s&culos del aparato de Golgi. Los complejos receptor-enzima
salen del Golgi y son transportados a prelisosomas (actualmente conocidos como
endosomas). Debido al pH moderadamente acido de este compartimento, dicho complejo se
disocia. Las hidrolasas acidas son transportadas a los lisosomas y los receptores pueden ser
reciclados al Golgi para transportar mas hidrolasas acidas. Una fraccion de la poblacion de
receptores (10%) se localiza en la membrana plasmatica, donde pueden recapturar una
pequefia fraccion de hidrolasas acidas que tienen el marcador y que han sido secretadas,
(figura 2). Posteriormente, el mismo grupo corroboro ésta hipotesis: realizando estudios de
fraccionamiento celular para determinar en que organelo se encuentra el receptor y
determinar en qué compartimento, el receptor se encuentra libre u ocupado por enzimas
lisosomales (Fisher, H.D., y cols. 1980a). En su conjunto estos estudios permitieron
establecer los siguientes principios: a) para transportar una proteina al lumen de los
lisosomas, se requiere de un receptor membranal que reconozca marcadores de
reconocimiento especificos en dichas proteinas, b) la union de las enzimas al receptor
permite la segregacion y transporte de proteinas y c) la distribucion subcelular del receptor
y su ocupancia determina la via del transporte, esperandose que esté enriquecido en el
compartimento inicial y final de la via de transporte; pero que su ocupancia sea maxima en
el compartimento en que reconoce a la proteina y minimo en el compartimento que la
descarga (Fisher, H.D., y cols. 1980b).

En los siguientes afios se llevaron a cabo estudios que corroboraron ésta hipotesis. Asi,
mismo, se profundiz6 en los mecanismos del transporte intracelular y compartimentacion
dependiente del marcador Man6P. En la figura 4 se muestra el modelo de segregacion de

HAs a través del marcador Man6P.

1.5.2. Biogénesis y transporte de elementos solubles de lisosoma dependiente de
Man6P

Las proteinas lisosomales solubles al igual que las proteinas secretorias poseen un
péptido sefal en el amino terminal que promueve que los ribosomas en los que se lleva a
cabo su sintesis se asienten en la superficie del reticulo endoplasmico, formen poros
tansitorios a través de los cuales el péptido naciente se introduce al lumen del RE. Previo al

plegamiento de la proteina, una cadena de oligosacéaridos (Glc3Man9GIcNAc2) es
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transferido a un residuo de asparagina especifico, sobre la proteina naciente (Rothman. Y
cols., 1978; Ruddock y Molinari, 2006). La asparagina debe formar parte de la secuencia
consenso Asn-X-Thr/Ser (donde X es cualquier aminoacido excepto Prolina) que funciona
como una sefial de reconocimiento que permite que las proteinas sean glicosiladas. Estas
cadenas glicosidicas, N-ligadas a las enzimas lisosomales, sufren modificaciones, las cuales
son iniciadas en el RE antes que se complete la traduccion de la proteina. Una vez que la
glucosidasa | y Il remueven las tres glucosas terminales, se libera la proteina lisosomal de
la chaperona que dirige su plegamiento y una a-manosidasa elimina una manosa del
conjunto de oligosacaridos, para formar la estructura de ocho manosas denominada cadenas
tipo alta manosa. Posteriormente, las enzimas lisosomales y las proteinas secretorias viajan
al aparato de Golgi en donde Unicamente residuos terminales de manosa presentes en las
enzimas lisosomales, son fosforiladas. Estos residuos de Man6P actuardn como marcadores
especificos que permitiran que las proteinas lisosomales sean segregadas de las proteinas

secretorias y a la vez transportadas a los lisosomas

Precursor
Hidrolasa acida

Transporte dependiente Pi

Transportado
de receptor

de RE

Unién al M6PR
Adicién de
fosfato

Vesicula de transporte Remocién
Disociacién de fosfato

Cubierta apH acido

de Clatrina

Formacién de vesiculas ~ Endosoma tardio
Reciclaje del receptor conelreceptor M6P

Cis Redde
Golgi transGolgi y

Figura 4. Transporte de enzimas lisosomales sintetizadas de novo a lisosoma.

1.5.3. Incorporacion del marcador de reconocimiento Man6P a las enzimas
lisosomales

La generacion del marcador Man6P ocurre de la siguiente manera: la incorporacion de
un fosfato en el carbono seis (C-6) de manosas terminales comienza con la accion de dos
enzimas que de manera secuencial completan la sefial, las cuales estan localizadas en la

parte cis del aparato de Golgi (Rietman, M.L. y Kornfeld, S. 1981). En un primer paso, una
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fosfotransferasa transfiere un residuo de N-acetilglucosamina-1-fosfato presente en una
molécula de UDP-N-acetilglucosamina al grupo hidroxilo del C-6 de una de las manosas
terminales presentes en las hidrolasas acidas. Esta fosfotransferasa reconoce una sefial que
es comun en al menos 40 diferentes proteinas lisosomales. En una segunda reaccion una
fosofodiesterasa especifica remueve el grupo N-acetilglucosamina, quedando el fosfato
unido al C-6 de la manosa (Varki, A.P., y cols. 1981). Tan pronto la fosfodiesterasa ha
removido el grupo N-acetilglucosamina las enzimas lisosomales conteniendo el marcador
de manosa-6-fosfato, son reconocidas por dos tipos de receptores membranales, uno en que
la unién depende de cationes (CD-Man6PR) y otro independiente de cationes (CI-Man6PR)
(von Figura, K. y Hasilik, A. 1986). La fosforilacion de los residuos de manosa impide el
subsecuente procesamiento de las cadenas glicosidicas; ésto es, no son transformadas a

cadenas complejas.

Los pacientes que cursan mucolipidosis Il o mucolipidosis Il son deficientes de la
fosfotransferasa, por lo cual no se puede formar el marcador de reconocimiento Man6P.
Esta deficiencia, no permite que los receptores reconozcan a las proteinas lisosomales como
tales por lo cual son secretadas junto con proteinas secretorias. De ésta manera las enzimas

lisosomales son segregadas de aquellas proteinas destinadas a secrecion.

1.5.4. Especificidad de la fosfotransferasa

No obstante, que en la seccién anterior se explica en términos generales como las
enzimas lisosomales son segregadas y transportadas a endosomas, una vez que adquieren el
marcador de reconocimiento (Man6P) en el complejo de Golgi, no explica porque las
glicoproteinas secretorias no adquieren dicho marcador. A principio de los 80°s ya se sabia
que la composicion de las cadenas de alta manosa presentes en las hidrolasas acidas no eran
diferentes del resto de las glicoproteinas que llegan a Golgi (Baranski, T. J., y cols. 1990;
Baranski, T. J.,, y cols. 1992). Este hecho no especifica porque la afinidad de la
fosfotransferasa por las enzimas lisosomales es de 100-150 veces mas elevada que para las
otras glicoproteinas no relacionadas (Reitman, M.L. y Kornfeld, S. 1981; Bao, M. y cols.
1996).

Inicialmente se infirié que las enzimas lisosomales sin oligosacaridos son potenciales

inhibidores de la fosforilacion (Baranski, T.J., y cols. 1990). La primer evidencia de la
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naturaleza del dominio de reconocimiento provino del estudio de proteinas quiméricas
derivadas de catepsina D y pepsindgeno, aunque estas dos aspartil proteasas tienen un 45%
de homologia en su secuencia peptidica, el pepsindgeno es una proteina secretoria y la
catepsina D es una enzima lisosomal. Este estudio revel6 que la sustitucion de dos residuos
provenientes de regiones diferentes del extremo carboxilo de la catepsina D (lisina 203y la
293 colocadas en el pepsindgeno) fueron suficientes para generar un dominio de
reconocimiento para la fosfotransferasa. Cuando se localizd la posicion homologa en la
estructura tridimensional del pepsindgeno de origen porcino, se encontrd que estos residuos

se localizan en la superficie de la molécula (Baranski, T. J., y cols. 1992).

Estudios en otras enzimas lisosomales han confirmado que las lisinas seleccionadas
son criticas para la union de la fosfotransferasa (Cuozzo, J. W. y Sahagian, G. G. 1994). En
el caso de la catepsinas D y L, las dos lisinas representan la principal sefial de fosforilacion
ya que estan posicionadas a 34 A alejados de una de las lisinas y cercanas a la asparagina
glicosilada en un microambiente basico, mientras que la otra lisina esta situada en un

ambiente més acido (Cuozzo, J.W., y cols. 1998).

En su conjunto, todos estos resultados sugieren que el dominio de reconocimiento esta
en la parte superficial de las hidrolasas acidas y que los elementos criticos (lisinas) estan
espaciados por residuos de carbohidratos, de manera que para que la fosfotransferasa ejerza
su funcién, primero se debe posicionar en la proteina lisosomal, lo cual permite reconocer
de manera eficiente a las cadenas glicosidicas de las glicoproteinas susceptibles a ser

fosforiladas ver figura 5.

Figura 5. Generacion del Marcador Manosa 6-Fosfato.
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1.6. Receptores Man6P

El transporte de enzimas lisosomales solubles desde su sitio de sintesis asi como su
correcta clasificacion dependen principalmente de receptores que reconocen a la sefial de
Man6P. A la fecha se conocen dos diferentes tipos de receptores para Man6P (Man6PRs).
Estos han sido purificados a partir de membranas celulares por cromatografia de afinidad
utilizando matrices que contienen unido el ligando Man6P (Lobel, P., y cols. 1987; Dahms,
N.M., y cols. 1987). Ambos receptores difieren en sus propiedades de union y
requerimientos de cationes divalentes para la union al ligando, asi como en su peso

molecular.

1.6.1. ElI CI-Man6PR

El receptor, CI-Man6PR, fue el primero que se reportd vy, es referido como CI-
Man6PR, Man6PR-300 o IGFII/Man6PR, es una glicoproteina de 300 kDa que no requiere
de cationes para unirse a su ligando (Sahagian, G.G., y cols. 1981). ElI CI-Man6PR bovino
contiene una secuencia sefial amino terminal de 44 residuos, una region extracitoplasmica
de 2269 residuos, una region transmembranal de 23 residuos y un dominio citoplasmico
carboxilo terminal de 163 residuos. La region extracitoplasmatica estd compuesta de 15
dominios repetidos acomodados en tandem, cada dominio consta de 150 residuos
aproximadamente y presenta una identidad significativa del 14 al 30% con el otro receptor
(CD-Man6PR). La secuencia completa de aminoacidos de este receptor, se dedujo a partir
de clonas de cDNA que codifican para ésta proteina y revela que es una glicoproteina

transmembranal tipo I.

Estudios llevados a cabo mediante técnicas de inmunocitoquimica demuestran que el
receptor CI-Man6PR se localiza principalmente en endosomas, membranas trans del Golgi,
pero no en lisosomas y solo una pequefia cantidad de receptor CI-Man6PR se encuentra en
la membrana plasmatica (Kyle, J.W., y cols. 1988). Estudios sobre su biosintesis indican
que el Man6PR-300 presenta algunas modificaciones postraduccionales: a) glicosilacion
del dominio extracitoplasmatico (Kiess, W., y cols. 1991), b) fosforilacion de cuatro de los
cinco sitios en el dominio citoplasmatico, c¢) palmitoilacion (Westcott, K.R. Y Rome, L.H.
1988) y d) formacion de tres o cuatro puentes disulfuro con cada repeticion (Tong, P., y
cols., 1989).
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Se ha reportado que CI-Man6PR une dos moléculas de Man6P por molécula de un
oligopéptido difosforilado, este Gltimo con una afinidad de aproximadamente 2X10° M, y
que fragmentos solubles del receptor CI-Man6PR formados por cortes proteoliticos, son

capaces de conservar sus propiedades de unién al ligando (Kiess, W., y cols. 1987).

La principal funcion del CI-Man6PR es transportar a las enzimas lisosomales solubles
recién sintetizadas desde el TGN y subsecuentemente liberarlas a endosomas tardios.
Aproximadamente 10 % del CI-Man6PR se localiza en la membrana plasmatica, donde
promueve la endocitosis de ligandos exdgenos que contienen Man6P (Fischer, H.D., y cols.
1980). Se han realizado experimentos en donde se inactivd el gen que codifica para este
receptor en fibroblastos y se encontro que las células secretan la mayoria de las hidrolasas
acidas debido a que no son segregadas de las proteinas secretorias (Kiess, W., y cols.
1987).

1.6.2. EI CD-Man6PR
Otro receptor que reconoce la sefial Man6P es conocido como CD-Man6PR 6

Man6PR-46. Este receptor es una glicoproteina con un peso molecular de 46 kDa que
requiere cationes divalentes (particularmente Mg®"), asi como de un pH ligeramente acido
(6.3) para unir a su ligando, en comparacién al receptor CI-Man6PR que tiene una alta
afinidad por su ligando a pH < 6.5 (Hoflack, B. y Kornfeld, S. 1985). La secuencia de
aminoacidos para el receptor de 46 kDa, muestra que es una proteina transmembranal tipo
I, es un homodimero. EI CD-Man6PR de bovino estd compuesto de una secuencia sefial
amino terminal de 28 residuos, una regién extracitoplasmica de 159 residuos, una region
transmembranal de 25 residuos y un dominio citoplasmico carboxilo terminal de 67
residuos. La region extracitoplasmica de el CD-Man6PR contiene seis residuos de cisteina
que estan involucrados en la formacion de tres enlaces disulfuro intramoleculares que

juegan papeles esenciales en el plegamiento del receptor (Wendland, M., y cols. 1991)

El descubrimiento del receptor CD-Man6PR fue resultado de observaciones realizadas
en lineas celulares deficientes para el CI-Man6PR, ya que se encontré que eran capaces de
transportar algunas de las hidrolasas &cidas (aproximadamente el 40% de eficacia)
(Hoflack, B. y Kornfeld, S. 1985). Este receptor tiene una funcion menos importante en el

transporte de enzimas lisosomales que el CI-Man6PR, ya que en algunos experimentos se
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ha encontrado que el CI-Man6PR puede compensar la pérdida del CD-Man6PR. Pero, la
expresion de altos niveles del CD-Man6PR en células, después de la transfeccion con el
apropiado cDNA, solo incrementa un poco su capacidad de endocitar a las hidrolasas
exogenas en medio neutro. En condiciones normales este receptor no endocita hidrolasas
acidas presentes en el espacio extracelular (Watanabe, H., y cols. 1990; Fischer, H. D., y
cols. 1982).

En resumen, los receptores Man6PRs han sido ampliamente estudiados en relacion a
sus propiedades de unién a su ligando, trafico intracelular, etc. Hasta ahora existe un
consenso en la literatura en relacion a que la principal funcién de ambos receptores es la de
transportar enzimas lisosomales al lisosoma. Sin embargo, ain no se sabe con exactitud

porqué la célula posee dos receptores para una misma familia de proteinas.

Dominio MRH
W .150 residuos

= Repeticion
Fibronectinatipoll

D Sitios de N-glicosilacién

; Palmitoilacién Figura 6. Representacion esquematica de
los receptores Cl-Man6PR y CD-
Man6PR. Sitios de unién de Man6P del
CD-Man6PR(morado) del Cl-Man6PR

Oligomeros (verde). Sitio de wunion a IGF-1I
( ), sitio de unién a plasminogeno
PIg/uPAR (azul). La flecha roja indica la
localizacion de un sitio sensible a corte
proteolitico entre los dominios 7y 8.

P rosforilacion

1.7. Transporte de proteinas integrales de membrana a lisosomas

El estudio para identificar la manera de transportar a las proteinas integrales de la
membrana lisosomal se ha llevado a cabo principalmente con las LIMPs. Se sabe que el
transporte y los niveles de las LIMPs son similares en fibroblastos de células “I” y en
fibroblastos normales (Hunziker, W, y Geuze, H. J., 1996). Asi mismo, no se ha detectado
fosforilacion en las cadenas glicosidicas de estas glicoproteinas. El proceso de glicosilacion
de proteinas se inhibe con tunicamicina, ninguna proteina puede adquirir el marcador de

reconocimiento fosforilado, las LIMPs siguen siendo transportadas en forma normal a
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lisosomas, todo ésto sugiere que este tipo de proteinas no requiere del marcador de

reconocimiento Man6P.

Con el proposito de conocer si algin componente de la LIMP presenta algin elemento
informativo que sea responsable de la via de transporte y destino final de este tipo de
proteinas de membrana, se han clonado los genes que las codifican. Ademas se ha alterado
su composicion y se han transfectado células con el fin de expresar la nueva proteina para
examinar su destino final. De ésta forma se han obtenido proteinas quiméricas de la
membrana plasmatica conteniendo segmentos de las LIMPs, con ellas se ha observado que
aquellas que contienen uno de los segmentos peptidicos de las LIMPs que se encuentran en
las colas citosdlicas de estas proteinas integrales de membrana lisosomal, son transportadas
a lisosomas (Eskelinen, E.L., y cols. 2003). Por medio de mutagénesis dirigida se han
podido alterar de diferentes formas, la composicién de aminoacidos de las regiones
citosolicas de las proteinas integrales de las membranas lisosomales. Este tipo de estudios
realizados con diferentes proteinas de membrana lisosomal de diversas especies han
permitido concluir que en los segmentos de las colas citosélicas, amino o carboxilo
terminal, hay secuencias de aminoacidos que son indispensables para el transporte y
destino final de este tipo de proteinas membranales (Guarnieri, F.G., y cols. 1993). Se han
podido detectar dos secuencias de aminoacidos especificas, que determinan una
compartimentacion correcta de las proteinas de la membrana lisosomal, una dada por la
secuencia Gly-Tyr (glicina-tirosina) que esta presente practicamente en todas las
glicoproteinas de la membrana lisosomal (Fukuda, M. 1991) y otra por Leu (lle)-lle
(Leucina, Isoleusina) presente en la LIMP 1l (Sandoval, 1., y cols. 1994).

Cualquier sustitucion en alguno de los aminoacidos de la sefial de reconocimiento
altera el destino final de estas proteinas, bien no permitiéndolas salir del reticulo
endoplasmico, transportandolas a la region de Golgi o bien a la membrana plasmatica, pero
no a lisosomas. No obstante este tipo de experimentos, complementados con experimentos
de pulso y caza e inmunofluorescencia, han permitido detectar que las proteinas de
membrana lisosomal, se sintetizan en la membrana del reticulo endopldsmico y como
proteinas integrales son transportadas a la region trans de Golgi, de aqui en pequefias

vesiculas a los endosomas y por Gltimo a los lisosomas. En condiciones normales una
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pequerfia cantidad de algunos tipos de LIMPs como LAMPL1 y 2, conteniendo la secuencia
Gly-Tyr, se tranportan primero a la membrana plasméatica y de alli a endosomas y

lisosomas (Janvier, K. y Bonifacino, J. S. 2005).

En células transfectadas con el gen de alguna de estas proteinas, se incrementa en
forma importante la fraccion que recicla a través de la membrana plasmatica antes de llegar
a lisosomas. Por ultimo, se ha encontrado que el nimero de moléculas de las LIMPs
presentes en las membranas de lisosomas es diferente, asi como también la velocidad de
transportacion desde reticulo endoplasmico a lisosomas y la vida media de cada una de
ellas. Estas observaciones sugieren que debe haber algun tipo de regulacion en la sintesis y
degradacion de las LIMPs de forma que permita mantener la identidad de los lisosomas
(Eskelinen, E.L., y cols. 2003).

En resumen, esta bien establecido que el transporte de proteinas de membrana
lisosomal a endosomas tardios y lisosomas no requiere de la accién de los receptores de
Man6P ya que su transporte no depende de la glicosilacion de estas proteinas. Mutantes de

LAMP-1 o LAP que pierden su cola citosoélica fallan para llegar a lisosomas.

Ademas, una proteina quimérica conteniendo el dominio luminal de LIMP Il y la cola
citosolica de una proteina residente de la membrana no fue transportada a lisosomas, por lo
que estos experimentos indican que las colas citosolicas contienen la informacion necesaria
para el envio de este tipo de proteinas a lisosomas (Peter, C., y cols. 1990). Por el contrario
las colas citosolicas de LAMP-1 (Mathews, P., y cols. 1992; Honing, S, y Hinziker, W.
1995; Williams, M.A. y Fukuda, M. 1990; Guarnieri, F. G., y cols. 1993), LAP (Peter, C.,y
cols 1990; Lehiman, L.E., y cols. 1992) y LIMP Il (Vega, M.A., y cols. 1991) son
suficientes para redireccionar proteinas residentes de la membrana plasmatica a lisosomas.
A la fecha, han sido identificadas dos distintas clases de sefiales citosolicas capaces de
promover el transporte a endosomas y lisosomas en proteinas de membrana lisosomal. Uno
de estos determinantes, presente en LAMP-1, LAMP-2, LIMP-1, LIMP-Il y LAP esta
basado en el siguiente motivo GYXXZ donde el residuo critico es la tirosina. La segunda
sefial es LI (Leucina, isoleucina) encontrada en la proteina LIMP-I11 y esta relacionada a los

motivos dileucina.
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Estas sefiales citosolicas son reconocidas por dos tipos de adaptadores de clatrina, los
complejos adaptina y las proteinas GGA. Estas Ultimas son proteinas que al igual que las
adaptinas sirven como proteinas de andamiaje y reclutamiento de clatrina, éstas se dividen
en tres clases, GGAL, GGA2 y GGAZ3, las cuales son codificadas por tres genes diferentes,
las tres proteinas tienen una estructura conservada, formada por los dominios VHS, GAT,
Hinge y GAE. Los dominios VHS, GAT y GAE son globulares, mientras que el domino
Hinge no forma una estructura definida. EI dominio VHS es el responsable de reconocer las
seflales DXXLL (54,57), los residuos clave D y LL se unen a los residuos cargados
positivamente y a los hidrofobicos respectivamente del dominio VHS (63,65). Por su parte
el dominio GAT es el responsable del reclutamiento de las GGAs a la membrana ya que
este dominio interactda con el fosfoinositido P14P (73). Mientras que el dominio Hinge
contiene regiones que se unen al dominio N-terminal de la cadena pesada de la clatrina
(67,74) y a los motivos DXXLL que se unen intramolecularmente al dominio VHS de la
misma GGA (75). Finalmente, el dominio GAE se une a proteinas accesorias que
contribuyen a la formacion, movimiento y/o fusién de vesiculas cubiertas de clatrina
derivadas del TGN que pueden funcionar como adaptadores adicionales (78,81). Estas
propiedades de los diferentes dominios definen a las GGAs como adaptadores de clatrina
que son reclutados al TGN en una manera dependiente de GTPasas Arf clase 1 para la
segregacion de proteinas transmembranales que tienen las sefiales DXXLL en vesiculas

cubiertas de clatrina.

Por otra parte los complejos Adaptina también encargados de reconocer las sefiales en
las colas citosolicas de las proteinas membranales permiten el transporte y segregacion de
este tipo de proteinas. Existen 4 tipos de complejos adaptina: AP-1, AP-2, AP-3 y AP-4.
Los cuales se caracterizan por su localizacion. EI complejo AP-1 se localiza en el TGN y
endosomas y consiste de 4 subunidades llamadas vy, 1, ul y ol. Estas se ensamblan en una
estructura globular compuesta del N-terminal plegado de la subunidad y y B1 que se
extiende a lo largo de un dominio de bisagra no estructurado que tiene un dominio final
plegado denominado oreja (86). Las secuencias YXX¢ y DEXXXLLI de los receptores
MPR asi como de otras proteinas se unen a las subunidades ul y ol del complejo AP-1
respectivamente (87-90). Lo que trae como consecuencia el reclutamiento de la clatrina

para formar la vesicula cubierta de clatrina y transportar a la proteina trasmembranal.
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Finalmente, en la tabla 2 se muestra los diferentes tipos de sefiales involucradas en el

Tabla 2. Ejemplos de sefiales de segregacion basadas en dominios dileucina y tirosina
presentes en las colas citosélicas de las proteinas membranales.

Proteina Sefial de
transmembranal reconocimiento
DXXLL
MPR300/CI-Man6PR SFHDDSDEDLL
MPR46/CD-Man6PR EESEERDDHLL
Sortilina GYHDDSDEDLL
SorLA/SORL1 ITGFSDDVPMV
GGA1 (1) ASVSLLDDELM
GGA1 (2) ASSGLDDLDLL
GGA2 VQNPSADRNLL
GGA3 NALSWLDEELL
(DE)XXXL(LI)
LIMPII DERAPLI
NPC1 TERERLL
Mucolipina-1 SETERLL
Sialina TDRTPLL
GLUT8 EETQPLL
Cadena Invariante (li)(1) DDQRDLI
Cadena Invariante (li)(2) NEQLPML
YXXd
LAMP-1 GYQTI
LAMP-22 GYEQF
LAMP-2B GYQTL
LAMP-2C GYQSV
CD63 GYEVM
CD68 AYQAL
Endolina NYHTL
DC-LAMP GYQRI
Cistinosina GYDQL
Intercambiador fosfato azucar GYKEI
Fosfatasa acida GYRHV

Todas las secuencias corresponden a proteinas humanas. Algunas sefiales varian en una
posicién del motivo consenso. Las sefiales DXXLL se cree estan principalmente involucradas en el
transporte TGN-endosomas. Las sefiales YXX¢ y (DE)XXX(LI) dirigen el transporte directo a
lisosoma. Los residuos clave se presentan en negrita. Tomado de Braulke, T. y Bonifacino, J.S.
20009.
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1.8. Transporte de enzimas lisosomales independiente de Man6P

No obstante la importancia que tiene el marcador Man6P en el transporte de
proteinas solubles de lisosoma, desde los afios ochenta se obtuvo evidencias sobre la
existencia de posibles mecanismos alternos para el transporte y compartimentacion de
enzimas lisosomales. Pacientes con MLPII han servido como modelo para probar estos
hallazgos. Estos pacientes son deficientes de una fosfotransferasa (enzima que fosforila la
manosa) debido a ésto las HAs no adquieren el marcador de reconocimiento, y no son
reconocidas por los receptores Man6PR y son secretadas al medio extracelular. Sin
embargo, en los afios 80°s, se encontrd que no obstante la carencia del marcador Man6P en
células Kupffer, hepatocitos, leucocitos y timocitos de pacientes con MLPII, los niveles
intracelulares de enzimas lisosomales son normales. Estas observaciones fueron
corroboradas en modelos de animales deficientes para los dos receptores de Man6P con lo
cual se confirmod la existencia de mecanismos alternos para el transporte de proteinas
solubles de lisosoma (Waheed, A., y cols. 1982; Dittmer, F., y cols. 1999).

Hoy en dia se sabe que existen marcadores de reconocimientos alternos para el
transporte de las proteinas solubles de lisosomas desde su sitio de sintesis a lisosomas que
son reconocidos por receptores especificos. Dependiendo del marcador de reconocimiento
las proteinas lisosomales pueden ser agrupadas en tres familias. En la primera se pueden
agrupar aquellas proteinas que son transportadas exclusivamente por receptores
membranales (Man6PRs) que reconocen al marcador Man6P, presente en las cadenas
glicosidicas de la mayoria de las enzimas lisosomales. Este mecanismo ya fue descrito

anteriormente.

En la segunda familia se agrupan, aquellas enzimas lisososomales que no contienen el
marcador Man6P. En este grupo se incluye a la fosfatasa acida que es transportada como
proteina integral de membrana, y a la B-glucocerebrosidasa (BGC) que es transportada por
una proteina integral de membrana lisosomal (la proteina LIMP-II) (Reczek. D., y cols.
2007).

Aunque la proteina LAP es una enzima lisosomal soluble, ésta es transportada como

proteina integral de membrana desde reticulo endoplasmico a la membrana del lisosoma o
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de endosomas tardios. En donde es procesada proteoliticamente, resultando en la liberacién
del ectodominio que codifica para la actividad enziméatica (Pohlmann, R. y cols., 1988;
Waheed, A. y cols., 1988).

El precursor de LAP es una proteina transmembranal tipo I, con un dominio luminal
largo, un solo dominio transmembranal, y una cola citosélica de 19 aminoacidos. Tiene
ocho sitios potenciales de glicosilacion. La sefial para el transporte lisosomal de ésta
proteina es realizada por el motivo GYXXYV el cual, no se encuentra en el extremo de la

cola citosdlica sino mas internamente (tabla 2).

A diferencia de muchas enzimas lisosomales, la (BGC) no adquiere la sefial de Man6P
y en celulas | 6 en células deficientes de los M6PRs, la BGC es transportada normalmente
a lisosomas. Se ha encontrado que en ratones que son deficientes de LIMP-I1I, la BGC no
llega a lisosomas, la cual es secretada y concuerda con que LIMP-II es la proteina que
funciona como receptor para el transporte de BGC. En estudios recientes se encontré que
BGC se une a la proteina de la membrana lisosomal LIMP-II y ésta union permite el
transporte de la enzima al lisosoma (Reczek. D., y cols. 2007). Esta union es dependiente
de pH, el cual posibilita la formacion del complejo (receptor—-enzima) en el RE y en todo el
trayecto hasta llegar a lisosomas en donde se disocian debido al pH &cido de los organelos.
El sitio de interaccion entre BGC y LIMP-II ha sido identificado y se trata de un motivo
coiled-coil altamente conservado en el dominio luminal de la LIMP-II. Sin embargo, éste
no se ha encontrado en la BGC (Dvir, H. y cols. 2003). No se sabe si LIMP-11 solo transporta
a la BGC o si ésta transporta a otras enzimas lisosomales. Ademas estos datos sugieren que
el transporte de las LMPs puede estar ligado a las vias de transporte de enzimas

lisosomales.

En la altima familia se incluyen aquellas HA que contienen el marcador de Man6P
pero también tienen otros marcadores, por lo que pueden ser transportadas por diferentes
receptores. En este grupo se han descrito dos receptores independientes de Man6P, uno la
sortilina que transporta a la catepsina D y H, saposinas (SAPs) y esfingomielinasa
(Canuel, M., y cols. 2008) y otro el receptor independiente de Man6P (RI-Man6P) a la

B-glucuronidasa bovina, el cual estudiamos en el laboratorio.
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En el caso de la sortilina, ésta es un miembro de la familia de las proteinas Vps10p
tipol (son proteinas que portan un dominio de segregacion de proteinas vacuolares). Estas
proteinas forman una familia de receptores transmembranales tipo I. Ellas son expresadas
en muchos tejidos y se unen a una gran variedad de ligandos (Hermey et al., 1999;
Jacobsen, y cols., 2001). En células de mamifero la familia VpS10p est4 formada por 5
miembros: SorLA (250kDa) (Jacobsen, y cols., 1996) Sortilina (100 kDa) (Petersen, y
cols., 1997), SorCS1, SorCS2 y SorCS3(130 kDa) (Hermey, y cols.,, 1999). Se ha
demostrado que el carboxilo terminal de la sortilina contiene motivos de uniéon a AP-1y
GGA que son esenciales para su tréafico.

La estructura cristalina de la sortilina humana en complejo con neurotensina revelaron
que la unién de sortilina a su ligando ocurre a través de un tunel formado por un dominio
de B propela (Quistgaard, E. M. y cols. 2009). Lo cual demuestra que sortilina se une a su
ligando de una manera similar a como lo hace la LIMP-II a través de una interaccion
proteina-proteina. Finalmente, se ha demostrado que catepsina D una enzima lisosomal
puede ser transportada tanto por Man6PR asi como por sortilina esto observd cuando se
elimind lo expresion de sortilina a través de RNA de interferencia el trafico de catepsina D
continuaba el cual se asocia a Man6PR y viceversa. Mientras que catepsina H solo es

transportada por sortilina (Canuel, M. y cols. 2008).
1.8.1. Modelo de estudio p-glucuronidasa bovina

El siguiente modelo es la B-glucuronidasa bovina. En el laboratorio al estudiar la
cinética de endocitosis de ésta enzima a fibroblastos humanos provenientes de pacientes
deficientes para dicha enzima, se encontré que puede ser endocitada por dos sistemas de
transporte diferentes: uno reconoce el marcador Man6P y el otro reconoce a un marcador
hasta entonces desconocido. Al caracterizar éste sistema desconocido se encontré que: a)
La endocitosis de la B-glucuronidasa bovina se reduce solo 30% en presencia de Man6P o
bien si la enzima es tratada con endoglicosidasas o fosfatasas. b) La cinética de endocitosis
(Vmax y Km) de ambos sistemas es similar. ¢) La enzima capturada por uno u otro sistema
es trasportada a lisosomas. d) Anticuerpos dirigidos en contra del receptor CI-ManPR
bloguean la endocitosis de la enzima que contiene el marcador Man6P, pero no el que

contiene el nuevo marcador y la enzima sigue entrando. €) Aminas primarias, que
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incrementan el pH intracelular e inhiben la endocitosis del receptor CI-Man6PR, no ejercen
ningun efecto sobre el nuevo mecanismo de transporte (Gonzalez-Noriega, A., y cols.
2006). Estas observaciones indican que ambos receptores corresponden a dos proteinas

diferentes en su estructura, especificidad e independientes en su funcion.

El marcador de reconocimiento para este nuevo sistema de transporte independiente de
Man6P (RI-Man6P), se ha podido aislar a partir de hidrolizados de B-glucuronidasa de
higado bovino encontrandose que es una secuencia de aminoacidos, la cual esta formada
por la secuencia Ser-Trp*-Ser, en donde * es un residuo de 15 Da que posiblemente
modifica postraduccionalmente a un residuo de triptéfano. Anticuerpos generados en contra
de este tripéptido inhiben competitivamente la endocitosis de la B-glucuronidasa bovina en
fibroblastos humanos. Por otra parte, también se han podido purificar a través de
cromatografia de afinidad unas proteinas, con un peso molecular de 78/72 kDa que
mostraron ser capaces de reconocer especificamente a la B-glucuronidasa de higado bovino
las cuales corresponden al receptor propuesto, ademds, que tienen la capacidad de
endocitar a ésta enzima en fibroblastos humanos. La obtencidn de anticuerpos en contra del
receptor lo cuales son capaces de bloquear especificamente la endocitosis de B-
glucuronidasa bovina en fibroblastos humanos, permitio confirmar que la proteina
purificada corresponde al receptor. Estos anticuerpos también permitieron, detectar el
receptor en varios tejidos de diferentes especies animales. Por otro lado, en estas primeras
purificaciones no fue posible la secuenciacion del receptor, debido a la pequefia cantidad de
muestra que se obtenia. Sin embargo, se continudé con el estudio de la localizacion y
transporte biosintético del RI-Man6P, el cual se describe a continuacion (Gonzélez-
Noriega, A., y cols. 1989; Gonzalez-Noriega, A., y cols. 2001; Gonzalez-Noriega, A., y
Michalak, C. 2001).

1.8.2. Distribucion subcelular y transporte biosintético del RI-Man6P

Una vez que se identifico el receptor y que se obtuvieron los respectivos
anticuerpos, se procedid a determinar la distribucion intracelular y la ruta a través de la cual
el RI-Man6P transporta a la B-glucuronidasa que contiene el nuevo marcador de
reconocimiento. Utilizando gradientes de Percoll, se encontré que mientras que el receptor

CI-Man6P esta enriquecido en Golgi y endosomas, en contraste, el 50% del RI-Man6P se
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ubica en fracciones que se traslapan parcialmente donde se encuentran los lisosomas y en
menor cantidad en endosomas y en la membrana plasmatica. La fraccion de “alta densidad”
(VAD) (vesiculas de alta densidad), en que se encuentra enriquecido el nuevo receptor, no
corresponde a lisosomas ya que: no contienen enzimas lisosomales, ni el marcador de
membrana lisosomal LIMP-II, no son lisadas como los lisosomas con el sustrato GPN
(glicil-L-fenilalanina 2-naftilamida) para catepsina C y su pH aparentemente es neutro

(Gonzalez-Noriega, A., y cols. 2006).

Con base al trabajo anterior se establecio la ruta biosintética del RI-Man6P desde
reticulo endoplasmico a las vesiculas de alta densidad. Experimentos de pulso y caza
permitieron conocer la cinética de transporte. Las rutas que sigue el RI-Man6P a los
compartimentos mencionados en la seccion anterior, pero lo mas importante, ubicar las
VAD dentro de ésta via de transporte. Los resultados obtenidos sugieren que: Existen dos
vias por las cuales el receptor es transportado a las vesiculas de alta densidad, una a través
de la membrana plasmatica, la otra intracelular de Golgi a endosomas, prelisosomas y
vesiculas de alta densidad. EI RI-Man6P empieza a llegar a las VAD 120 min después de su
sintesis; ésto es, las VAD se encuentran al final de la via biosintética. La cinética de
transporte, tipo hipérbola, sugiere que el transporte a través de los diferentes organelos no
es unidireccional, sino que el receptor cicla entre los diferentes compartimentos. Esta
observacion fue corroborada al tratar los cultivos con cloruro de amonio, se encontré que
ésta amina estimula el transporte del receptor en sentido inverso, ésto es desde las VAD a

los endosomas y membrana plasmatica (Gonzélez-Noriega, A., y cols., 2005).

Normalmente se espera que una proteina se encuentre enriquecida en aquellos
organulos en las cuales ejerce su funcion. Por ejemplo, el receptor CI-Man6PR se encuentra
enriquecido en el compartimento en que capta a las enzimas lisosomales (Golgi) y en el
compartimento en que descarga las enzimas lisosomales (endosomas tardios). Los
resultados que se han obtenido para este nuevo transportador contradicen lo reportado para
los transportadores Man6PR vy sortilina, ya que se ha encontrado al RI-Man6P al final de su
via biosintetica, por lo que es necesario continuar con el estudio de este receptor y de las

vesiculas en las cuales se encuentra este receptor.

51



Introduccion

El comportamiento anomalo de este receptor en PAGE-SDS dificulto los intentos
realizados para caracterizarlo. Como receptor endocitico, este receptor se extrajo de las
membranas con Triton X-100. Una vez purificado, se observo que dependiendo de las
acondiciones utilizadas para concentrarlo variaba su peso molecular aparente en PAGE-
SDS desde 47/42 kDa hasta 78/72 kDa. En el laboratorio se pensé que ello era debido que
al extraerse con 1.5 % de triton X-100 el receptor quedaba incluido en micelas vy el
detergente que englobaba al receptor es dificilmente extraido. Para probar esta hipdtesis se
vio que el peso molecular aparente del receptor al extraerse con SDS era de 78/72 kDa, y si
a esta preparacion se afiadia Triton, su peso molecular era reducido hasta llegar a 47/42 kDa
Este comportamiento anomalo no permitié confirmar sin duda que contrariamente a lo
observado con otras proteinas que atraviesan endosomas estaba glicosilado. Por ultimo, al
resolver el receptor en PAGE-SDS en condiciones no reductoras se observé una sola banda
cuyo peso molecular aparente era de 68 kDa, esto sugeri que el receptor esta compuesto por
un solo tipo de proteina y que las bandas que se observan quiza eran isoformas que se

obtienen al reducirse.
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Objetivo

Hipdtesis

La endocitosis no dependiente de manosa-6-fosfato en fibroblastos humanos es saturable,
especifica, dependiente de tiempo, temperatura y pH, por lo que debe ser mediada por una proteina
especifica que actué como receptor membranal endocitico.

2. Objetivo general

Determinar la estructura molecular del receptor independiente de Man6P y las secuencias

de aminoéacidos que conforma las sefiales necesarias para su compartimentacion.

Metas
1) Clonary secuenciar el cDNA del receptor independiente de Man6PR.

2) Determinar si el receptor independiente de Man6PR es codificado por un mismo

gen o son isoformas de una misma proteina.

3) Expresar el cDNA, con el fin de probar la funcionalidad del receptor independiente
de Man6P

4) Determinar la secuencia de aminoacidos presentes en las colas citosélicas que

controlan el transporte del receptor independiente de Man6P.
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Justificacion

3. Justificacion

En el laboratorio se ha encontrado un nuevo receptor para la endocitosis no
dependiente de Man6P y su transporte a lisosomas. Este receptor aunque ya se purificd no
se ha identificado. Su identificacion permitird su caracterizacion. Existe la posibilidad de
que sea una proteina con una funcion ya conocida, en este caso tendremos que obtener
evidencias de que es una proteina multifuncional; en caso de que fuese una proteina no
reportada, se clonara su gen para saber su secuencia de aminoacidos como primer paso para

conocer su estructura.
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4. MATERIALES
4.1 Microorganismos
Cepa de Escherichia coli usada para la manipulacion del DNA.

XL1-Blue: endAl gyrA96(nal %) thi-1 recAl relAl lac gInV44F[::Tn10 proAB* lacl
A(lacZ) M15] hsdR17(r’ my", resistente natural a acido nalidixico y tetraciclina.

4.2. Lineas celulares de mamifero

HepG2: linea celular de epitelio de higado humano, obtenida de un joven de 15 afios de

edad con carcinoma hepatocelular.

A431: linea celular epitelial establecida de un carcinoma epidermoide de una mujer de 85

anos.

L929: linea celular fibroblastoide, es una subclona de la linea celular L establecida por W.
R. Earle en 1940. La clona L se establecié a partir de un tejido adiposo y areolar

subcutaneo normal de un ratén macho C3/An de 100 dias de vida.

BGH-1: cultivo primario de células fibroblastoides, obtenidas de una paciente deficiente de

B-glucuronidasa.

4.3. Vectores plasmidicos

4.3.1. Vectores para la manipulacién del DNA

pPGEM-TEasy: Se ha utilizado para clonar ...

fragmentos de DNA obtenidos por PCR "
siguiendo el protocolo del kit de clonacion ‘ |

2|
pGEM™TEasy  facz L. B

sacll | 49
Vectar T | Ecofil| s

{3015bp)

pGEM-TEasy (Promega). El plasmido de 3.0 kb,
contiene un gen de resistencia a ampicilina, esta "T\ /F ~

linearizado y posee un residuo de timina \_/

protuberante en el extremo 5°. De esta forma, se ‘

4ATHARS, A

facilita la insercion de los fragmentos

Figura 7. Mapa del vector pGEM-T Easy.

amplificados por PCR que presentan una adenina Promega

protuberante en 3" (figura 7).
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4.3.2. Vectores para la produccién de proteinas en E. coli

pPQE-31: Se ha utilizado para la expresion

de proteinas fusionadas a una etiqueta de 6

histidinas en el extremo N-terminal, éste

plasmido tiene un sitio maltiple de clonacion

[
o

b
M,
/

en los tres marcos de lectura. El plasmido de

3.4 kb cuenta con un gen de resistencia a

/ ampicilina y un sitio de unién a ribosoma

A

-

/ RBS. Este vector combina el promotor fuerte
del fago T5 con un modulo doble del

Figura 8. Mapa del vector de expresion pQE-31, represor lac el cual promueve y regula los
Qiagen Sciences, Maryland,USA. . . i
altos niveles de expresion de proteinas

recombinantes en E.coli, figura 8.

4.3.3. Vectores para transfeccion en células de mamifero

+) —_ :% T_=>_ —_

pcDNA 3.1(+) : Este vector promueve altos (+) a Eggg%.glgﬁ%%%gaiiig

. ., . . LE= =9 pOOHOLES L QE
niveles de expresion transitoria y estable de L 2LSISxauinmExxosa]

genes en células de mamifero. Es un vector de

5.4 kd. Este contiene los siguientes elementos:

promotor de genes inmediatamente tempranos de

*{ pcDNA3.1 (+/-)

citomegalovirus humano para los altos niveles de
5428/5427 bp

expresion en un amplio rango de células de
mamifero. Sitio multiple de clonacion. Gen de '
resistencia a Neomicina para la seleccion de

lineas celulares estables. Replicacion episomal

en lineas celulares que estan latentemente Figura 9. Mapa del vector pcDNA 3.1 (+)
infectadas con SV40 o que expresan el antigeno  Invitrogen.

T largo de SV40 y un gen de resistencia a

ampicilina (figura 9).
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pIRESNeo03: vector de expresion bicistronico que permite la rapida y eficiente seleccion
de clonas positivas que expresan la proteina de interés. Este incluye un cassette que expresa
ambos el gen de interés y el marcador de seleccion a partir de un solo promotor. Contiene
un sitio interno de entrada a ribosoma que fue obtenido del virus ECMV (virus de la
encefalomiocarditis), el cual permite la traduccién de dos fragmentos de lectura abierta a
partir de un solo RNA mensajero. Despues de la seleccién con G418 (geneticina), todas las
colonias que sobreviven expresaran establemente el gen de interés, esto elimina la
necesidad de sondear un gran ndmero de colonias para encontrar la clona funcional. Este
vector tiene un tamario de 5.2 kb, contiene el promotor principal inmediatamente temprano

de citomegalovirus humano, seguido por el sitio multiple de clonacion (figura 10).

MCS
%S
pIRESneo3
5.2 kb
Smal
(1941) IRES

Figura 10. Mapa y sitio multiple de clonacion del vector de expresion pIRESneo3, Clonthech
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4.4. Anticuerpos

Nombre
Anticuerpos

Generados en el
laboratorio
Rb-1

Rb-646

Rb-421

Cy-422

Rb-5

Rb-164
Rb-301

Comerciales
BO1

N-19
Clona-73

K-14
Anti-Conejo I1gG
conjugado a
peroxidasa (HRP)
Anti-Cabra I1gG
conjugado a
peroxidasa (HRP)
Anti-Ratoén IgG
conjugado a
peroxidasa (HRP)
Alexa Fluor 594
anti -cabra

Alexa Fluor 594
anti-Conejo
Texas Red
anti-Raton

FITC

anti-Guinea Pig
FITC anti-Conejo

FITC anti-Conejo

Tipo

Policlonal
Policlonal
Policlonal
Policlonal
Policlonal
Policlonal

Policlonal

Policlonal
Policlonal
Monoclonal
Policlonal
Secundario
Secundario

Secundario

Secundario
Secundario
Secundario
Secundario
Secundario

Secundario
Monoclonal

Epitopo

Proteina completa RI-Man6P
Proteina completa RI-Man6P
Proteina completa RI-Man6P
Proteina completa RI-Man6P
Ser-Trp-Ser de B-glucuronidasa
bovina

Proteina completa CI-Man6P

Proteina completa B-
glucuronidasa prepucial de rata

Proteina completa AnxA6
humana

Aminoacidos 1-50 de AnxA6
humana

Proteina completa AnxA6
humana

C-terminal de Anx6 humana
IgG de conejo

IgG de Cabra

IgG de Ratén

IgG de Ratén
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4.5. Medios de cultivo

Los medios que se describen a continuacion se utilizaron posterior a su esterilizacion en
autoclave durante un ciclo de 20 min., a 120°C o mediante filtracion a través de filtros de
0.22 pum.

45.1. Cultivo de E. coli

LB (Sambrook y col., 1989), medio empleado para el crecimiento de las cepas
bacterianas con el objeto de purificar plasmidos a pequefia o gran escala. Este medio
contiene bactotriptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l y NaCl g/l. Para el crecimiento de
las bacterias en medio sélido se afiadié agar 15 g/l. Para la seleccion de transformantes de

E. coli se afiadio a los medios ampicilina (100 pg/ml).
4.5.2. Cultivo de lineas celulares de mamifero

a-MEM (GIBCO): suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado, 1mM de
piruvato de sodio, 5 mM de glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de

estreptomicina.

4.6. Soluciones de uso general

PBS 1X: NaCl 0.137 M, KCI 0.0026 M, Na,HPO4 0.008 M, KH,PO, 0.0014M
SSMALBES: NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, BES 25 mM, acido maléico 25 mM, pH 7.0
TBE: Tris-borato 0.045 M (10.8 g/l de Tris-base y 5.5 g/l de &cido borico), EDTA 1mM.

Buffer de muestra DNA 6X: Azul de bromofenol 0.25%, cianol de xileno 0.25%, glicerol
30%

TE: Tris 10 mM, EDTA 1mM, pH 7.5-8.0
4.6.1. Soluciones para PAGE-SDS

Gel separador 8%: 1.26 ml Acrilamida 30%, 1.04 ml Bisacrilamida 1%, 0.938 ml Tris
2M pH 8.8, 0.05 ml SDS 10%, 1.658 ml H,0, 0.010 ml APS 10%, 0.004 ml TEMED,

volumen final 5 ml.
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Gel concentrador 4%: 0.266 ml Acrilamida 30%, 0.220 ml Bisacrilamida 1%, 0.125 ml
Tris 2M pH 6.8, 0.020 ml SDS 10%, 1.346 ml H,O, 0.005 ml APS 10 %, 0.002 mi
TEMED, volumen final 2ml.

Buffer de muestra 2X: SDS 10%, DTT 6 Mercaptoetanol 10 mM, Glicerol 20%, Tris-HCI
0.2 M pH 6.8, Azul de bromofenol 0.05%.

Buffer de corrida 1X (electroféresis de proteinas): Tris-base 25 mM, Glicina 192 mM,
SDS 0.1% pH 8.3.

4.6.2. Tincion Azul de Coomasie

Azul de Coomasie R-250: Coomasie R-250 0.1%, Metanol 50%, Acido acético 7%.
Solucion para desteiiir Azul de Coomasie: Metanol 40%, Acido acético 10%, H,0 50%.
4.6.3. Tincion de Plata

Solucion para fijar: Metanol 40%, TCA 10%, H,O 50%.

Solucion de lavado: Etanol 30%

Solucion de nitrato de plata: Nitrato de plata 0.012 M

Solucion de revelado: Carbonato de Sodio 0.28 M, Paraformaldehido 1.85%
Solucion para parar la reaccion: acido acético 5%

4.6.4. Transferencia a membranas de nitrocelulosa o PVDF

Buffer de transferencia: Tris-base 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 1%, Metanol 20%.

Solucién bloqueadora: SSMALBES, Polivinilpirrolidona 2 %, albumina sérica bovina 1
%, Tween 20 0.1%.

Solucidn stock de 4-cloro-1-naftol: 4-cloro-1-naftol 0.167 M, disolver en etanol 100 %
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4.7. METODOS
4.7.1. Purificacion de g-glucuronidasa de rata, bovina y humana
B-glucuronidasa prepucial de rata

39 glandulas prepuciales de rata fueron homogenizadas para purificar -glucuronidasa
de acuerdo al método descrito por Himeno M. y cols., en 1975. Se purificé a homogeneidad

se utilizo para generar un anticuerpo policlonal denominado Rb-301.
B-glucuronidasa bovina

Se purificd parcialmente la B-glucuronidasa de higado bovino, de acuerdo al método
descrito por Natowicz, M.R. y cols., 1979. La cual se utilizé para ensayos de endocitosis,

“Far Western Blot” e Inmunofluorescencia,
B-glucuronidasa humana

A partir de sobrenadantes de células Hela. Se purifico parcialmente B-glucuronidasa
humana, se partié de 5.72 | de sobrenadante, el cual se concentré en una membrana Amicon
Mx100 de un tamafio de 100 kDa, se concentrd a un volumen final de 800 ml, el cual se
precipitd con sulfato de amonio a una saturacion del 55%, al cual se le afiadié 25 mM de
EDTA, 25 mM de tartrato de sodio, e inhibidor de fosfatasas pH 6.3, se precipitd toda la
noche. Al dia siguiente se centrifugd a 16,000 g por 30 min y se recuper0 el precipitado, el
cual se resuspendio en 200 ml de 25 mM de Tris-HCI 25mM NaH,PO,4, 100mM NaCl pH
6.8, ésta muestra fue dializada con la anterior solucion para eliminar el exceso de sulfato
de amonio se realizaron tres cambios de solucion durante la diélisis. La muestra se
centrifugd a 25,000 g por 20 min y se recuperd el sobrenadante el que se deposité en un
matraz para dejarlo interactuando toda la noche a 4°C con la resina que tiene acoplado el
anticuerpo anti-p-glucuronidasa (Rb-301), transcurrido éste tiempo la resina fue transferida
a una columna 'y se lavo con PBS adicionado con 100mM de NacCl, la proteina se eluy6 con
6M de urea en PBS, las fracciones que forman el pico de actividad se juntaron y
concentraron en un filtro Amicon de 15 ml con una membrana de 30 kDa, éste se lavo con
25 mM Tris, 25mM de NaH,PO,4, 100 mM de NaCl, para eliminar la urea, finalmente se

hicieron alicuotas las cuales se congelaron a -70°C hasta su uso.
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4.8. Generacion de columnas de afinidad
p-glucuronidasa bovina acoplada a Sepharosa 4B

Un gramo de sefarosa 4B activada con bromuro de ciandgeno (Sigma Aldrich), se
hidraté con lavados de agua y una solucion de HCI 1.0 mM. La B-glucuronidasa bovina
comercial de Sigma Aldrich, se equilibré en solucion amortiguadora de bicarbonato de
sodio 0.1M, pH 8.3, NaCl 0.5M, se acoplo a la resina en agitacion constante (rotacion)
durante toda la noche a 4 °C. Transcurrido éste tiempo, se decantd el sobrenadante y a la
resina se le adiciond igual volumen de etanolamina 1M, se agito durante 2 h a temperatura
ambiente, se lavé varias veces con solucién de acetato 0.1M pH 4, NaCl 0.5M y 2 lavados
finales con bicarbonato de sodio 0.1M, pH 8.3, NaCl 0.5M para obtener un pH de 8.3. Se

siguio el mismo procedimiento para preparar la columna del tripetido Ser- Trp*- Ser.

4.9. Purificacion del receptor independiente de Man6P a partir de higado bovino.

La purificacion del receptor a partir de higado bovino se realizé de acuerdo con el
método descrito por Gonzalez-Noriega y cols., (2001) con algunas modificaciones. Higado
bovino (500 g) se homogeneizé con un Polytron (Kinematica CH-6010). En 1.5 | de una
solucién amortiguadora de acetatos 0.007 M, pH 5.0, que contenia 1 mM de EDTA. El
homogenado fue centrifugado a 10,000 X g por 25 minutos, el sobrenadante se descarto.
Con el fin de eliminar proteinas periféricas de membrana, el precipitado se lavd dos veces
en carbonato de sodio 100 mM pH 11.5 a 4°C. La solucion se centrifugé a 25,000 X g 30
minutos a 4°C, el sobrenadante fue descartado y el precipitado se resuspendié en solucion
amortiguadora (solucién A) 20 mM de Tris-HCI pH 7.0, 0.4 M KCI, 2% de Triton X-100,
0.1 mM PMSF. La mezcla después de ser incubada toda la noche a 4°C, se centrifugé a
15,000 X g por 30 min a 4°C. El sobrenadante se recuperd y el precipitado se extrajo por 6
h a 4°C una vez méas con la misma solucién, el precipitado se desechd. Los 2 sobrenadantes
se juntaron, una tercera parte se adsorbid toda la noche a 30 ml de sefarosa a la cual
previamente se acoplo B-glucuronidasa bovina. Tanto la resina como la muestra fueron
equilibradas con 10 mM CaCl,, 10 mM MgCl, y 10 mM MnCl,. Después de incubar toda
la noche a 4°C, la resina fue transferida a una columna y lavada exhaustivamente con
SSMALBES (pH 7.0) 2 % Triton X-100, 0.1 mM PMSF, 1 mM PHMB, 0.1 mM leupetina
(solucion A) conteniendo cationes 10 mM CaCl,, 10 mM MgCl,, 10 mM MnCl,. Después
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de eliminar el material no adsorbido, la resina se equilibré con Triton a 0.05% haciendo
lavados con SSMALBES (pH 7.0) 0.05% Triton X-100, 0.1 mM PMSF, 1 mM PHMB, 0.1
mM leupetina (solucién B) a la cual se le afiadi6: 10 mM CaCl,, 10 mM MgCl,, 10 mM
MnCl,. El material retenido en esta columna de afinidad fue eluido con solucion B
adicionada con 5 mM de EDTA. Las fracciones que contenian la proteina se juntaron y
equilibraron con 10 mM (concentracion final) de CaCl,, MgCl, y MnCl; e incubados toda
la noche a 4°C con la resina sefarosa-111b2 (marcador de reconocimiento). Al dia siguiente
se transfirid la resina a una columna y se lavé con solucion B y se eluy6 con solucion B
adicionada con 5 mM de EDTA, sin cationes. Los picos conteniendo proteina se unieron y
precipitaron con acido tricloroacético/deoxicolato de sodio/acetona (TCA/DOC/Acetona).
El DOC se agregd a una concentracion de 0.02 %. La mezcla se incub6 a temperatura
ambiente por 15 min y enseguida se afiadio TCA a una concentracion final de 10 % después
de una hora de incubacion a temperatura ambiente se centrifugd a 50,000 X g por 10
minutos a 4°C. El sobrenadante fue descartado y el precipitado se lavd (sin resuspender)
con 500 ul de acetona fria, los tubos se centrifugaron 10 minutos a 50,000 X g a 4 °C. El
sobrenadante se elimind, mientras el boton de proteina se seco en una centrifuga de vacio
(SAVANT) por 10 minutos. La proteina se resuspendié en 1 ml Tris-HCI 0.1 M pH 8.0
conteniendo 0.02 % de SDS. La mezcla se dializ6 en un Vivaspin2- 10,000 Mw (Sartorius)
con el mismo buffer hasta que la densidad Optica (280 nm) de la solucién no retenida fuese

igual a la del buffer de didlisis.

4.10. Electroforesis en PAGE-SDS.

La proteina obtenida anteriormente se resolvid en geles desnaturalizantes (PAGE-SDS)
en condiciones reductoras de acuerdo al método descrito por Laemmli (1970). Las muestras
de proteina se disolvieron en solucion amortiguadora de cargado 2X (buffer de cargado 2X)
conteniendo mercaptoetanol o DTT 10 mM vy se hirvieron durante 5 minutos antes de su
aplicacion al gel. Las electroforesis se llevaron a cabo en camaras Mini-Protean 11 de Bio-
Rad, las placas fueron de 1 mm de espesor y los geles contenian acrilamida al 8 %. La
solucion amortiguadora de corrida contenia Tris-base 25 mm, glicina 192 mM y SDS al 0.1
% pH 8.3. Las muestras se corrieron a voltaje constante de 120 volts. Las proteinas se

tiferon con azul de Coomassie R-250, y con PhastGel BlueR, siguiendo las
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recomendaciones del fabricante (Amersham Biosciences). Los geles se destifieron con 40
% MetOH, 10 % acético: 50 % agua. Alternativamente se tifieron con plata (método nitrato

de plata Sambrook y cols., 1989).

4.11. Inmunotransferencia

Las proteinas resueltas en PAGE-SDS fueron electrotransferidas siguiendo dos
protocolos diferentes: las muestras se transfirieron a membranas de Immobilon de 0.45 pm
(Millipore) a 100 mA durante 16 h o a membranas de nitrocelulosa 0.2 um (Biorad) a 200
mA durante 2 h. La solucion amortiguadora para la transferencia esta compuesta por 25
mM de Tris, 192 mM de glicina, 1 % de SDS y 20 % de metanol. Los sitios no especificos
fueron bloqueados por inmersion de las membranas en un amortiguador de bloqueo pH
7.0 que contiene: 10 mM de NaCl, 2.5 mM KCI, 25 mM de BES, 25 mM de acido maléico
(SSMALBES), 2 % de Polivinilpirrolidona, 1 % de Albumina Sérica Bovina, 0.01 % de
Tween 20 durante toda la noche a 4°C: Los transferencias fueron incubados con diferentes
anticuerpos dependiendo del experimento. Después de hacer varios lavados con el
amortiguador SSMALBES las transferencias se incubaron con IgG anti-conejo-peroxidasa,

y se revelaron con 4-cloro-1-naftol 0.167 M.

4.12. Cultivos Celulares

Todas las células, se crecieron en a-MEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino
inactivado, 1 mM de piruvato de sodio, 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de

estreptomicina, y mantenidas a 37 °C en una atmdésfera himeda con 5 % de CO,.

4.13. Extraccion del mRNA

El RNA total fue aislado a partir de cultivos celulares de la linea celular (HepG2). Las
células crecidas en un T75 a un 80 % de confluencia se cosecharon por pipeteo en 7 ml de
Trizol (Gibco/BRL, Life Technology, Heidelberg, Alemania). Posteriormente se realiz6 una
extraccion selectiva del RNA por separacion de fases mediante la adicion de 200 pl de
cloroformo por cada ml de Trizol inicial y centrifugacion a 12000 g durante 15 min., a 4 °C.
El RNA obtenido en la fase acuosa se precipitdé con un volumen de isopropanol igual a la

mitad del Trizol utilizado en el primer paso y se centrifug6é a 12000 g durante 10 min. a 4
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°C. A continuacion tras retirar el isopropanol, el precipitado obtenido se lavé con un
volumen de etanol 70 % igual al de Trizol utilizado en el primer paso y se centrifugé a 7000
g durante 5 min, a 4 °C. Finalmente, después de eliminar el sobrenadante y secar el RNA
para eliminar cualquier resto de etanol, se resuspendié en agua tratada con DEPC (0,1 %
dietilpirocarbonato, Sigma), incubando a 60 °C durante 10 min. Para favorecer la
disolucion del mismo.

La concentracion de RNA fue determinada por absorbancia a 260 nm y la integridad de

las muestras se confirmo por electroforesis en gel de agarosa al 1 %.

4.14. RT-PCR (Transcripcién reversay reaccion en cadena de la polimerasa)
Transcripcién reversa

Se sintetizO cDNA a partir de 5ug de RNA total utilizando la enzima Superscript |1
transcriptasa reversa (GIBCO/BRL) siguiendo las especificaciones del fabricante.
Inicialmente se desnaturalizd por calor una mezcla de 5 ug de RNA total y 0.5 uM del
oligonucleotido oligo-dT a 65 °C durante 5 min, tras lo cual se enfrié rapidamente en hielo.
Este paso evita las posibles estructuras secundarias que puedan aparecer en los RNAs.
Posteriormente a esta reaccion se afiadieron 4 ul de buffer 5X first strand, 2 ul DTT 0.1M
(ditiotreitol), 1ul de inhibidor de RNAsa, la cual se incub6 a 42 ° C por 2 minutos.
Transcurrido este tiempo se agregd 1 ul de la enzima Superscript 11, se incubd la mezcla a
42°C por 50 minutos, para que la retrotranscriptasa sintetizara el cDNA. Finalmente la
enzima se inactivd incubando 15 min a 70 °C. Un control de reaccion sin transcriptasa
reversa fue utilizado para cada una de las muestras de RNA con el fin de verificar que los

productos de PCR no fueran el resultado de contaminacién por DNA gendmico.

4.15. Reaccion en cadena de la polimerasa

La amplificacion del cDNA de la AnxA6 humana fue realizada por PCR usando
oligonucleotidos especificos: oligonucledtido sentido An6HEF
5 GGCAAGCTTATGGCCAAAC CAGCACAGGGT3" oligonucledtido antisentido
An6XER 5" CGCCTCGAGCTAGTCCTCACCA CCACAGAG3 que permiten amplificar
los 2022 pb del gen de AnxA6. A cada oligonucleétido se le agregd un sitio de restriccion

que se explotd en las etapas siguientes, un sitio Hindlll en el oligo sentido y un sitio Xhol
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en el oligo antisentido, este par de oligos sirvieron para clonar el cDNA de AnxA6 al vector
de expresion pcDNA3.1+ para el plasmido pQE-31 se utilizaron los oligos sentido AN6SPF
5 GGCGTCGACATGGCCAAACCAGCACAGGGT3 vy el oligo antisentido An6HPR
5 CGCAAGCTTCTAGCTCTCACCACCACAGAGZ con los sitios de restriccion Sall y
HindlIl respectivamente y para el plasmido pIRESneo3 se clono de acuerdo a Takagi H'y
cols. (2002). La PCR fue realizada usando el siguiente programa: precalentamiento de la
muestra durante 5 minutos a 95°C, seguido de un programa de 30 ciclos, cada ciclo se
desarrolla en 3 etapas: 1) etapa de desnaturalizacion durante 1 minuto a 94°C, 2) etapa de
alineacion de oligonucle6tidos de 1 minuto a 56°C, 3) etapa de elongacién a 72°C por 3
minutos. La amplificacién termina con una incubacion de 10 minutos a 72 °C. Despues de
la etapa de PCR, el fragmento obtenido fue analizado por electroforesis en gel de agarosa al
1 %. En la siguiente tabla se muestran los oligonucleétidos utilizados para clonar, expresar

y secuenciar el cDNA de AnxAG.

4.16. Oligonucledtidos

Clonacidn

An6HEF 5°GGC AAG CTT ATG GCC AAA CCA GCA CAG GGT 37 Hindlll
An6XER 5'CGC CTC GAG CTA GTC CTC ACCACCACA GAG 3’ Xhol
An6SPF 5'GGC GTC GAC ATG GCC AAA CCA GCA CAG GGT 3’ Sall
An6HPR 5°CGC AAG CTT CTA GTC CTC ACCACCACA GAG 3’ Hindlll
A6F 5°GGC GCT AGC TGC GTC CGT CTG CGA CCC GAG 3’ Nhel
A6R 5'CAT GCG GCC GCG CGT TTC CTA AGC TCC ACT GAAG 3’ Notl
Secuenciacion

An6F539 5°ATG TCC AGG ACC TAT ACG AGG 3’ *
An6R631 5°GAT GCT GCT TGC TGC GAT TTC 37 *
An6F1240 5 ‘ATG ACT GAC CTG AAG CTC GAG 3’ *
An6R1332 5°CAA CTG CTT GGC ATC GTA ATG 3’ *

Sitio de restriccion. * Sin sitio de restriccidon

4.17. Clonacion del cDNA de AnxA6

Vectores Plasmidicos
Los vectores de expresion utilizados en éste trabajo se muestran en la tabla reflejandose

su origen y su resistencia. Esta tabla se divide en dos: vectores plasmidicos vacios y

vectores de expresion con el cDNA de AnxA6.
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Plasmidos

pGEM-TEasy Promega Ampicilina

pQE-31 Qiagen Ampicilina

pcDNA 3.1 (+) Invitrogen Neomicina/Ampicilina
pIRESheo3 Clontech Neomicina/Ampicilina
PGEM+A6-1 Este trabajo Ampicilina
pGEM+AG6-2 Este trabajo Ampicilina
pGEM+AG6-3 Este trabajo Ampicilina

pQE+A6 Este trabajo Ampicilina
pcDNA+AB Este trabajo Neomicina/Ampicilina
PIRES+AG Este trabajo Neomicina/Ampicilina

A6: DNA complementario de Anexina 6 humana
4.18. Clonacion del cDNA de AnxA6 en el plasmido pGEM-TEasy

Al final de la etapa de elongacion a los fragmentos de la PCR se les agrega en el
extremo 3" un nucledtido adenosina monofosfato por la Taqg DNA polimerasa, de éste
hecho resultan dos extremidades protuberantes de A (adenina) a cada extremo del producto
de PCR, que son posteriormente explotados para la clonacién de los fragmentos de PCR en
el plasmido pGEM-T easy el cual esta linearizado y posee una timina en cada extremidad
5" permitiendo la clonacion de cualquier producto de PCR en éste caso de AnxA6, en
presencia de T4 DNA ligasa. Con el fin de identificar las clonas positivas después de la
ligacion se realizo una digestion enzimatica con las enzimas Sall y Hindlll la que nos
permitio extraer un fragmento de 2022pb correspondiente al cDNA de AnxA6 de la misma
forma se clono el PCR de AnxA6 que proviene de los oligonucledtidos An6HEF y
An6XER con los sitios de restriccién Hind 111 'y Xho | respectivamente.

4.19. Clonacion del cDNA de AnxAG6 en el plasmido de expresion pQE-31

El plasmido pQE-31 contiene una etiqueta de histidinas que se agrega en el N-terminal
del producto del gen que se clone en el sitio multiple de clonacion de éste vector, la cual
nos permite purificar las proteinas mediante cromatografia de afinidad. 100 nanogramos de

plasmido pQE-31 y 300 nanogramos de plasmido pGEM+An6-1 fueron digeridos con las
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enzimas Sal Iy Hind Il durante 1 hora a 37°C con el fin de subclonar el cDNA de AnxA6
al vector de expresion pQE-31. EI corte se verifico en un gel de agarosa al 1%,
posteriormente se purificaron tanto el vector como el inserto siguiendo el protocolo
propuesto en el kit Gel Extraction Quiagen. Una vez purificados los DNAs, se realizo la
ligacion de los fragmentos utilizando 50 ng de vector y 200 ng de inserto en presencia de
T4 DNA ligasa. La busqueda de las clonas positivas fue realizada de la misma manera que
la de pGEM+An6-1 arriba mencionado. Se transformaron células de E.coli XL1Blue con
el vector pQE+An6 con el fin de mantener el plasmido y expresar la proteina. Por otra parte
se envio a secuenciar el plasmido pQE+An6 para verificar la integridad del cDNA asi como

la orientacion correcta del mismo para su buena expresion.

4.20. Expresiony purificacion de la proteina recombinante AnxA6 humana

La cepa competente E. coli XL1Blue, que permite la traduccion de proteinas
recombinantes, fue transformada con el plasmido pQE+An6. De esta cepa se hizo un
precultivo incubandolo toda la noche a 37°C en medio LB (Luria Bertani adicionado con
100 pg/ml de ampicilina). Al dia siguiente una alicuota (2.5 ml) de éste precultivo se
inoculé a 50 ml de medio LB conteniendo ampicilina, se crecid con agitacion constante de
150 rpm y temperatura ambiente hasta alcanzar una D.O. de 0.6. En éste momento se
indujo la sintesis de anexina con IPTG 0.7 mM vy el cultivo se continué toda la noche a
temperatura ambiente con agitacién constante. Al dia siguiente se centrifugo el cultivo
4,000 X g a 4° C, se recuper0 el paquete bacteriano y las células se lisaron en 5 ml de una
solucién amortiguadora, que contiene 50 mM NaH,PO,;, 300 mM NaCl, 10 mM de
imidazol, 1 mg/ml lisozima, 0.1mM PMSF, 10 uM/ml leupeptina. La mezcla se incub6 30
minutos a 4°C y se sonicO 3 veces con pulsos de 10 segundos a 60 Hertz y 2 veces a 80
Hertz por 10 segundos, enseguida se centrifugd a 12,000 X g por 20 minutos a 4°C, se
recuperd el sobrenadante mientras que el precipitado se resuspendié en otros 5 ml de la
misma solucién, repitiendo el mismo procedimiento con el fin extraer mas proteina de
células que no se hubieran roto anteriormente. Se juntaron los dos sobrenadantes obtenidos
se adsorbid a 1 ml de Ni-NTA (niquel-acido nitriloacético inmovilizado sobre una resina de
agarosa) la cual previamente fue equilibrada con 50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 20 mM

de Imidazol. Después de 2 horas a 4°C en agitacion circular, la resina se transfirié a una
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columna, la cual se lavo con 50 mM NaH; PO, 300 mM NaCl, 20 mM de Imidazol,
0.1mM PMSF hasta tener una D.O. de cero. Para poder eluir la proteina, la solucion
amortiguadora que se utiliza debe tener un exceso de imidazol (que es una molécula con
una estructura muy similar a la histidina, que por competencia va a liberar la proteina
fijada a la resina de Ni-NTA gracias a la etiqueta de histidinas presente en la proteina) por
lo tanto se eluyé con 50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 250 mM de Imidazol, 0.1mM
PMSF, 10uM/ml leupeptina. La proteina recuperada fue concentrada usando un filtro
Amicon Ultra 4 siguiendo las recomendaciones del fabricante, finalmente se corrié un gel
PAGE-SDS al 8 %y se tifid con Coomasie PhastGel Blue R y se observa que la proteina se

purifico un 90 %.

4.21. Unidn de B-glucuronidasa bovina a AnxA6 recombinante

La AnxA6 recombinante fue incubada a temperatura ambiente por 2 horas (sin hervir)
en solucion de cargado conteniendo B-mercaptoetanol. Las muestras se resolvieron en
PAGE-SDS al 8 %, se transfirieron a una membrana de Inmobilion durante toda la noche a
temperatura ambiente, 100 mA constante. La membrana se bloque6 toda la noche con
SSMALBES, 2 % PVP, 1 % albumina, 0.1 % Tween 20 a 4° C. Al dia siguiente se retir0
esta solucién y se cortaron los carriles. Uno de los carriles fue incubado con 10,000 U/ml
de pB-glucuronidasa bovina en SSMALBES, 2 % PVP, 1 % albumina, 10 mM CaCl,, 10
mM MgCl,, 10 mM MnCl,, 0.1 % Tween 20, durante 2 horas a temperatura ambiente. El
segundo carril fue incubado con la misma cantidad de B-glucuronidasa bovina sin cationes
y adicionado con 5 mM de EDTA (para demostrar que la union es dependiente de cationes).
El tercer carril fue incubado con 2,000 U/ml de B-glucuronidasa humana SSMALBES, 2 %
PVP, 1 % albumina, 10 mM CaCl,, 10 mM MgCl;, 10 mM MnCl,, 0.1 % Tween 20,
durante 2 horas a temperatura ambiente. El cuarto carril es un control negativo aqui solo se
incubara con el anticuerpo anti- B-glucuronidasa (es un anticuerpo generado en conejo a
partir de B-glucuronidasa prepucial de rata). Después de incubar las membranas con las
diferentes B-glucuronidasas se lavaron éstas para eliminar el exceso de enzima, fueron 3
lavados a temperatura ambiente con SSMALBES, 2 %PVP con o sin cationes dependiendo
el caso. Al terminar éste paso se incubaron las membranas con un anticuerpo primario en

contra de B-glucuronidasa, (anticuerpo 301) se utiliz6 una dilucién 1:500 en SSMALBES,
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2 % PVP, 1 % albumina, 0.1 % Tween 20 y dependiendo del carril se agregaron cationes o
EDTA vy se incubaron por 1 hora 30 minutos a temperatura ambiente, enseguida se lavaron
las membranas de la misma forma como se realizd el primer lavado. El siguiente paso
consistié en incubar las membranas con el anticuerpo secundario que es un cabra anti
conejo conjugado a peroxidasa a una dilucién de 1:2000 se incub6 por 1 hora 30 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente se lavaron las membranas extensivamente para eliminar

el exceso de anticuerpo secundario y se revelaron las membranas con 4-cloro-1-naphtol.

4.22. Clonacion del cDNA de AnxA6 en el plasmido de expresion pcDNA 3.1 + para
células eucariotas.

El plasmido pcDNA 3.1 + esté disefiado para transfectar genes tanto transitoriamente
como establemente en un hospedero mamifero. El vector contiene un promotor de
citomegalovirus humano (CMV) para un alto nivel de expresion en una gran variedad de
células de mamifero, un sitio multiple de clonacion para facilitar la clonacién y un gen de

resistencia a Geneticina para la seleccién de lineas celulares estables.

La subclonacion del cDNA de AnxA6 a éste vector se realizd de la siguiente manera. El
cDNA de AnxA6 se obtuvo del plasmido pGEM+An6-2 cortando con las enzimas Hindlll
y Xhol al igual que el vector pcDNA 3.1 +. Despues de la subclonacion y ligacion de ambos
fragmentos se verificd la construccion tanto por restriccion enzimatica asi como por
secuenciacion del plasmido, para verificar la integridad y la correcta orientacion del gen de
AnxAG6 en el vector pcDNA+ANXAG.

3.23. Transfecciones Estables de AnxA6 a células A431 por el método de SuperFect

Se generaron transfectantes estables de AnxA6 en células A431 por el método de
Superfect (Qiagen Sciences, Maryland, USA) siguiendo las recomendaciones del
fabricante.

Se realiz6 una curva de sensibilidad a Geneticina (G418) en células A431, se probaron
diferentes concentraciones de antibiotico desde 0 a 800 pg/ml. Se encontré que la
concentracion de 400 ug/ml mata a las células en 1 semana, por lo cual esta concentracion
se utiliz6 para generar las transfectantes estables.

La calidad del DNA plasmidico es esencial para una mejor eficiencia y reproducibilidad.

Por otra parte para generar una transfeccion estable eficiente es necesario introducir el
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plasmido en forma lineal para lo cual se linearizd, dicho corte debe estar lejos tanto del gen
de interés asi como del origen de replicacion, por lo que se recomienda que el corte se
realice en el gen que codifica para la resistencia a ampicilina. Basandonos en lo anterior el
plasmido pcDNA+ANG se cortd en el sitio Scal que se encuentra en la region que codifica
para la resistencia a ampicilina, se cortaron 120 ug de DNA con esta enzima por 5 horas, el
corte se verificd en un gel de agarosa al 0.6 %, ya digerido el DNA se lavo y precipitd con
fenol cloroformo alcohol isoamilico (25:24:1) un lavado mas con cloroformo, para
recuperar el sobrenadante (que es donde se encuentra el DNA) se centrifug6 a 13,000 rpm,
a temperatura ambiente, éste se precipité con 5 M de NaCl y 1 ml de etanol 100 % se dejo 1
h a 4°C, transcurrido éste tiempo se centrifugd a 13,000 X g por 12 min a 4°C, se recuperé
el precipitado el que se lavo con etanol al 80 % se centrifugd a la misma velocidad por 8
min se decantd el sobrenadante y se resuspendié en 24 ul de agua Gibco para finalmente
cuantificarlo a 280 nm.

Un dia antes de la transfeccién se sembraron 0.5 X 10° células A431 en placas de 60
mm. El dia de la transfeccion, se diluyeron 10 ug de DNA en 13.5 ml de medio de cultivo
libre de suero ni antibioticos, se mezclo e incubo por algunos segundos, se agregaron 10 pl
de SuperFect a la solucion de DNA se mezcld y agitd en vortex por 10 segundos se incub6
la muestra por 10 min a 25°C para que se formara el complejo de transfeccion. Mientras se
formo el complejo se aspird el medio de cultivo de las células y se lavaron con 4 ml de
medio libre de suero y antibioticos. Al complejo de transfeccidon ya formado se le adicion6
1 ml de medio de cultivo, se mezclé y se depositd inmediatamente a los platos. Se
incubaron las células con el complejo de transfeccion 3 h a 37°C con 5 % de CO..
Transcurrido el tiempo se lavaron las células con medio de cultivo MEM sin antibidticos ni
suero, se incubaron por 48 h en medio de cultivo completo, después de éste tiempo se
cambio el medio de cultivo a un medio adicionado con 400 ug/ml de geneticina, se puso
como control células A431 sin transfectar la cual después de 48 h también se cultivo con la
misma cantidad de antibiotico que las células transfectadas con el fin de monitorear la

transfeccion, ademas se transfectaron células con el vector vacio como control.
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4.24. Transfecciones Estables de AnxA6 a células A431 por el método FUGENE 6

Las células se siembran el dia anterior en frascos T-75 con el objetivo que presenten una
confluencia del 50-60 % en el momento de la transfeccion. Las células se lavaron 2 veces
con medio sin suero y sin antibidticos. Mientras se prepara el complejo de transfeccion que
consiste en una relacion 1:2.5 (p/v), entre el DNA de interés y Fugene 6 (Roche), siguiendo
las recomendaciones del fabricante. EI complejo de transfeccion debe incubarse entre 15y
45 min, para posteriormente afiadirsele a las células que se incuban durante 48 h. Después
de éste tiempo se cambid el medio de cultivo a un medio adicionado con 400 pg/ml de
geneticina, la busqueda de transfectantes estables durd entre 1 y 2 meses después de la

transfeccion.

4.25. Ensayos de endocitosis de p-glucuronidasa bovina a células A431 transfectadas
establemente con AnxAG.

Una vez que los cultivos llegan a confluencia se incubaron en MEM-BES, pH 6.8
conteniendo 1 mg/l de albumina bovina y 5,000 U/ml de B-glucuronidasa, la cantidad de
ésta disminuyé o aumentd dependiendo del experimento. Después de dos horas de
incubacion a 37°C las placa se pusieron sobre una capa de hielo y las placas se lavaron 6
veces con PBS frio. Las células se lisaron con 500 pl de deoxicolato de sodio 0.25 %
durante 30 minutos a 4°C. En el lisado celular se cuantifico la cantidad de B-glucuronidasa
bovina asociada a las células asi como la proteina celular. La velocidad de internalizacién
se expreso, como la cantidad de enzima asociada a las células por unidad de tiempo
(unidades de B-glucuronidasa/mg de proteina celular/hora de internalizacién). La proteina

total fue cuantificada por el método de Lowry.

4.26. Ensayo de actividad de pB-glucuronidasa

La actividad enzimética de la B-glucuronidasa se determind usando como sustrato 4-
metilumbeliferil-B-D-glucoronato 10 mM en 0.1 M de acetato de sodio, pH 4.8. El ensayo
fue realizado con 100 pl de sustrato 25 pl de enzima, en presencia de 0.25% de deoxicolato
de sodio. La reaccion fue parada con 1.9 ml de 0.3 M de glicina, 0.2 M de carbonato a pH
10.5. La fluorescencia se midi6 en un espectrofotometro Aminco-Bowman a una emision

de 448 y una excitacion de 360 nm.
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4.27. Inmunofluorescencia

Las células se crecieron en cubre objetos circulares y fueron incubadas en presencia o
ausencia de 10,000 U/ml de B-glucuronidasa bovina y 1mM de Man6P en MEM-BES (pH
6.8-7.0). Despues de 2 h de incubacion a 4°C ¢ a 37°C, las células fueron lavadas con 100
mM de NaCl/10 mM CaCl,/25 mM BES/ 25 mM Maleato pH 6.8 y fueron fijadas por 15
min con 2 % de paraformaldehido. La incubacion con los anticuerpos se realizé en
presencia o ausencia de 0.1 % de saponina. En el primer paso, las células fueron incubadas
con clona-73 y Rb301. En el segundo paso, las células fueron lavadas e incubadas con
Texas red-caballo 1gG anti-raton (Vector Labs, Burlingame, CA, USA) y FITC-burro anti-
conejo (Jackson ImmunoResearch Labs INC., West Grove, PA, USA). Los cubre objetos
fueron montados en Mowiol (Calbiochem, San Diego, CA, USA), y las laminillas fueron
examinadas usando un microscopio Olympus BX51 (Tokio, Japan) equipado para
epifluorescencia con un objetivo UPlanAPO 100x.
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5. Resultados.

La endocitosis de la B-glucuronidasa bovina a fibroblastos humanos es mediada por
dos receptores diferentes, el IGF-II/Man6PR y un RI-Man6P. Este ultimo receptor,
reconoce la secuencia Ser-Trp*-Ser en la B-glucuronidasa bovina (Gonzalez-Noriega, A., y
cols 1989; Gonzalez-Noriega, A., y cols. 2001). Este receptor ya ha sido purificado y se han
obtenido anticuerpos, los cuales son capaces de bloquear especificamente la endocitosis de
B-glucuronidasa bovina en fibroblastos humanos, confirmando con ello que la proteina
purificada corresponde al receptor propuesto. Estos anticuerpos permiten detectar el receptor
en varios tejidos de varias especies de mamiferos, sugiriendo que el receptor es una proteina
conservada (Gonzalez-Noriega, A., y Michalak, C., 2001).

El objetivo de este trabajo fue clonar y expresar el cDNA que codifica para el RI-
Man6P, como herramienta para identificar al receptor; inicialmente, se hizo una
inmunodeteccion de proteinas expresadas a partir de una libreria de cDNA de higado
humano en el vector Lambda ZAP, (picoBlue Immunoscreening Kit Stratagene) con
anticuerpos policlonales generados en el laboratorio en contra del receptor.

5.1. Inmunodeteccion

Para la clonacién del cDNA que codifica para el RI-Man6P, se utilizd una libreria
de cDNA de higado humano, expresable Lambda ZAP, la cual expresa fragmentos de
proteinas capaces de ser reconocidos por un anticuerpo especifico en este caso en contra del
receptor (Ab policlonal 421 dirigido en contra del RI-Man6P, generado en el laboratorio).
Para corroborar que las clonas positivas con el Rb-421 contuvieran informacion relacionada
al RI-Man6P fueron inmunodetectadas con otros dos antisueros diferentes en contra del
mismo receptor (Rb-1, y Rb-646). La membrana de nitrocelulosa se dividio en cuatro partes
(figura 11) cada una de ellas se incubd con uno de los diferentes anticuerpos y como control
se utilizo solo el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa, o bien un suero preinmune
Rb-421 (figura 11d). Se expresaron 5 millones de placas liticas obteniéndose 32 clonas
positivas de las cuales 65 % de las clonas correspondieron a rRNA 18S mientras que el 35
% restante correspondio a diferentes proteinas enumeradas en la tabla 6. Se considerd que
ninguna de las proteinas halladas correspondieron al RI-Man6P, ya que las proteinas
encontradas: a) son solubles o exclusivas de ndcleo, b) ninguna de ellas relacionada a una

proteina membranal, ¢) ninguna de ellas tiene un peso similar al del receptor d) y ninguna
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de ellas se expres6 mas de una vez. Es dificil saber con certeza porque los tres diferentes
anticuerpos contra el receptor no fueron capaces de detectar la presencia de esta proteina en
la biblioteca de cDNA. Es posible que la baja tasa de expresion del receptor, la alta
hidrofobicidad del mismo, el tamafio de los péptidos o su conformacién, aunado a la

presencia de colonias falso-positivas hayan impedido el reconocimiento de esta proteina.

a) Rb-421 b) Rb-421
Ab Ab .
secundario secundario
RD-646 Rb-1 Rb-1 Rb-646
c) d)
Suero
Preinmune Rb-421

Figura 11. Inmunodeteccion de proteinas expresadas en un vector Lambda ZAP. Las placas liticas de lambda
previamente crecidas en células de E. coli XL-Blue fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa y
tamizadas con el anticuerpo Rb-421 y un anticuerpo secundario conjugado a fosfatasa alcalina. a) y b) Clona
identificada con el Rb-421 capaz de ser reconocida por los anticuerpos Rb1 y Rb-646 anticuerpos generados
en contra del mismo receptor. c) Clona purificada reconocida por el Rb- 421. d) Clona detectada por el Rb-
421, la otra mitad de la membrana incubada con el suero preinmune se observa que no hay reconocimiento.

Tabla 6. Reporte de las proteinas halladas por inmunodeteccién utilizando la libreria de
cDNA Lambda ZAP.

1. Subunidad alfa fibrinogeno 6. Enoil CoA hidratasa

2. Apolipoproteina A-I 7. Inhibidor de serin proteasas
3. Aldehido Oxidasa 1 8. Transportador de Zinc

4. Proteina F-Box 9. Precursor de Albumina

5. Heat Shock 70 kDa 10. Insulin like growth factor

Este enfoque no permitio detectar clonas conteniendo el receptor independiente de

IGF-1I/Man6PR. Por esta razdn, de manera alterna, el receptor purificado fue identificado

79



Resultados

por espectrometria de masas. Se clondé el gen correspondiente a la proteina identificada y se

expresd para confirmar su funcion.

5.2. Purificacion del receptor independiente de IGF-11/Man6PR a partir de higado
bovino a través de columnas de afinidad.

Para purificar el receptor se utilizaron dos columnas de afinidad, una que contiene la
B-glucuronidasa bovina, la otra el marcador de reconocimiento Ser-Trp*-Ser. A la primera
columna se espera se adsorba el receptor independiente de IGF-1I/Man6PR y otros
receptores que reconocen residuos de manosa, manosa 6-fosfato, galactosa, etc; cuya union
requiere de cationes divalentes, a la segunda columna se espera solo se adsorba el receptor
de interés (Gonzalez-Noriega, A., y Michalak, C. 2001).

El receptor fue purificado a partir de membranas de higado bovino. Las membranas
fueron lavadas con carbonato de sodio a fin de eliminar proteinas periféricas de membrana.
Seguidamente la proteina membranal fue extraida con niveles elevados de Triton X-100 y
adsorbida a la columna de afinidad B-glucuronidasa bovina Sefarosa en presencia de
cationes divalentes. La columna se lavd con este misma solucion amortiguadora hasta que
se elimind la proteina adsorbida inespecificamente, seguidamente se lavé con 0.05% de
Triton X-100 a fin de disminuir la concentracion de este detergente y poder cuantificar por
densidad Optica la proteina que se eluy6. Al no poder generar cantidades suficientes del
marcador de reconocimiento para eluir especificamente el receptor, se opté por eluirlo de
forma no especifica, esto es con EDTA a fin de quelar los sitios de union receptor-ligando
(Figura 12 A). Las fracciones 35-42 se juntaron, se les afiadieron la mezcla de cationes
divalentes, y se adsorbieron a la segunda columna de afinidad (Sepharosa Ser-Trp*-Ser).
Para eliminar proteinas no adsorbidas a esta segunda resina se lavd con Triton 0.05% en
solucion B hasta obtener densidades Opticas igual a cero. La proteina unida a la resina se
eluyé con EDTA 5 mM en solucion B sin cationes (Figura 12 B). Con la finalidad de
obtener mayor cantidad de proteina se realizaron cuatro rondas de adsorcion a cada una de
las columnas de afinidad utilizando un nuevo extracto membranal en cada adsorcion.

El receptor previamente purificado con este protocolo al resolverse en PAGE-SDS
mostraba estar formado por dos péptidos de 78 y 76 kDa que tefiian escasamente con

Coomasie. En este trabajo la proteina purificada fue concentrada por el método descrito por
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Ozols (Nobrega, F.G., y Ozols, J. 1971) que incluye precipitacion de la proteina con 10 %
TCA, 0.02 % deoxicolato de sodio, seguido por dialisis en presencia de SDS. El material
preicipitado, se dializd extensivamente en contra de Tris-HCI 16 mM pH 8.0 adicionado con
SDS al 0.2 % en un filtro Vivaspin2 (10,000 MWCO).

Para verificar la pureza del receptor se realiz6 una electroforesis en gel de
poliacrilamida SDS al 8% en presencia de mercaptoetanol. Como se observa en la Figura 13
la proteina purificada esta compuesta por tres proteinas con un peso molecular aparente de
68, 64 y 56 kDa. Estos pesos moleculares fueron calculados usando como estandar el

marcador de peso molecular Dual color (Biorad).

Figura 12. A): Se muestra el perfil de elucidn de la proteina unida a la columna de B-glucuronidasa bovina,
extraida a partir de higado bovino. B): perfil de elucién de la segunda columna de afinidad para purificar el
receptor independiente de Man6P (sepharosa 4B Ser-Trp*-Ser) se grafic en el eje de las abscisas el nimero
de fracciones y en el eje de las ordenadas la densidad 6ptica a 280 nanémetros.

Previamente se ha reportado que el peso molecular del receptor varia dependiendo
del método utilizado para eliminar el Triton X-100, detergente con el que se solubilizan las
membranas durante el proceso de purificacion del receptor (Gonzalez-Noriega, A., y cols.
2005). Al dializar extensivamente la proteina con SDS en el filtro Vivaspin2 (10,000
MWCO) posiblemente se eliminaron sales, detergentes y lipidos que modificaban el peso
molecular asi como impedian la tincion del receptor con azul de Coomassie, lo cual ha
ayudado a identificar el peso molecular real de las proteinas halladas en la purificacion.

Por otra parte y como se mencioné en los antecedentes, el receptor purificado en el
2001 (Gonzélez-Noriega, A., y Michalk, C. 2001) se resuelve en solo 2 bandas de proteina
debido a que posiblemente estan contaminadas con otras moléculas como son detergentes,
sales y glicolipidos que interactian con el receptor, impiden la visualizacion de las tres

bandas complicando el célculo real del peso molecular asi como la tincion de la proteina, no
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importando la sensibilidad de la técnica, donde la banda de 68 kDa es la méas afectada por
este tipo de moléculas debido a que no era visible anteriormente.

Con el fin de comprobar que las tres bandas en que se resuelven los geles
corresponden al receptor se utilizaron dos enfoques diferentes: uno es comprobar la
capacidad que tiene el receptor de reconocer a su ligando (B-glucuronidasa bovina) y el otro

el reconocimiento por anticuerpos especificos.

68
56

Figura 13. Electroforesis PAGE-SDS al 8% del receptor purificado a partir de higado bovino tefiido con
Coomassie Phast Blue R marcador de peso molecular Dual color (Biorad).

5.3. ldentificacion del receptor independiente de IGF-1I/Man6PR por
inmunotransferencia (Western blot)

En el laboratorio se han generado 3 anticuerpos policlonales de conejo en contra del
receptor independiente de IGF-11/Man6PR, denominados Rbl, Rb421 y Rb646. Estos
anticuerpos se obtuvieron inyectando a conejos muestras obtenidas de diferentes
purificaciones del receptor y siguiendo 3 protocolos de inmunizacion diferentes (Gonzalez-
Noriega, A., y Michalk, C. 2001, Gonzélez-Noriega, A., y cols. 2005; Gonzéalez-Noriega,
A.,y cols. 2006). La muestra purificada se desnaturalizd en presencia de 2-mercaptoetanol
y se resolvié en PAGE-SDS al 8 %; seguidamente se electrotransfiri6 a membranas de
nitrocelulosa, las cuales se incubaron con los anticuerpos Rbl ¢ Rb421, y con un
anticuerpo secundario de cabra anti-conejo acoplado a peroxidasa, por ultimo se reveld con
4-cloro-naftol. Como se muestra en la Figura 14 los antisueros Rb1 y Rb421 reconocen a
las 3 proteinas purificadas cuyo peso molecular es de 68, 64 y 56 kDa. Es importante
mencionar que la banda de 68 kDa es reconocida por estos anticuerpos con una menor
afinidad con respecto a las bandas de 64 y 56 kDa, no obstante la mayor concentracion de

la proteina de 68 kDa.
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Dado que las tres bandas de proteina son reconocidas por los anticuerpos con
mayor o menor afinidad, fue importante analizar si las tres proteinas son capaces de unir
especificamente B-glucuronidasa bovina, para esto se realizaron ensayos de Far Western
Blot.

S0 -

Figura 14. Identificacion del RI-Man6P por inmunotransferencia. Receptor purificado a partir de higado
bovino transferido a membranas PVDF, tefiido con Coomassie y detectado con anticuerpos Rbl y Rb 421.
Marcador de peso molecular Dual color Biorad.

5.4. Ensayo de unién de la g-glucuronidasa bovina al receptor purificado a partir de
higado bovino (Far Western blot).
Este ensayo nos permiti0 comprobar in vitro que la B-glucuronidasa bovina

interactla directamente con las 3 proteinas purificadas a través de las columnas de
afinidad. EIl receptor se desnaturaliz6 suavemente por 2 horas a temperatura ambiente (sin
hervir la muestra) en presencia de la solucion amortiguadora de cargado conteniendo 2-
mercaptoetanol. Las muestras después de resolverse en PAGE-SDS al 8% vy
electrotransferirse a membranas de nitrocelulosa, se incubaron con 10,000 U/ml de j-
glucuronidasa bovina en presencia o ausencia de cationes divalentes, y seguidamente con
un anticuerpo anti-p-glucuronidasa (Rb 301), finalmente se incubaron las membranas con
un anticuerpo secundario de cabra anti-conejo acoplado a peroxidasa y reveladas con 4-
cloro-naftol. Como se muestra en la figura 15 las tres bandas interactdan con f-
glucuronidasa bovina en presencia de cationes mientras que en presencia de EDTA la
interaccion no se realiza, de esta manera corroboramos que la interaccion del receptor con
B-glucuronidasa bovina es dependiente de cationes divalentes (Gonzalez-Noriega, A., y
Michalk, C. 2001). Por otro lado se utilizé B-glucuronidasa humana, como control negativo,
asi como el anticuerpo en contra de B-glucuronidasa para verificar la especificidad del
ensayo. Como se observa en la figura 4 la interaccion que existe entre la B-glucuronidasa

bovina y la proteina 68 kDa es menos intensa con respecto a las otras dos proteinas 64/56
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kDa no obstante la cantidad de proteina, lo que sugiere hay una afinidad diferencial de la -
glucuronidasa bovina por cada una de las bandas.

Por lo que fue importante analizar cada una de las bandas por ensayos de LC/ESI-
MS/MS y determinar si se trata de una misma proteina o son proteinas diferentes, para lo
cual se cortaron cada una de estas bandas y se enviaron a analizar al laboratorio de
proteomica de la facultad de medicina de la UNAM con el Dr. Guillermo Mendoza, quien
analizo6 cada una de las proteinas por LC/ESI-MS/MS.

kDa a b c d [3
100 - -
75 -
- -
- -
50 -
37 -
P-glucuronidasa bovina - + - - +
p-glucuronidase humana = = + - -
Cationes Divalentes - - + + +
EDTA - + - - -
Rb301 - + + + +
Coomassie + - - - -

Figura 15. Interaccion del RI-Man6P y B-glucuronidasa bovina (Far Western blot). Receptor purificado a
partir de higado bovino corrido en un PAGE-SDS vy transferido a membranas de nitrocelulosa. a) Receptor
teflido con Coomassie, b) receptor incubado con pB-glucuronidasa bovina en presencia de EDTA detectado
con un anticuerpo anti B-glucuronidasa, ¢) receptor incubado con B-glucuronidasa humana en presencia de
cationes detectada con un anti B-glucuronidasa d) receptor incubado con el anticuerpo anti B-glucuronidasa en
presencia de cationes e) receptor incubado con B-glucuronidasa bovina en presencia de cationes detectada con
anti B-glucuronidasa bovina, marcador Dual color de Biorad.

5.5. Analisis por LC/ESI-MS/MS del receptor purificado a partir de higado bovino

Para realizar el analisis las proteinas purificadas previamente fueron corridas en un
gel PAGE-SDS al 8 %, éste se tifid con Azul de Coomassie, se cortaron cada una de las
bandas. Las proteinas se digirieron con tripsina para finalmente ser analizadas por LC/ESI-
MS/MS. Esta técnica nos permitié identificar la secuencia primaria de cada uno de los
péptidos obtenidos después de la digestion con tripsina. La secuencia de cada uno de los
péptidos obtenidos se buscd es en las bases de datos, en este caso se utilizé la de Bos taurus
con nimero de acceso gi/124426044. En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos.

De la proteina de 68 kDa se pudieron analizar 23 péptidos los cuales cubren el 62
%, de la proteina, de la banda de 64 kDa se analizaron 18 péptidos que cubren el 42 %,

mientras que la proteina de 56 kDa se analizaron 12 péptidos que cubren el 22 % de la
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misma. Se encontrd que las tres proteinas purificadas corresponden a AnxA6 con altos
valores de score (tabla 7).

Los reportes de secuencia mostraron que el péptido (ALLAICGGED), localizado en
el carboxilo terminal de AnxA6, estd presente en los tres péptidos analizados, lo que
indica que el extremo C-terminal de la AnxA6 no sufrié cortes proteoliticos en este
extremo, que expliquen la diferencia en el peso molecular de las proteinas. Por otra parte,
para verificar cortes proteoliticos en el N-terminal de las tres proteinas, se analizd el
extremo N-terminal de cada una de estas proteinas, por medio del método de degradacion
de Edman. Debido a que el extremo N-terminal de cada péptido, estaba blogueado, se
obtuvieron secuencias internas de cada uno de las péptidos digeridas con tripsina, el péptido
mas préximo al extremo N-terminal inicia en el residuo 16 en el caso de la proteina de 68
kDa (DFPDFNPSQDAETLYNAMKGF) y en el residuo 41 de las proteinas 64/56 kDa
(EAILELITSR) de AnxA®6. Esto sugeriria un corte en el N-terminal de la proteina de 68
kDa lo cual debe ser analizado posteriormente; sin embargo, el hallazgo del mismo péptido
en las proteinas 64/56 kDa sugiere que las diferencia en su peso molecular aparente pueden
ser debidas a cambios conformacionales los que pudieran estar ocurriendo en estas
isoformas de AnxAG6.

En su conjunto estos resultados proponen que los 3 péptidos que se obtienen al purificar
al receptor son productos de un mismo gen. Al presente no podemos determinar si los tres
péptidos son isoformas de AnxA6 o bien modificaciones debidas al protocolo de
purificacion utilizado.

Dadas las implicaciones que tienen nuestro hallazgo fue importante analizar a través
de herramientas bioinformaticas a la AnxA6 con el fin de hallar pistas que nos permitan

determinar como una proteina citosolica puede funcionar como un receptor endocitico.

5.6. Analisis bioinformatico de AnxA6

En la actualidad multiples herramientas bioinformaticas permiten predecir las
caracteristicas o propiedades de las proteinas a partir de su secuencia primaria de
aminoacidos. Por ejemplo, es factible identificar y caracterizar proteinas en términos de sus

posibles modificaciones postraduccionales, realizar clasificaciones de acuerdo con la
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topologia, o existen programas que permiten predecir la localizacion subcelular de una

proteina, la estructura secundaria y terciaria, entre otros.
5.7. Alineamientos de AnxA6 humana y bovina.

Se realizaron alineamientos tipo BLAST P y BLAST N para identificar la
homologia entre la AnxA6 humana y bovina utilizando el programa de alineamiento de dos
secuencias encontrandose una identidad del 94 % a nivel de aminoacidos (ver figura 16)
mientras que a nivel de nucle6tidos fue del 92 % (ver figura 17) lo que demuestra que la
AnxAb6 es una proteina altamente conservada entre estas dos especies segln consta en las
figuras 16 y 17. Dados los resultados de alineamiento, se clono el cDNA a partir de una
fuente humana gracias a la alta homologia que existe de AnxA6 entre estas dos especies.
Otro motivo por el cual se clon6 de humanos fue para corroborar que esta proteina realiza

la misma funcién en fibroblastos humanos.
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1 MAKPAQGAKYRGSIRDFPDFNPSQDAETLYNAMKGFGSDKEAILELITSR

51 SNRQRQEICQNYKSLYGKDLIADLKYELTGKFERL IVGLMRPPAYADAKE

101 IKDAISGIGTDEKCLIEILASRTNEQIHQLVAAYKDAYERDLEADITGDT

151 SGHFRKMLVVLLQGTREEDDVVSEDLVQQDVQDLYEAGELKWGTDEAQFI

201 YILGNRSKQHLRLVFDEYLKTTGKPIEASIRGELSGDFEKLMLAVVKCIR

251 STAEYFAERLFKAMKGLGTRDNTLIRIMVSRSELDMLDIREIFRTKYEKS

301 LYSMIKNDTSGEYKKTLLKLCGGDDDAAGQFFPEAAQVAYQMWELSAVAR

351 VELKGTVRPAGDFNPDADAKALRKAMKGLGTDEDTIIDI1AHRSNAQRQQ

401 1RQTFKSHFGRDLMADLKSELSGDLARL ILGLMMPPAHYDAKQLKKAMEG

451 AGTDEKALIEILATRTNAEIQAINKAYKEDYHKSLEDALSSDTSGHFKR I

501 LISLATGNREEGGEDRERAREDAQVAAEILEIADTTSGDKSSLETREMMI

551 LCTRSYPHLRRVFQEFIKMTNYDVEHT IKKEMSGDVRDVFVAIVQSVKNK

601 PLFFADKLYKSMKGAGTDEKTLTRIMVSRSEIDLLNIRREFIEKYDKSLH

651 QAIEGDTSGHFLKALLAICGGED

Figura 16. Secuencia de péptidos encontrados después de el analisis de cada una de las bandas obtenidas de
la purificacion del RI-Man6P de la banda de 68 kDa cubrid el 62 % de la proteina marcada en verde — la
banda de 64 kDa se cubri6 el 42 %, marcada con rojo —, la banda de 56 kDa se cubrié el 22 %, marcada
con azul —.
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Tabla 7 Reporte de secuenciacion de la proteinas 68,64 y 56 kDa por LC/ESI-MS/MS.

Proteina Cobertura de la Mowse

Secuencia de aminoacidos Identificada secuencia (%) score

Proteina purificada 68 kDa

1 DFPDFNPSQDAETLYNAMKGFGSDKEAILELITSR ANXAb
2 QEICQNYK

3 DLIADLKYELTGK

4 LIVGLMRPPAYADAK

5 DAISGIGTDEKCLIEILASRTNEQIHQLVAAYK

6 DLEADITGDTSGHFR

7 MLVV LLQGTR

8 WGTDEAQFIYILGNR

9 LVFDEYLKTTGKPIEASIRGELSGDFEKLMLAVVK
10 STAEYFAER

11 SELDMLDIR

12 SLYSMIK

13 QMWELSAVAR

14 GTVRPA GDFNPDADAK

15 GLG TDEDTIIDII AHR

16 DLMADLKSE LSGDLARLIL GLMMPPAHYD AK
17 ALIEILATRTNAEIQAINKAYKEDYHKSLEDALSSDTSGHFK
18 ILISLATGNR

19 EDAQVAAEIL EIADTTSGDK

20 FMMILCTRSYPHLRRVFQEFIKMTNYDVEHTIK
21 DVFVAIVQSVKNKPLFFADK

22 SEIDLLNIR

23 ALLAICG GED

62 1905

LRSS << << << < < <

Proteina purificada 64 kDa
1 EAILELITSR ANxXAB
2 DLIADLKYELTGK

3 CLIEILASRTNEQIHQLVAAYK

4 DLEADITGDTSGHFR

5 WGTDEAQFIYILGNR

6 LVFDEYLKTTGKPIEASIRGELSGDFEKLMLAVVK
7 STAEYFAER

8 SELDMLDIR

9 GTVRPAGDFNPDADAK

10 GLGTDEDTIIDIIAHR

11 DLMADLKSELSGDLAR

12 ALIEILATRTNAEIQAINK

13 SLEDALSSDTSGHFK

14 ILISLATGNR

15 SYPHLRRVFQEFIKMTNYDVEHTIK

16 DVFVAIVQSVKNKPLFFADK

17 SEIDLLNIR

18 ALLAICGGED

<

42 1461

LR << << << < < <

<

Proteina purificada 56 kDa

EAILELITSR AnxA6
TNEQIHQLVAAYK
DLEADITGDTSGHFR
LVFDEYLK
SELDMLDIR
GLGTDEDTIIDIIAHR
ALIEILATRTNAEIQAINK
AREDAQVAAEILEIADTTSGDK
9 SLEDALSSDTSGHFK
10 DVFVAIVQSVK
11 SEIDLLNIR
12 ALLAICGGED

<

22 1429

00O Ul WN -

LR << << << <
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Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de AnxA6 humana y bovina

An6 Homo sapiens
An6 Bos taurus
Clustal Concenso

An6 Homo sapiens
An6 Bos taurus
Clustal Concenso

An6 Homo sapiens
An6 Bos taurus
Clustal Concenso

An6 Homo sapiens
An6 Bos taurus
Clustal Concenso

An6 Homo sapiens
An6 Bos taurus
Clustal Concenso

An6 Homo sapiens
An6 Bos taurus
Clustal Concenso

An6 Homo sapiens
An6 Bos taurus
Clustal Concenso

An6 Homo sapiens
An6 Bos taurus
Clustal Concenso

An6 Homo sapiens
An6 Bos taurus
Clustal Concenso

An6 Homo sapiens
An6 Bos taurus
Clustal Concenso

An6 Homo sapiens
An6 Bos taurus
Clustal Concenso

An6 Homo sapiens
An6 Bos taurus
Clustal Concenso

An6 Homo sapiens
An6 Bos taurus
Clustal Concenso

An6 Homo sapiens
An6 Bos taurus
Clustal Concenso

10 20 30 40 50
MAKPAQGAKY RGSIHDFPGF DPNQDAEALY TAMKGFGSDK EAILDIITSR
MAKPAQGAKY RGSIRDFPDF NPSQDAETLY NAMKGFGSDK EAILELITSR
- E B * - * _xKk - **

60 70 80 90 100
SNRQRQEVCQ SYKSLYGKDL IADLKYELTG KFERLIVGLM RPPAYCDAKE
SNRQRQEICQ NYKSLYGKDL IADLKYELTG KFERLIVGLM RPPAYADAKE
-k%k
110 120 130 140 150
IKDAISGIGT DEKCLIEILA SRTNEQMHQL VAAYKDAYER DLEADIIGDT
IKDAISGIGT DEKCLIEILA SRTNEQIHQL VAAYKDAYER DLEADITGDT

xxxxxxxxxx FekkKk - *hh KhkAkAAAkhkAk *kkkkhk Kikk
160 170 180 190 200
SGHFQKMLVV LLQGTREEDD VVSEDLVQQD VQDLYEAGEL KWGTDEAQFI
SGHFRKMLVV LLQGTREEDD VVSEDLVQQD VQDLYEAGEL KWGTDEAQFI
*hkk - FEEAAKA KAEAAAAAAAA A AAkAAAAAA AAXx dAxIxAAAddrdxix dhAxhkhkhihiixx
210 220 230 240 250
YILGNRSKQH LRLVFDEYLK TTGKPIEASI RGELSGDFEK LMLAVVKCIR
YILGNRSKQH LRLVFDEYLK TTGKPIEASI RGELSGDFEK LMLAVVKCIR
260 270 280 290 300
STPEYFAERL FKAMKGLGTR DNTLIRIMVS RSELDMLDIR EIFRTKYEKS
STAEYFAERL FKAWKGLGTR DNTLIRIMVS RSELDMLDIR EIFRTKYEKS
310 320 330 340 350
LYSMIKNDTS GEYKKTLLKL SGGDDDAAGQ FFPEAAQVAY QMWELSAVAR
LYSMIKNDTS GEYKKTLLKL CGGDDDAAGQ FFPEAAQVAY QMWELSAVAR

*hhhhhhhdk Khxhhhhhxik

*hIxAAkhkhdx Kihk *hKhkkk *hKk - - Kkkk

*hKhk ER e BRI R R * kK * kK

KAk Kxk

*hhhhhhhdk Kxhhhhhik

360 370 380 390 400
VELKGTVRPA NDFNPDADAK ALRKAMKGLG TDEDTIIDI1 THRSNVQRQQ
VELKGTVRPA GDFNPDADAK ALRKAMKGLG TDEDTIIDIIT AHRSNAQRQQ
E e _ KAAAXAAkA KAXAAkAkhdhkh hhxkxAhhiixikx - *x*kk _ *hkk

410 420 430 440 450
IRQTFKSHFG RDLMTDLKSE I1SGDLARLIL GLMMPPAHYD AKQLKKAMEG
IRQTFKSHFG RDLMADLKSE LSGDLARLIL GLMMPPAHYD AKQLKKAMEG

460 470 480 490 500
AGTDEKALIE ILATRTNAEI RAINEAYKED YHKSLEDALS SDTSGHFRRI
AGTDEKALIE ILATRTNAEI QAINKAYKED YHKSLEDALS SDTSGHFKRI
nnnnnnnnnn - *xx = Fedekek E Rk e e I - *x

510 520 530 540 550
LISLATGHRE EGGENLDQAR EDAQVAAEIL EIADTPSGDK TSLETRFMTI
LISLATGNRE EGGEDRERAR EDAQVAAEIL EIADTTSGDK SSLETRFMMI

560 570 580 590 600
LCTRSYPHLR RVFQEFIKMT NYDVEHTIKK EMSGDVRDAF VAIVQSVKNK
LCTRSYPHLR RVFQEFIKMT NYDVEHT IKK EMSGDVRDVF VAITVQSVKNK
FAEEAXEIAIAXAKX AEAEAITXAXAXAXAXA FXEIAXAXAIAXAAXAXX dFErAXAXxdxdxdxkh K dhXxhiAdxihkixk

610 620 630 640 650
PLFFADKLYK SMKGAGTDEK TLTRIMVSRS EIDLLNIRRE FIEKYDKSLH
PLFFADKLYK SMKGAGTDEK TLTRIMVSRS EIDLLNIRRE FIEKYDKSLH
RAE R R o o ok I R AR R

660 670
QAIEGDTSGD FLKALLALCG GED
QAIEGDTSGH FLKALLAICG GED

=-%k* *k*x

*hIxhhAxhdhd Khhdkhihiik R

Figura 17. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de AnxA6 Humana y Bovina, realizado en el
programa Clustal X. 94% de identidad existe entre estas dos secuencias, algoritmo BLAST P Basic Local
Alignment Search Tool Protein).
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Alineamiento de la secuencia de nucleétidos de AnxA6 humana y bovina

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens
Clustal Co

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens
Clustal Co

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens
Clustal Co

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens
Clustal Co

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens
Clustal Co

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens
Clustal Co

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens
Clustal Co

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens
Clustal Co

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens
Clustal Co

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens
Clustal Co

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens
Clustal Co

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens
Clustal Co

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens
Clustal Co

10 20 30 40 50
ATGGCCAAAC CAGCACAGGG TGCCAAGTAC CGGGGCTCCA TTCGTGACTT
ATGGCCAAAC CAGCACAGGG TGCCAAGTAC CGGGGCTCCA TCCATGACTT
FrEAAIAEAIXIIAA dAxAxIxIxIxhkhkkhkh dHhxdxIxhkhkkhkkhkhkdk dhxhxkhkhkkhkkhkkdkd K Kk *kkkikik

60 70 80 90 100
CCCCGACTTC AACCCCAGCC AGGATGCCGA GACTCTGTAC AATGCCATGA
CCCAGGCTTT GACCCCAACC AGGATGCCGA GGCTCTGTAC ACTGCCATGA
**kk K Khk FAEAIAAXAKXA KA AAXXAAAAAAXAA K XAAXAAXAA A * AXxAAixdiik

110 120 130 140 150
AGGGCTTTGG CAGTGACAAG GAGGCCATCC TGGAGTTGAT TACTTCCCGG
AGGGCTTTGG CAGTGACAAG GAGGCCATAC TGGACATAAT CACCTCACGG
R R = I e * ** ** Kk K*k*k

160 170 180 190 200
AGCAACAGGC AGAGGCAGGA GATCTGCCAG AACTACAAGT CCCTCTATGG
AGCAACAGGC AGAGGCAGGA GGTCTGCCAG AGCTACAAGT CCCTCTACGG
FAEAIAIAAAKXAAAKX AAXAAXAXAAXAXAA K FAExXXAIxAxXAA * FAxXA XXk Ak *hxdx*xkhdk*k *%

210 220 230 240 250
CAAGGACCTC ATTGCAGACT TGAAGTATGA GTTGACAGGG AAGTTTGAAC
CAAGGACCTC ATTGCTGATT TAAAGTATGA ATTGACGGGC AAGTTTGAAC
*hIxIhkXxkhkhkkik KXxkxkxk K*k X K FhIxhkkAkhkk **x*kxk XX B R o

260 270 280 290 300
GCCTGATTGT GGGTCTTATG AGGCCACCTG CCTATGCTGA TGCCAAAGAA
GGTTGATTGT GGGCCTGATG AGGCCACCTG CCTATTGTGA TGCCAAAGAA
* *hIxXxkkk Kkhkkhk Xk Fhh KhkXxXxkkkhAhkhkkhk Xhkkkk E R R

310 320 330 340 350
ATTAAAGATG CCATCTCGGG CATTGGGACC GATGAGAAGT GCCTCATTGA
ATTAAAGATG CCATCTCGGG CATTGGCACT GATGAGAAGT GCCTCATTGA
*hIrIxIxhxIxIxkhkh dhxXxXxkxhxhkhkhkhk *kxkkihih K%k EaE R R o S S b R

360 370 380 390 400
GATCTTGGCT TCTCGGACCA ACGAGCAGAT CCACCAGCTG GTGGCAGCAT
GATCTTGGCT TCCCGGACCA ATGAGCAGAT GCACCAGCTG GTGGCAGCAT
FAAAAAAKAA AL kKhk FAAAkxXxAhA K dhhAAihiAkii FAAAAAKAA AKX *AAAAXAiik

410 420 430 440 450
ACAAAGATGC CTACGAGCGA GACCTGGAGG CTGACATCAC TGGGGACACC
ACAAAGATGC CTACGAGCGG GACCTGGAGG CTGACATCAT CGGCGACACC
R R = = e I S S = e = FAhAAAAAAAA dAAAkhihikx E e = = = = =

460 470 480 490 500
TCTGGCCACT TCCGGAAGAT GCTCGTGGTC CTGCTGCAGG GTACCAGGGA
TCTGGCCACT TCCAGAAGAT GCTTGTGGTC CTGCTCCAGG GAACCAGGGA
FAAhAAAAAA AL KEAxKh KAAArAxA Kkhkh XhAExAxkhAkh XxxAxixkhA Khxkhkh Kk KAxAAAAAk

510 520 530 540 550

GGAGGATGAC GTAGTGAGCG AGGACTTGGT GCAGCAGGAC GTCCAGGACC
GGAGGATGAC GTAGTGAGCG AGGACCTGGT ACAACAGGAT GTCCAGGACC
*hIxKxkhkkhAhk*dx FExXxkhkixkhkhikki Khkkhkk Khkkikk **k F*hkkk R R R
560 570 580 590 600
TGTATGAGGC AGGGGAACTG AAATGGGGAA CAGATGAAGC CCAGTTCATT
TATACGAGGC AGGGGAACTG AAATGGGGAA CAGATGAAGC CCAGTTCATT
K KA KAEAAA AAAXAAAAXAKXAA A AAAXAXAAXAXAAA dAAXAXAAAXAAAX dAAxXhAAdxixikk
610 620 630 640 650
TACATTTTGG GAAATCGCAG CAAGCAGCAT CTCCGGTTGG TATTTGATGA
TACATCTTGG GAAATCGCAG CAAGCAGCAT CTTCGGTTGG TGTTCGATGA

F*hhkkh Fhkhk FhEhIhkhirkihik FhxkEhikkihikikkit ki KEIhFxE IrikA A K K*k Khkihkk

90




Resultados

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens

An6 Bos taurus
An6 Homo sapiens

660 670 680 690 700
GTATCTGAAG ACCACGGGGA AGCCGATTGA AGCCAGCATC CGAGGGGAGC
GTATCTGAAG ACCACAGGGA AGCCGATTGA AGCCAGCATC CGAGGGGAGC

710 720 730 740 750
TGTCCGGGGA CTTTGAGAAG CTGATGCTGG CTGTGGTGAA GTGTATCCGG
TGTCTGGGGA CTTTGAGAAG CTAATGCTGG CCGTAGTGAA GTGTATCCGG

760 770 780 790 800
AGCACCGCAG AGTATTTTGC TGAGAGGCTA TTCAAGGCCA TGAAGGGCCT
AGCACCCCGG AATATTTTGC TGAAAGGCTC TTCAAGGCTA TGAAGGGCCT

810 820 830 840 850
GGGGACGCGG GACAACACCC TGATCCGCAT CATGGTCTCC CGCAGTGAGC
GGGGACTCGG GACAACACCC TGATCCGCAT CATGGTCTCC CGTAGTGAGT
AEAEAXKA AEAKA AAAXAXAXAAXAAA AAXAXAXAAAXAKAA XA AXAAAXAAAX *h XAk kii

860 870 880 890 900
TGGACATGCT CGACATCCGG GAGATATTCC GGACCAAGTA CGAGAAGTCC
TGGACATGCT CGACATTCGG GAGATCTTCC GGACCAAGTA TGAGAAGTCC
FEAIAIAAAKXAAXAKX KAXA AKX dAxKx *Xxkxdxdx AXx*xkh AAAXxXxAdxixii *AAAkAAAk

910 920 930 940 950
CTGTACAGTA TGATCAAGAA CGATACCTCT GGCGAATACA AGAAGACTCT
CTCTACAGCA TGATCAAGAA TGACACCTCT GGCGAGTACA AGAAGACTCT
E R = = = S S S e e ** Khkxkhkk

960 970 980 990 1000
GCTGAAGCTG TGTGGGGGAG ATGATGATGC TGCTGGCCAG TTCTTCCCGG
GCTGAAGCTG TCTGGGGGAG ATGATGATGC TGCTGGCCAG TTCTTCCCGG

1010 1020 1030 1040 1050
AGGCAGCGCA GGTGGCCTAT CAGATGTGGG AACTTAGTGC AGTGGCCCGA
AGGCAGCGCA GGTGGCCTAT CAGATGTGGG AACTTAGTGC AGTGGCCCGA

1060 1070 1080 1090 1100
GTAGAGCTGA AAGGAACCGT GCGCCCAGCT GGTGACTTCA ACCCTGATGC
GTAGAGCTGA AGGGAACTGT GCGCCCAGCC AATGACTTCA ACCCTGACGC

1110 1120 1130 1140 1150
AGACGCCAAA GCCTTGCGGA AAGCCATGAA GGGGCTTGGA ACTGACGAGG
AGATGCCAAA GCGCTGCGGA AAGCCATGAA GGGACTCGGG ACTGACGAAG

*khkk FhkhkkiAkkk Kk KAhhkAiAhk FTAkA kAXAhAAkXkhkhA *khkkx K*k X% ECE R = o

1160 1170 1180 1190 1200
ACACCATCAT CGACATCATC GCCCACCGCA GCAACGCCCA GCGGCAGCAG
ACACAATCAT CGATATCATC ACGCACCGCA GCAATGTCCA GCGGCAGCAG
K*AhkhkKh KhkAhkAhk Ak khk KAXxhAAkk * FhAAxkhAhkk KAhAkA K KAk AAhAAkAAAAAkL

1210 1220 1230 1240 1250
ATCCGCCAGA CCTTCAAGTC TCACTTTGGC CGGGACTTGA TGGCTGACCT
ATCCGGCAGA CCTTCAAGTC TCACTTTGGC CGGGACTTAA TGACTGACCT
Bk o i = o I e e S R AR R o e S e S S S (AR

1260 1270 1280 1290 1300
GAAGTCTGAG CTCTCCGGAG ACCTGGCAAG GCTCATTCTG GGGCTCATGA
GAAGTCTGAG ATCTCTGGAG ACCTGGCAAG GCTGATTCTG GGGCTCATGA
B = K*hkKh Fhkhkh FEhIrAAAhkArAAhkk hhkk KdhhAhikik dhkAhkhkikAAikk

1310 1320 1330 1340 1350
TGCCACCGGC CCATTATGAT GCCAAGCAGT TGAAGAAAGC CATGGAGGGA
TGCCACCGGC CCATTACGAT GCCAAGCAGT TGAAGAAGGC CATGGAGGGA

FhAAKXKAAAKAA A dhAxhxkhkh dhh *AAXAAXxhhAdx *hdxhhixkdx dk *hxdhhikiiikkx
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1360 1370 1380 1390 1400
An6 Bos taurus  GCTGGCACAG ATGAAAAGGC TCTCATCGAG ATCCTGGCCA CTCGGACCAA
An6 Homo sapiens GCCGGCACAG ATGAAAAGGC TCTTATTGAA ATCCTGGCCA CTCGGACCAA

1410 1420 1430 1440 1450
An6 Bos taurus CGCCGAAATC CAGGCCATCA ATAAGGCCTA CAAGGAGGAC TATCACAAGT
An6 Homo sapiens TGCTGAAATC CGGGCCATCA ATGAGGCCTA TAAGGAGGAC TATCACAAGT

Clustal CO *Kh FEAERIAIXAKA FAAxAkIAXEALAEXAA Fhk FhhAAxihik EaR ko ok o ok o R R ARk

1460 1470 1480 1490 1500
An6 Bos taurus CCCTGGAGGA TGCTCTGAGC TCAGACACGT CTGGCCACTT CAAGAGGATC
An6 Homo sapiens CCCTGGAGGA TGCTCTGAGC TCAGACACAT CTGGCCACTT CAGGAGGATC
Clustal CO xxxxxxxxxx *AhkAAhAkk Kk K* KAhAAAkAAkhk * Kk KAhkAkAAAKA

1510 1520 1530 1540 1550
An6 Bos taurus CTCATCTCTC TGGCCACGGG GAACCGTGAA GAGGGAGGAG AAGATCGGGA
An6 Homo sapiens CTCATTTCTC TGGCCACGGG GCATCGTGAG GAGGGAGGAG AAAACCTGGA
Clustal Co FhKA dkkk dkkkkkkkx il ik FhoKk K kkk

1560 1570 1580 1590 1600
An6 Bos taurus ACGGGCCCGG GAAGATGCCC AGGTGGCTGC TGAGATCTTG GAAATAGCAG
An6 Homo sapiens CCAGGCACGG GAAGATGCCC AGGTGGCTGC TGAGATCTTG GAAATAGCAG
Clustal Co Fokkk dekok ekkkokkokekeok Fekkx

1610 1620 1630 1640 1650
An6 Bos taurus ACACAACCAG CGGAGACAAG TCTTCCCTGG AGACACGATT CATGATGATC
An6 Homo sapiens ACACACCTAG TGGAGACAAA ACTTCCTTGG AGACACGTTT CATGACGATC
Clustal CO *Kkkhkhkk K* KkKk * XKk k E = *x *xx

1660 1670 1680 1690 1700
An6 Bos taurus CTCTGCACGC GGAGCTATCC GCACCTCCGG AGAGTCTTCC AGGAGTTCAT
An6 Homo sapiens CTGTGTACCC GGAGCTATCC GCACCTCCGG AGAGTCTTCC AGGAGTTCAT
Clustal Co Fho Kk kk ok kkk

1710 1720 1730 1740 1750
An6 Bos taurus CAAGATGACC AACTATGACG TGGAGCACAC CATCAAGAAG GAGATGTCTG
An6 Homo sapiens CAAGATGACC AACTATGACG TGGAGCACAC CATCAAGAAG GAGATGTCTG
Clustal Co = F¥dakdbok sokokdkdokordsd doksdoksdokdokddk sodsddokadoksd dokokakokeatodokek

1760 1770 1780 1790 1800
An6 Bos taurus GGGATGTCCG AGACGTGTTT GTGGCCATTG TTCAAAGTGT CAAGAACAAG
An6 Homo sapiens GGGATGTCAG GGATGCATTT GTGGCCATTG TTCAAAGTGT CAAGAACAAG
Clustal CO E o e o S **x X *hkAh FhAhkAkAkhkk *Ahdk*k

1810 1820 1830 1840 1850
An6 Bos taurus CCTCTCTTCT TTGCTGACAA ACTTTACAAA TCCATGAAGG GTGCCGGCAC
An6 Homo sapiens CCTCTCTTCT TTGCCGACAA ACTTTACAAA TCCATGAAGG GTGCTGGCAC
Clustal Co = W **¥xkkdxx Fkkk Kokex

1860 1870 1880 1890 1900
An6 Bos taurus GGATGAGAAG ACCCTCACCA GGATCATGGT CTCACGAAGT GAGATCGACC
An6 Homo sapiens AGATGAGAAG ACTCTGACCA GGATCATGGT ATCCCGCAGT GAGATTGACC
Clustal CO FEAAAAAK A K K,k Kk KAk ik dhkAAxAkhiiik * Kk Kk KAhkkhk KAhkAkkAh KAk Ah

1910 1920 1930 1940 1950
An6 Bos taurus TGCTCAACAT CCGGCGGGAG TTCATCGAGA AATATGACAA GTCTCTCCAC
An6 Homo sapiens TGCTCAACAT CCGGAGGGAA TTCATTGAGA AATATGACAA GTCTCTCCAC
Clustal Co = W *¥*ddddk Sk falialed Fhdk gk Kk dekdkkkdkekkekex

1960 1970 1980 1990 2000
An6 Bos taurus CAAGCCATTG AGGGTGACAC CTCCGGGCAC TTCCTGAAGG CCTTGCTGGC
An6 Homo sapiens CAAGCCATTG AGGGTGACAC CTCCGGAGAC TTCCTGAAGG CCTTGCTGGC
Clustal Co = W &bk Sokdkbokdx Fhdkk gk Kok dekkkkdekkekex

2010 2020
An6 Bos taurus CATCTGTGGA GGCGAGGACT GA
An6 Homo sapiens TCTCTGTGGT GGTGAGGACT AG
Clustal Co * Fk o Fekdokkk

Figura 18. Alineamiento de las secuencias de nucleétidos de AnxA6 Humana y Bovina, realizado en el
programa Clustal X. 92% de identidad existe entre estas dos secuencias, algoritmo BLAST N.
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5.8. Prediccion de la localizacion subcelular de AnxA6 en funcién de su secuencia de
aminoécidos
Dado que el RI-Man6P que proponemos endocita a B-glucuronidasa bovina, éste

deberia ser una proteina integral de membrana y la AnxA6 ha sido descrita como una
proteina citosolica, buscamos en bases de datos si esta proteina posee una sefial lider que la
permitan integrar a la membrana durante la sintesis, por otra parte también se investigo su
perfil de hidrofobicidad, o si posee dominios que sugieran pueda ser una proteina integral
de membrana y si contiene dominios reconocidos por adaptinas, que son necesarios para la
endocitosis.
5.9. Sefial lider y perfil de hidrofobicidad de AnxA6

Con ayuda de herramientas bioinformaticas se determind que AnxA6 no posee una
sefial lider que permitan su integracién a la membrana, ademas se analizé el perfil de
hidrofobiciad de esta proteina con el programa de Kyte and Doolittle, los resultados fueron
comparados con el perfil de hidrofobicidad de la proteina integral de membrana lisosomal
LIMPII, esta grafica fue tomada de (Vega, M.A. y cols.1991), en donde se muestra que esta
proteina tiene dos cruces trasmembranales, en dos regiones de la proteina, con un valor de
2.7, mientras que el perfil de hidrofobicidad para AnxA6 es de 2.4, la cual no es suficiente

para poder atravesar la membrana lipidica (figura 18).
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Figura 19. Perfil de hidrofobicidad de AnxA6. Panel A Perfil de hidrofobicidad de LIMP Il (proteina
transmembranal de lisosoma) tomado del articulo de Vega, M.A., y cols. 1991). Panel B Perfil de
hidrofobicidad de AnxA®6. Se utliliz6 el algoritmo de Kite and Doolittle.
5.10. AnxA6y el RI-Man6Pson la misma proteina

En las siguientes secciones se describen estrategias seguidas para confirmar que
AnxAG6 y el RI-Man6P para la endocitosis de la B-glucuronidasa bovina son la misma

proteina.

5.10.1. Ensayos de Western Blot confirman que el RI-Man6P es AnxA6

Como se muestra en la figura 19, el receptor purificado fue reconocido por
anticuerpos comerciales en contra de AnxA6 y anticuerpos generados en el laboratorio

contra el RI-Man6P, lo que sugiere la identidad de los dos antigenos. Las diferencias
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observadas en los ensayos de Western Blot indican que cada anticuerpo reconoce diferentes
epitopos en el receptor; algunos de ellos pudieran no estar presentes en las tres isoformas
debido a cortes proteoliticos que hubiera sufrido durante la purificacion o por cambios
conformacionales de la proteina disparados por la extraccion con detergentes. Un ejemplo
de esto lo observamos con el anticuerpo policlonal N-19, el cual esta dirigido en contra de
una secuencia que forma parte del amino terminal de la proteina, y solo reacciona con la
banda de 68 kDa, sugiriendo que el receptor puede haber sido cortado en el extremo amino

terminal. Consecuentemente, este epitopo no estuvo presente en las bandas de 64/56 kDa.

Por otra parte el anticuerpo monoclonal Clona-73 dirigido en contra de la region
media de AnxA6, y los sueros Rb-1 y Rb-42lestan dirigidos contra la proteina nativa
reconocen a la AnxA®6, estos ultimos fueron generados siguiendo diferentes protocolos de

inmunizacion ver figura 19 (Gonzalez-Noriega, A., y Michalak, C. 2001).

kDa
68 — ———
OF — e - -
56 —
g 9 ‘) h "
& o Q’.@\ g >
& o> l 4’

Cce (,\ <

Figura 20. AnxA6 purificada a partir de higado bovino transferido a membranas de nitrocelulosa, tefiido con
Coomassie y detectado con anticuerpos.

5.11. Clonacion del cDNA de AnxA6 humana.

En primer lugar obtuvimos el cDNA, correspondiente al marco de lectura abierta u
ORF (Open Reading Frame) del gen AnxA6. Para ello se extrajo RNA total a partir de una
linea celular de humanos HepG2 y se llevo a cabo la retrotranscripcion del mismo
utilizando como cebador un oligonucleétido (OligodT). Posteriormente, realizamos una
PCR utilizando oligonucledétidos especificos para la amplificacion del ORF de AnxA®6.
Una vez realizada la RT-PCR los productos se sometieron a una electroforesis en gel de
agarosa al 1% lo que nos permitié comprobar su tamafio y la ausencia de contaminantes o

amplificaciones inespecificas.
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Figura 21. Producto de PCR de AnxA®b por electroforesis en gel de agarosa. El resultado muestra una banda
Unica a la talla esperada 2022 ph. a) Marcador de Peso molecular, b) amplificado se sitla a la altura del
tamafio esperado.

Como se observa en la fotografia del gel (figura 20) obtuvimos una Unica banda
cuyo patron de migracion se ajusta al tamafio esperado de 2022 pares de bases que
corresponde al ORF de AnxA6.

La clonacion del cDNA de AnxA6 al vector pQE-31, se realizo en dos pasos. En
un primer paso se utilizé el plasmido pGEMTeasy. Este tipo de clonacion utiliza la
capacidad de la Taqg DNApolimerasa de agregar una adenina en posicion 3’ al producto
amplificado. Mientras que el plasmido pGEM®-T Easy linearizado tiene una timina
protuberante en la posicion 5. Asi por complementariedad entre la timina del vector y la
adenina del producto de PCR permiten su clonacion eficiente. El objetivo de esta etapa fue
asegurar la correcta clonacion del producto, ademas de replicar el fragmento de PCR para
secuenciar y obtener alta cantidad del producto para posteriormente ser clonado en los
vectores de expresion. Tras la union o ligacion del plasmido con el cDNA correspondiente
a la ORF de AnxA6 se procedié a la transformacion de bacterias competentes para,
posteriormente, analizar las colonias formadas en busca de nuestro inserto. De las colonias
obtenidas tras la transformacion se seleccionaron al azar entre 6 y 10 y se llevo a cabo la
extraccion y purificacion de los plasmidos que contenian. El analisis posterior mediante
enzimas de restriccion nos confirmo que el tamafio del inserto es el correcto. Como se
muestra en la figura 9 el producto de PCR de AnxA6 se clonod en el vector linearizado
pGEM®-T Easy generandose el vector pGEM-A6. Con la ayuda del set de
oligonucleotidos descritos en la seccién de materiales, se clono el cDNA de AnxA6
primero en el plasmido pGEM®-T Easy y después en los diferentes vectores de expresion
utilizados en este trabajo (figura 21).
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Figura 22. Estrategia de clonacién de AnxAG6 al vector de clonacion pGEM®-T Easy. La flecha azul se
corresponde con el gen de la B-galactosidasa que al quedar interrumpido no podra transcribirse y por tanto las
bacterias que tengan esta construccion no seran capaces de degradar el X-Gal del medio y seran de color
blanco; Amp', gen de resistencia a ampicilina. El gel muestra el andlisis de restriccién del plasmido
pGEM+AG6; a) Marcador de peso molecular, b) pPGEM+AG6 sitios de restriccion: Sall y HindllIl.

5.11.1. Clonacién de AnxA®6 al vector de expresion pQE3L1.

A partir del pldsmido pGEM-A6 se obtuvo el fragmento de 2022 pb que
corresponde a la AnxA®6 liberado por las enzimas Sall y Hindlll por otro lado el plasmido
pQE31 se cortd con estas mismas enzimas, se purificaron, se ligaron y la busqueda de
transformantes se realiz6 por la digestion del vector con las enzimas Sall y Hindlll los
pldsmidos generados se denominaron pQE+A6. Las clonas positivas fueron verificadas
haciendo una doble restriccién con las enzimas Sal | que se localiza en el extremo 5’ y
EcoRV que se localiza internamente en el gen de AnxA6 en la posicion 1164, obteniéndose
fragmentos de 4258 pb y 1164 pb (figura 22). Finalmente se enviaron a secuenciar las
clonas que cortaron con las enzimas antes mencionadas, para asi corroborar que la
secuencia no habia sufrido cambios o mutaciones y poder asi abordar la etapa de expresion

y purificacion de AnxA6 recombinante.
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Figura 23. Estrategia de clonacién de AnxAG6 al vector de expresion pQE-31. El gel muestra el andlisis de
restriccion del plasmido pQE+A6; a) Marcador de peso molecular, b) pGEM+AG sitios de restriccion: Sall y
EcoRV.

5.11.2. Clonacion de AnxA6 al vector de expresion para eucariontes, pcDNA 3.1+,

Este plasmido nos permite que el inserto sea transcrito en nuestro sistema de
expresion, las células A431. Se ha verificado por Northern blot y Western blot. Esta linea
celular no expresa AnxA6 La clonacion AnxA6 al vector pcDNA 3.1+ fue como sigue, se
tomo el gen de AnxA6 del vector pGEM+AB, cortado con las enzimas de restriccion
Hindlll y Xhol, mientras que el vector pcDNA 3.1+ fue digerido con estas mismas enzimas,
para verificar la correcta insercion del gen al vector, se digirié con las enzimas Hindlll y
Xhol obteniéndose fragmentos 5428 y 2022 que corresponden al vector y al inserto
respectivamente (figura 23), las clonas que fueron positivas bajo este criterio se mandaron a

secuenciar para comprobar la secuencia.
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Figura 24. Analisis de los productos de digestion de las clonas pcDNA+A6 con las enzimas de restriccion
Hindlll y Xhol; a) pcDNA+AS, b) marcador de pesos molecular.

5.11.3. Clonacién de AnxAG6 en el vector pIRESneo3.

Para clonar el cDNA de AnxA6 en este vector se disefiaron oligonucledtidos
especificos que corresponden a la posicion -70 a -30 (oligonucleétido sentido A6F) y 2157
a 2179 (oligonucledtido antisentido A6R) del gen humano de AnxA6 para generar lineas
celulares que expresen este gen establemente. Esto con la finalidad de tener regiones
promotoras tanto rio arriba del ORF de AnxA6 asi como rio abajo y con esto favorecer una
alta expresion del gen en nuestro sistema de expresion (McBurney, M. W., y cols. 2003).
Se utilizo el plasmido pIRESneo3 debido a que es un plasmido que tiene la capacidad de
sintetizar un solo ARN mensajero bicistronico que porta el gene de resistencia y el gen de
interés asegurandose con esto que las células seleccionadas con el antibidtico expresan
también el gen de interés. Los cebadores se disefiaron con sitios artificiales de restriccion
para Nhe | (oligonucle6tido sentido) y Not I (oligonucle6tido antisentido) respectivamente
para orientar adecuadamente el ORF de AnxA6 en el vector pIRESneo3. A partir del
plasmido pPGEM+AG6 se obtuvo el fragmento de 2239 pb que corresponde a la AnxA6
liberado por las enzimas Nhe | y Not | mientras que el plasmido pIRESneo3 se corté con
estas mismas enzimas, se purificaron, se ligaron y la blsqueda de transformantes se
realizo por la digestion del vector con las enzimas Nhe | y Not | obteniéndose fragmentos
5275y 2239 que corresponden al vector y al inserto respectivamente (figura 24), las clonas
que fueron positivas bajo este criterio se mandaron a secuenciar para comprobar que no se

habia producido ningun cambio en el inserto durante su replicacion en las bacterias.
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Figura 25. Electroforesis correspondiente a la digestion de la construccion pIRES+AG6. El carril a muestra el
marcador de peso molecular. El carril b muestra la digestion del plasmido pIRES+AB.

5.12. Purificacion de AnxA6 recombinante en E. coli XL1-Blue

Como se ha mencionado en el apartado de métodos, este sistema de expresion hace
posible la obtencion de AnxA6 recombinante fusionada a un tallo de histidinas que permite
su purificacion en un solo paso. Se sabe que existen diferentes parametros que influencian
el crecimiento bacteriano como: la temperatura, la agitacion, la cepa bacteriana y el tiempo
de induccion, los cuales se modificaron hasta encontrar las condiciones dptimas donde se
induce la proteina recombinante. La produccion de AnxA6 recombinante se llevo a cabo en
la cepa E. coli XL1-Blue a 24 °C, la induccion se realiz6 con 0.7 M de IPTG toda la noche.
En paralelo, un cultivo sin IPTG fue realizado como control negativo ademas de la cepa
silvestre sin el plasmido. Alicuotas de todos estos cultivos fueron analizadas por SDS-
PAGE (figura 25). Los carriles d y e, corresponden a las cepas de E. coli XL1-Blue que
contienen el plasmido pQE+AB, en estos se observa una proteina inducida de 70 kDa que
corresponde a la masa molecular esperada para AnxA6 recombinante, que no esta presente
en las cepas sin el plasmido y no inducidas con IPTG las cuales funcionan como control y
se muestran en los carriles b y ¢ de la misma figura, indicando que la expresion de AnxA6

recombinante es inducida por el IPTG adicionado.
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Figura 26. Analisis por PAGE-SDS de la expresion de la proteina de fusion AnxA6 en E. coli XL1-Blue a)
Marcador Dual Color Biorad, b) Cepa E. coli XL1-Blue sin el plasmido pQE31+A6 sin inducir, ¢) Cepa E.
coli XL1-Blue con el plaésmido pQE31+A®6, sin inducir, d) Cepa E. coli XL1-Blue con el plasmido
pQE31+A6 inducida (clona 1) e) Cepa E. coli XL1-Blue con el plasmido pQE31+A6 inducida (clona 2)
inducidas con 0.7 M de IPTG.

La purificacion de AnxA6 humana recombinante se realizd por cromatografia de
afinidad Ni-NTA. La proteina se eluyé con 250 mM de Imidazol. En la figura 26 A, se
muestra el grado de purificacién con el pico Unico y simetrico que se obtuvo en la
cromatografia, se calcula que se purificd un 90% en un solo paso. La proteina recuperada se
concentré en un filtro Amicon Ultra 4 siguiendo las recomendaciones del fabricante,
finalmente, se corrié un gel PAGE-SDS al 8% y se tifio con Coomassie PhastGel Blue R.
En la figura 26 B, se muestra el perfil electroforético de la AnxA6 purificada, el cual
concuerda con la pureza que el perfil cromatografico nos mostrd. Es importante mencionar
que un lavado adicional con 1 M de NaCl contribuye importantemente a la pureza de la
proteina. El rendimiento de la produccion es de 10 mg de AnxA6 recombinante pura por

litro de cultivo bacteriano.
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Figura 27. A) Se muestra el perfil de elucion de la AnxA6 unida a la columna Ni-NTA, extraida a partir de
extractos bacterianos transformados con el plasmido pQE+A®6. Se graficd en el eje de las abscisas el nimero
de fracciones y en el eje de las ordenadas la densidad dptica a 280 nanémetros. B) PAGE-SDS de la
purificacién de AnxA6 recombinante expresada en E. coli XL1-Blue a) Marcador Dual Color Biorad, b)
Extracto total Cepa E. coli XL1-Blue con el plasmido pQE31+A6 inducida, c) No Adsorbido d) y €) AnxA6
eluida de la columna de afinidad Ni-NTA La AnxA6 recombinante tiene un peso molecular de 70 kDa debido
a la etiqueta de histidinas que tiene fusionado a su extremo N-terminal. (figura 14)

5.13. Identificacion de AnxA6 recombinante purificada con anticuerpos generados en
el laboratorio para el RI-Man6P y comerciales en contra de AnxA6

Para corroborar que el RI-Man6P y AnxA6 son la misma proteina, se ha ensayado,
mediante inmunotransferencia, el reconocimiento de anticuerpos generados en el
laboratorio y comerciales de AnxA6 (figura 27). Para ello se empled la AnxA6
recombinante purificada, en presencia de B-mercaptoetanol y tratamiento térmico a 100°C.
Después de la deteccién con los diferentes anticuerpos, se observd que todos ellos

reconocen de igual forma a la AnxA6 recombinante.

kDa a b c d e

Figura 28. Identificacion de AnxA6 recombinante, por inmunotransferencia. AnxA6 recombinante purificada
detectada con los diferentes anticuerpos.
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5.14. Ensayo de union de la g-glucuronidasa bovina a AnxA6 recombinante (Far
Western blot)
Para complementar los estudios con la AnxA6 recombinante probamos que ésta

tiene la misma capacidad de unir B-glucuronidasa bovina como la proteina purificada a
partir de higado bovino in vitro por ensayos de Far Western blot, para este ensayo se
trabajé bajo las mismas condiciones que la AnxA6 purificada de higado bovino y se
encontrd que esta union es especifica y dependiente de cationes segin consta en la figura
28, lo cual constata los resultados obtenidos anteriormente con la proteina bovina y de esta
manera demostramos que AnxA6 y el receptor que hemos venido describiendo son la

misma proteina.
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Figura 29. Interaccién de AnxA6 recombinante y B-glucuronidasa bovina por Far Western blot. AnxA6
recombinante corrida en un PAGE-SDS vy transferida a membranas de nitrocelulosa. a) AnxA6 recombinante
tefiida con Coomassie, b) AnxA6 recombinante incubada con B-glucuronidasa bovina en presencia de
cationes detectada con anti pB-glucuronidasa bovina c) AnxA6 recombinante incubada con B-glucuronidasa
bovina en presencia de EDTA detectado con un anticuerpo anti B-glucuronidasa, d) AnxA6 recombinante
incubada con B-glucuronidasa humana en presencia de cationes detectada con un anti B-glucuronidasa e)
AnxA6 recombinante incubada con el anticuerpo anti B-glucuronidasa en presencia de cationes.

5.15. Funcionalidad de AnxA6 como receptor endocitico de B-glucuronidasa bovina,
un mecanismo independiente de Man6P
5.15.1 Transfeccion estable de AnxA6 a células A431.

Con el fin de confirmar que AnxA6 es el receptor que promueve la endocitosis
independiente de Man6P de la B-glucuronidasa bovina se transfecté el plasmido
pcDNA+AG en células A431. Esta linea celular es la Gnica hasta ahora reportada carente de
AnxAG6 (Smythe, E., y cols. 1994).
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La transfeccion se realizd de acuerdo al método descrito en el capitulo de material y
métodos. Se seleccionaron aquellas células que integraron el plasmido a su genoma, debido
a que la eficiencia de transfeccion no es del 100% se tuvieron que seleccionar aquellas
células que integraron establemente el plasmido, para lo cual se utilizé el antibidtico G-418
(geneticina). Para esta transfeccion se utilizd una concentracion de 400ug/ml. De esta
forma todas aquellas células que contenian el plasmido integrado en su genoma fueron
capaces de crecer en un medio de cultivo adicionado con el antibidtico. En paralelo se
transfectaron células con el pldsmido pcDNAS3.1+ (vector vacio) como control. Tras un
periodo de seleccion que oscila entre uno y dos meses se considera que las células han
quedado transfectadas de forma estable.

5.15.2. Andlisis de la expresion deAnxA6 transfectada establemente en células A431

Para demostrar que AnxA6 se estd expresando en estas células, después de la
transfeccion se realizaron ensayos de Western blot, en el cual se utilizaron 70 pg de un
extracto membranal de proteinas, tanto de células transfectadas con AnxA6 (A431+A6) asi
como células transfectadas con el vector vacio (mock), células parentales (A431) y
fibroblastos BGH-1(control positivo), las cuales se detectaron con los anticuerpos Clona-73
y N-19 los que detectaron la presencia de una proteina de 68 kDa que corresponde a AnxA6
en el extracto membranal de la linea celular A431+A6 al igual que el control positivo
celulas BGH-1, mientras los extractos de las células A431 y A431 (mock), no reconocen
ninguna proteina, (figura 29). Con estos resultados queda demostrado que el ADN
introducido ha quedado integrado en el genoma de la célula, y AnxA6 se estd expresando

en estas células, por lo que se pudo empezar a analizar la actividad del receptor.

Mock A431 A431+A6 BGH-1
S——— Clona-73

”!-HN-W

Figura 30. Inmunotransferencia para comprobar la expresion de AnxA6 en la linea establecida por
transfeccion estable de células A431+A6. Extractos membranales con 70 ug de proteina por carril, se
sometieron a electroforesis en condiciones reductoras y posterior transferencia a membrana de nitrocelulosa e
incubacién con los anticuerpos Clona-73 y N-19 contra AnxA6, Como control positivo un extracto
membranal de células BGH-1 y como controles negativos extractos de células A431 y A431 transfectadas con
el vector vacio.
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5.15.3. Andlisis de la funcionalidad de AnxA6 transfectada en células A431+A6 por
endocitosis de B-glucuronidasa bovina

Tras conseguir una linea celular que expresa de forma estable a la proteina AnxA®6,
probamos que estas células son capaces de endocitar B-glucuronidasa bovina a través de
esta. Para cumplir con esta meta se realizaron ensayos de endocitosis de B-glucuronidasa
bovina en céelulas A431+A6 asi como A431 sin transfectar. Se observa la endocitosis de -
glucuronidasa bovina en células A431 no se realiza mientras que hay un pequefio
incremento en las linea celular estable A431+A6 el cual es dependiente de la proteina
transfectada (figura 30). Sin embargo este incremento no se mantiene y va decayendo con
la division del cultivo como se muestra en el panel B de la figura 30, no obstante que las
células mantienen la resistencia a geneticina, lo cual seria indicativo que la expresion de
AnxAG6 se va perdiendo, sin embargo cuando se verifico la expresion de AnxA6 en ensayos
de western blot y como se observa en la figura 31 la proteina no deja de expresarse, el
unico cambio que se podria notar es que disminuye levemente la expresion con respecto a
la primera deteccion realizada un mes antes (figura 30). Es dificil determinar a qué se
deben estos tipos de cambios en la expresion de la AnxA6 el méas ldgico es que como se
trata de una linea celular que no expresa esta proteina normalmente la célula pudiera estar
apagando la expresion del transgen, y dado que el plasmido que utilizamos para generar la
linea celular estable transcribe por separado tanto el gen de interés asi como el gen de
resistencia, la célula tendria la capacidad de apagar el gen de AnxA6 quedandose solo con
el gen de resistencia, complicando la expresion de AnxA6 y por tanto la endocitosis
dependiente de esta. Otra opcion es que si se exprese el gen pero este tipo celular es
incapaz de insertar a la AnxA6 a la membrana plasmatica y nuevamente comprometer la

endocitosis.
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A) Endocitosis de p-glucuronidasa bovina en células  B) 6
A431 transfectadas con AnxA6
Endocitosis de p-glucuronidasa
U/mg/h

U/mg/hr

A431 1.4+1.0 57+19

Monocapas de fibroblastos confluentes fueron incubadas
por 2 ha 37 °C con 5,000U/ml de B-glucuronidasa bovina
en presencia de 1 mM Man6P.

Control 2 25 3
Meses Postransfeccion

Figura 31. A) Tabla de endocitosis de B-glucuronidasa bovina en células A431+A6, ensayo realizado por
duplicado. B) Grafica muestra la endocitosis a través de la division del cultivo en células A431+A6 a partir de
dos meses postransfeccion.

En resumen sabemos que la endocitosis en las células A431 transfectadas con
AnxA6 (generadas con el plasmido pcDNA+AG6) es minima y va disminuyendo conforme
transcurre el tiempo. Por Western Blot vimos que no disminuye la expresion de AnxA6 con
respecto al tiempo. Sin embargo, creemos que el plasmido no es el adecuado para
mantener una buena expresion estable de AnxA6 en este tipo celular, la otra posibilidad es
que la linea celular no endocite 6 no sea un buen modelo para demostrar endocitosis,
ademas recordemos que es una linea celular epitelial y que dicho mecanismo lo
encontramos en un cultivo primario de fibroblastos lo que sugeriria que este nuevo

mecanismo pudiera ser tejido especifico.

A431 A431+tA6 Moeck BGH-L
———

Figura 32. Inmunotransferencia para comprobar la expresion de AnxA6 en células A431+A6. Extractos
membranales con 70 pg de proteina por carril, se sometieron a electroforesis en condiciones reductoras y
posterior transferencia a membrana de nitrocelulosa e incubacién con el anticuerpo Clona-73, contra AnxA®6.
Como control positivo un extracto membranal de células BHG-1 y como controles negativos extractos de
células A431 y A431 transfectadas con el vector vacio.

5.15.4. Transfeccion estable de AnxA6 a células A431 con el vector pIRES+AG®.
Para verificar que el plasmido pcDNA 3.1 no sea el responsable de los bajos
niveles de endocitosis en las células A431+A6, clonamos el gen de AnxA6 al vector de
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expresion pIRESneo3, que tiene la capacidad de transcribir un solo ARNm bicistronico
regulado bajo el mismo promotor que asegura la transcripcién de los dos genes tanto el de
resistencia como el de AnxA6. Obtuvimos el vector pIRES+A6 el cual se utilizd para
generar las transfectantes estables de la linea celular A431, utilizando el reactivo FUGENE
6 (Roche). Las células se sembraron el dia anterior en frascos de cultivo de 75 cm con el
objetivo que presenten una confluencia del 60-70% en el momento de la transfeccion. Las
células se lavaron 2 veces con a-MEM sin suero y sin antibidticos y se incubaron durante 1
hora con medio fresco. Mientras se preparaba la solucion de transfeccion que consistio en
una relacion 1:2.5 (p/v), entre el ADN de interés y FUGENE 6, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La solucidon de transfeccion se incubd entre 15 y 45
minutos, para posteriormente afiadirsela a las células las cuales se incubaron con esta
durante 48 h.

Transcurrido este tiempo se inicio la seleccion de clonas con el antibidtico G418 a
una concentracion de 400 pg/ml. Se utilizé como control de transfeccion el vector vacio.
Para verificar que se transfectaron las células A431 con AnxA6 se realizaron ensayos de
Western Blot (figura 32), los anticuerpos reconocen una banda de 68 kDa en extractos
membranales de cada una de las celulas utilizadas, lo cual confirma la expresion de la
proteina en esta linea celular, los controles de transfecion fueron la linea parental y esta
misma transfectada con el vector pIRESneo3, como se muestra en la figura los extractos
que corresponden a las células transfectadas hay reconocimiento de una banda de 68 kDa
con los anticuerpos N-19, Clona-72 y Rb-421, mientras que en los extractos de las células
control no hay reconocimiento de ninguna proteina lo cual demuestra que la transfeccion se

realizd de acuerdo a lo planteado.
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) Ad431+A6 A431 BGH-1
N-19 -
Clona-73 =~ - ‘——J
|
Rb-421 |

Figura 33. Inmunotransferencia para comprobar la expresion de AnxA6 en células A431+A6. (transfectadas
con el pldésmido pIRES+A6. Extractos membranales con 70 pg de proteina por carril, se sometieron a
electroforesis en condiciones reductoras y posterior transferencia a membrana de nitrocelulosa e incubacién
con el anticuerpo N-19, Clona-73 y Rb-421, contra AnxA6. Como control positivo un extracto membranal de
células BHG-1 y como control negativos extractos de células A431.

Después de la transfeccion, probamos la capacidad de la linea celular A431+A6-1
de endocitar B-glucuronidasa bovina. La endocitosis en esta linea celular permanece en
bajos niveles a pasar del uso del nuevo plasmido. Esto sugiere que la AnxA6 no se esta
integrando a la membrana plasmatica, y por lo tanto no hay un incremento significativo de
la endocitosis dependiente de AnxA6. Para determinar si la proteina se estd expresando en
la superficie celular realizamos ensayos de inmunoflurescencia en fibroblastos normales y

en células transfectadas con AnxAS6.

5.16. Expresion de AnxA6 humana en la superficie de células BGH-1y A431+A6.

Para probar que AnxA6 se expresa en la superficie de células BGH-1 se analiz6 la
distribucion de esta a través de inmunofluorescencia, las células se fijaron con
paraformaldehido y no se permeabilizaron cuando se incubaron con los anticuerpos, se
utilizaron los anticuerpos N-19, Clona 73 y Rb-1, (si es verdad que AnxAG6 se expresa en la
superficie de estas células encontraremos sefial de reconocimiento debido a que no se
agrego algun agente que permita la internalizacion de los diferentes anticuerpos) finalmente
se incubaron con los anticuerpos secundarios sin permeabilizar, y se analizaron las
laminillas en un microscopio Olympus BX51, como se observa en la figura 33 el panel B
corresponde a el anticuerpo Clona-73, mientras que los anticuerpos N-19 y Rb-1
corresponden a los paneles (E y H) respectivamente donde se observan sefiales positivas en
la superficie de la célula lo que sugiere que en este tipo de células, AnxA6 se expresa en la

superficie celular, cuando se hace la superposicion de la imagen de inmunofluorescencia
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con la de contraste de fase se vuelve mas evidente la presencia de AnxA6 en la membrana
plasmatica.

Con estos resultados se analizaron las transfectantes estables de AnxA6 (A431+A6),
para verificar que la proteina también se exprese en la superficie de la célula al igual que
las BGH-1, y lo que observamos fue, solo del 5 al 10% de las celulas transfectadas
expresan AnxA6 en la superficie celular estos resultados obtenidos sin permeabilizar
células pero cuando se permeabilizan las células con saponina se observa que estas células
expresan AnxA6 la cual se localiza en vesiculas que se encuentran en todo el citoplasma
celular también observandose en vesiculas cercana al nicleo lo que indica que este tipo
celular no tiene la capacidad de expresarla en la superficie celular. Mientras una pequefia
fraccion de la proteina transfectada se inserta a la membrana plasmatica, lo que trae como
consecuencia que la endocitosis se realice en bajos niveles en este tipo celular, esto
sugeriria que en estas células A431, la endocitosis de B-glucuronidasa bovina es
dependiente de la cantidad de AnxA6 que esté presente en la superficie celular y por lo
tanto no es un buen modelo para demostrar endocitosis (figura 34).

Por lo que fue necesario hacer un analisis con un tipo celular fibroblastoide, para

confirmar la funcionalidad de este nuevo receptor que estamos proponiendo.
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Figura 34. Inmunolocalizacion de AnxA®6 en la superficie de células BGH-1, fijadas con paraformaldehido,
no permeabilizadas y detectadas con los anticuerpos B Clona-73. E, N-19. H, Rb-1. Paneles A, D, G,
fotografia de contraste de fase. Paneles C, F, | suma de fluorescencia con el contraste de fase. Los nlcleos

fueron tefiidos con DAPI.
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Saponina

Sin
Saponina

Figura 35. Inmunolocalizacién de AnxA6 en células A431 y A431+A6. En la fila superior se muestran
células tratadas con saponina (interior celular) y en la fila inferior son células sin el tratamiento de saponina
(superficie celular). Los nucleos fueron tefiidos con DAPI.

5.17. Transfeccion de AnxA6 en células L929

Con el objetivo de obtener unos niveles de endocitosis mayores dependientes de
AnxA6, y pensando que al utilizar una linea celular fibroblastoide obtendremos mejores
niveles de endocitosis de B-glucuronidasa bovina por AnxA6 no olvidando que ésta
depende de la cantidad de AnxA6 que se encuentre disponible en la superficie celular,
utilizamos la linea celular de raton L929, esta linea se ha utilizado para transfectar al
receptor Man6P para analisis de endocitosis lo cual la hacen un buen modelo para este tipo
de experimentos y poder corroborar la funcionalidad de AnxA6 de endocitar p-
glucuronidasa bovina. Para esto se transfectaron las células L929, con el plasmido
pPIRES+AG, con el reactivo FUGENE 6 siguiendo las recomendaciones del fabricante. Una
vez obtenidas las transfectantes estables se probé la sobreexpresion de AnxA6 en este tipo
celular debido a que esta linea expresa pequefias cantidades de AnxA6 y como mostramos

en un ensayo de inmunotrasferencia logramos obtener una linea estable que expresa mayor
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cantidad de AnxA6 con respecto a la celula parental. Sin embargo son mayores los niveles
de AnxAG en las celulas BGH-1(figura 55).

L929 + A6 L929 BGH-1

L —

Figura 36. Inmunotransferencia para comprobar la expresion de AnxA6 en células L929+A6. (transfectadas
con el pldésmido pIRES+AB6, extractos membranales con 70 pg de proteina por carril, se sometieron a
electroforesis en condiciones reductoras y posterior transferencia a membrana de nitrocelulosa e incubacion
con el anticuerpo Clona-73, contra AnxA6. Como controles un extracto membranal de células BHG-1 y
extracto de células L929.

5.18. Ensayos de endocitosis de p-glucuronidasa bovina en células L929 transfectadas
establemente con AnxA6

Una vez que verificamos que la linea L929+A6 sobreexpresa AnxA6 realizamos
ensayos de endocitosis de B-glucuronidasa bovina, se agregaron 5,000 U/ml de la enzima
en presencia de 1 mM de Man6P. Hay un mayor incremento de endocitosis dependiente de
AnxAb6 en esta linea celular, sin embargo, con respecto a nuestro control positivo, las
células BGH-1 los niveles de endocitosis siguen siendo bajos, pero tal incremento es
dependiente de AnxA6.

En celulas L929 por inmunofluorescencia se pudo ver un mayor nivel de expresion
de AnxA6 en la superficie celular lo que correlacionaria con los mejores niveles de
endocitosis. Como se muestra en la figura 36, cuando se trata a las células con saponina
también hay un exceso de AnxA6 citoplasmatica, pero no sabemos qué mecanismo es el
que dirige que esta proteina se inserte en la membrana y funcione como receptor.

A futuro se debe analizar que mecanismo es el que impide tener un mayor
incremento en la endocitosis dependiente de AnxA6 en células transfectadas con este gen,
debido a que dos tipos celulares estdn regulando la expresion de esta proteina ademas
también se tendra que evaluar a futuro que mecanismos son los que disparan la insercion de

AnxAb a la membrana plasmatica para que dicha proteina se comporte como receptor.

112



Resultados

Tabla 8. Endocitosis de B-glucuronidasa bovina en células
L929 transfectadas con AnxA6
Endocitosis de p-glucuronidasa
U/mg/h

L929 6.7£0.5 21.9+2.5

Monocapas de fibroblastos confluentes fueron incubadas
por 2 ha 37 °C con 5,000U/ml de pB-glucuronidasa bovina
en presencia de 1 mM Man6P.

Saponina

Sin
Saponina

Figura 37. Inmunolocalizacién de AnxA6 en células L929 y L929+A6. En la fila superior se

muestran células tratadas con saponina (interior celular) y en la fila inferior son células sin el

tratamiento de saponina (superficie celular). Los ndcleos fueron tefiidos con DAPI.
5.19. Colocalizacion de AnxA6 y B-glucuronidasa bovina en la superficie celular de
células BGH-1y A431+A6

La AnxA6 que se inserta a la membrana plasmética debe unir B-glucuronidasa

agregada al medio de cultivo, para probar esta hipotesis, las células BGH-1 fueron
incubadas en presencia de esta enzima y Man6P a 4°C, para permitir la union de -
glucuronidasa y AnxA6. Posteriormente los cultivos fueron lavados, y la enzima junto con
las células fueron fijadas con paraformaldehido, después las células fueron incubadas en
ausencia de saponina con anticuerpos contra AnxA6 (Clona-73, N-19 y Cy-422) y B-

glucuronidasa (Rb-301). Como esperdbamos la p-glucuronidasa bovina se localizo en la
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superficie celular asociada con AnxA6, segin se observa por la coloracién amarilla en la
imagen superpuesta (merge) figura 37.

Estos experimentos presentan que ambas sefiales colocalizan en la superficie de la
célula lo que demuestra que AnxA6 interactia con B-glucuronidasa bovina y se acumulan
en parches, posiblemente debido a la multivalencia del ligando (ver figura 37)
observandose el mismo patron con los diferentes anticuerpos tanto comerciales asi como
los generados en el laboratorio, en resumen demostramos que AnxA6 en fibroblastos
normales se expresa en la superficie celular asi como también interactia con B-
glucuronidasa bovina.

Por otra parte se realizo el mismo experimento con las células A431+A6 donde se

observé también un colocalizacion de B-glucuronidasa bovina y AnxA6.

Sin embargo, esta colocalizacion solo se realizé en aquellas células que expresan a
la AnxA6 en la superficie celular lo que demuestra que en este tipo celular es muy poca la
AnxA6 que se inserta a la membrana plasmatica y por lo tanto es dificil conseguir
incrementos substanciales de endocitosis de B-glucuronidasa bovina (figura 38). Lo cual
concuerda con los resultados obtenidos por Takagi, (Takagi, H., y cols., 2002) que reportan
que AnxAb6 estad presente sobre la superficie celular de Unicamente el 22 % de las células

transfectadas con AnxAG®.
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Figura 38. Colocalizacion en la superficie celular de B-glucuronidasa bovina y AnxA6 en células BGH-1. Las
células fueron incubadas con B-glucuronidasa bovina a 4°C para permitir la unién de esta enzima con AnxA6
en la superficie celular y posteriormente se fijaron con paraformaldehido y se incubaron con los anticuerpos
primarios en contra de AnxA6 y Rb-301 y finalmente con los anticuerpos secundarios, las imagenes se
tomaron con un microscopio Olympus BX51 loas anticuerpos en contra de AnxA6 (Clona-73, N-19,Cy-422)
se utilizo un anticuerpo secundario acoplado a Texas red (rojo), mientras que el anticuerpo en contra de B-
glucuronidasa( Rb-301), se detecto con un anticuerpo secundario acoplado a FITC (verde) a Clona 73, d N-
19, g Cy-422, b,e,h Rb-301, c,f,i imagenes compuestas. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI.
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Figura 39. Colocalizacion en la superficie celular de B-glucuronidasa bovina y AnxA6 en células A431+A6.
Las fotografias se tomaron con un microscopio de fluorescencia Olympus BX51. Los nicleos fueron tefiidos
con DAPI.

5.20. Inhibicion de la endocitosis de p-glucuronidasa bovina por anticuerpos en contra
de AnxAG.

Para confirmar que AnxA6 se comporta como un receptor endocitico, independiente de
Man6P, se probo la habilidad de los anticuerpos generados en el laboratorio y comerciales
en contra de AnxA6 para inhibir la endocitosis de B-glucuronidasa bovina. Los cultivos de
fibroblastos fueron incubados 1 hora con los anticuerpos antes de afiadir la enzima bovina.
Bajo estas condiciones el anticuerpo policlonal en contra de AnxA6 (BO1) o anticuerpos
generados en el laboratorio fueron capaces de inhibir arriba del 65% de la endocitosis de -
glucuronidasa bovina (figura 39). No encontrandose inhibicion cuando se pone como
control suero preinmune, el anticuerpo monoclonal Clona-73, o 1gGs de conejo en contra
del receptor CI-Man6PR (Rb164) a los cultivos. Juntando todos estos resultados sugieren
que anticuerpos en contra de AnxA6 se unen a esta proteina, y eliminan su funcién como
receptor endocitico. Las diferencias observadas en la habilidad de cada anticuerpo para
eliminar la endocitosis de la enzima bovina implica que cada anticuerpo reconoce epitopos
del receptor que no estan expuestos en la superficie o no relacionados directamente con el

sitio de union del ligando (Gonzéalez-Noriega, A. y Michalak, C. 2001)
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% Control

% Control

Clona 73 Rb 646 Rb 164
196G

Figura 40. Inhibicion de la endocitosis de B-glucuronidasa bovina con anticuerpos en contra de RI-Man6P.
A) Antisueros en contra de AnxA®6, los fibroblatos deficientes de B-glucuronidasa fueron preincubados 1 hora
a 37°C, con MEM-BES que contiene 24 pl/ml con suero preinmune de conejo, 24 pl del anticuerpo B01
(antisuero en contra de AnxA6 proteina completa), o el antisuero en contra del RI-Man6PR (Rb-1,Rb-421,Rb-
646) previo a la adicion de 5000U/ml de B-glucuronidasa bovina y 1 mM de Man6P. Después de dos horas a
37°C, la B-glucuronidasa asociada a la célula fue cuantificada. Los niveles de endocitosis se expresaron como
porcentaje del control. B) Inmunoglobulinas, para la adicion de las 1gGs se siguié el mismo protocolo que el
de los antisueros que nos permitio la cuantificacion del efecto de las inmunoglobulinas sobre la endocitosis de
B-glucuronidasa bovina. Se agragaron 40 pg/ml del anticuerpo Clona73 y 200 pg/ml de 1gG aislada del
anticuerpo Rb-646 (RI-Man6P) o del anticuerpo Rb-164 (CI-Man6PR).

5.21. Colocalizacion de AnxA6 y B-glucuronidasa bovina en vesiculas endociticas.

Por otro lado también investigamos si la B-glucuronidasa bovina endocitada colocaliza con
AnxABb en vesiculas endociticas. Fibroblastos humanos fueron incubados en la presencia o
ausencia de B-glucuronidasa bovina y 5mM de Man6P a 20°C para permitir el lento
transporte de la enzima bovina endocitada de endosomas a lisosomas. En este momento, las
células fueron fijadas y permeabilizadas con saponina, y la distribucion de AnxA6 y la B-
glucuronidas enddgena fue analizada por microscopia doble inmunofluorescencia (figura
40). La pB-glucuronidas enddgena y AnxA6 se encuentran localizadas en vesiculas
diferentes. De hecho, se ha reportado previamente que AnxA6 no se encuentra en vesiculas
lisosomales (Gonzalez-Noriega, A., y cols. 2006; Pons, M., y cols. 2001). Sin embargo, en
fibroblastos incubados en presencia de B-glucuronidas bovina, se observaron vesiculas que
contenian ambas proteinas AnxA6 y B-glucuronidas bovina (figura 40), sugiriendo que por
lo menos en el primer paso de endocitosis el complejo ligando-receptor se encuentra en las

mismas vesiculas.(Gonzalez-Noriega, A., y cols. 2006)
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Figura 41. Andlisis de inmunofluorescencia de AnxA6 en fibroblastos humanos. Las células se crecieron en
cubre objetos y fueron incubados en la presencia (B,D) o ausencia (A,C) de 10,000 U/ml de B-glucuronidasa
bovinay 1 mM de Man6P en MEM-BES (pH 6.8-7.0). Después de 2 horas de incubacion a 4°C (A,B) o a
20°C (C,D), las células fueron lavadas con 100 mM NaCl/10 mM Ca Cl,/ 25mM BES/ 25mM Maleato pH6.8
y fijadas después por 15 min con paraformaldehido al 2%. La incubacion con los anticuerpos se realizé en
presencia (C,D) o ausencia (A,B) de 0.1% de saponina. En el primer paso, las células fueron incubadas con
los anticuerpos contra AnxA6 (Clona 73) y B-glucuronidasa bovina (Rb-301). En el segundo paso, las células
fueron lavadas e incubadas con IgG anti-mouse Texas red- horse y anti-rabbit FITC-donkey. Las iméagenes
superpuestas se muestran a AnxA®6 tefiida con rojo y en verde la B-glucuronidasa bovina, colocalizacion se
observa en amarillo. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI. El recuadro en cada fotografia fue aumentada
digitalmente con la ayuda del software Adobe Photoshop (E,F,G,H). Barra es igual a 40um.
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6. Discusién

En el presente trabajo se han presentado resultados que confirman que el receptor
independiente de Man6P para la endocitosis de B-glucuronidasa bovina es la proteina
soluble AnxA6. Analisis de LC/ESI-MS/MS permitieron identificar que los tres péptidos
que se obtienen al purificar este receptor, corresponden a AnxA6. Varios enfoques
permitieron corroborar esta hipdtesis: Primero, a través de ensayos Far Western Blot se
probd la unién especifica de p-glucuronidasa bovina y el receptor purificado a partir de
higado bovino, 6 de AnxA6 humana recombinante expresada y purificada de E. coli.
Segundo, a traves de ensayos de Western Blot se prob6 que anticuerpos generados en el
laboratorio en contra del RI-Man6P y anticuerpos comerciales en contra de AnxA®6 tienen
reaccion cruzada tanto con el receptor purificado a partir de membranas de higado bovino,
asi como con AnxA6 humana recombinante expresada en bacterias. Tercero, se observo un
incremento en la endocitosis dependiente de AnxA6 de B-glucuronidasa bovina en dos
lineas celulares que expresan establemente AnxA6 por transfeccion. Finalmente,
anticuerpos contra AnxA6 permitieron corroborar la presencia de esta proteina en la
superficie de la membrana plasmatica, asi también bloquean especificamente la endocitosis
de B-glucuronidasa bovina dependiente de AnxA6. Estos resultados ponen de manifiesto

una funcién no reportada para AnxA®6.

AnxAB se expresa en todos los tejidos de mamiferos, y tiene una alta concentracion en el
higado, musculo, corazén y bazo (Kaetzel, M.A., y cols. 1994; Gerke,V., y Moss, S.E.
2002). AnxA6 es una proteina citosolica que se asocia a la cara interna de la membrana
plasmatica en presencia de cationes divalentes. Esta union es reversible debido a la
remocion de calcio o la presencia de agentes quelantes tales como EGTA y EDTA que
promueven la liberacion de la AnxA6 de la matriz de fosfolipidos (Gerke,V., y Moss, S.E.
2002). AnxAb6 se encuentra asociada a microdominios membranales que tienen caveolina,
estas regiones tambien son ricas en esfingolipidos y colesterol (Babiychuck, E.B., y Drager,
A 2006). Hasta ahora, la AnxA6 ha sido considerada como una proteina multifuncional
que ha sido relacionada a: proliferacion, diferenciacion, inflamacion y migracion celular.
También tiene que ver con mecanismos de endocitosis, exocitosis y transporte de

membrana. Aungue AnxA®6 es una proteina citoplasmica multifuncional, varios grupos han
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mostrado evidencias que AnxA6 también se expresa sobre la superficie de la membrana
extracelular donde esta proteina interactia con varios ligandos extracelulares tales como
LRP-1, fetuina, heparina y condroitin sulfato. No obstante que el mecanismo de asociacion
de AnxAG6 al lado externo de la membrana plasmatica permanece desconocido, la funcion
de AnxA6 en la superficie celular ha sido ligada a la adhesion y migracion celular (Takagi,
H., y cols. 2002; Grewal, T., y cols. 2010; Ishitsuka, R., y cols. 1998).

6.1. Isoformas de AnxA6

Considerando que el RI-Man6P es una proteina integral de membrana lo hemos
extraido utilizando concentraciones altas de Triton X-100. Como ya se menciono
anteriormente la presencia de este detergente produce un comportamiento anémalo en us
migracion en PAGE-SDS. En este trabajo hemos tenido especial cuidado en eliminar el
Triton X-100, desplazandolo con dos detergentes, deoxicolato de sodio y SDS. Debido a
que el Tritdbn X-100 adsorbe a una densidad optica de 280 nm se monitore0 su perdida
midiendo el eluato a esta longitud de onda. La tedrica eliminaciéon de este detergente ha
tenido dos efectos: uno poder tefiir al RI-Man6P con azul de Coomassie, el otro encontrar
que el receptor purificado se resuelve en tres bandas de proteina en lugar de las dos

inicialmente reportadas.

Los anélisis de LC/ESI-MS/MS confirmaron que las tres proteinas corresponden a
AnxAB, en la base de datos esta reportado que existe un solo gen que codifica para esta
proteina, también se ha reportado que existe una sola copia de este, por lo tanto, la
presencia de estos tres péptidos solo se puede explicar como isoformas de una misma
proteina, las cuales presentan diferencias en su peso molecular aparente, en la
conformacién de la proteina, como se muestra en los ensayos de inmunotrasferencia,
usando un grupo de anticuerpos en contra de AnxA6, asi como su afinidad para unir -
glucuronidasa bovina. Estas diferencias observadas pueden ser debidas a alteraciones en la
medida del receptor o debido a las moléculas que no se han removido del péptido de 68
kDa, las cuales pueden inhibir la unién. Tenemos algunos resultados que sugieren que estas
isoformas sean debidas a degradaciones que sufre la molécula de 68 kDa en el amino

terminal ya que un anticuerpo policlonal (N-19) el cual esta dirigido contra los primeros 50
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aminoacidos de la Anx6 solo reconoce a la banda de mayor peso molecular y ademas el
hecho que la secuencia amino-terminal de las bandas de 64 y 56 kDa inician en el
aminoéacido 40 de la secuencia total de la proteina revela dicha hipétesis. Cabe mencionar
qgue se encontrd en las tres proteinas el péptido carboxilo terminal completo. Lo cual
descarta cortes en el extremo carboxilo terminal de AnxA6. Sin embargo, hay que probar

dicha hipotesis.

Estudios preliminares del laboratorio, en donde se purifica parcialmente a AnxA6 a
través de protocolos reportados en la literatura, permiten concluir que estas tres isoformas
de AnxA6 son reales debido a que estas se pueden separar por peso molecular,
hidrofobicidad y carga, fue posible también detectar estas isoformas de AnxA6 con

anticuerpos comerciales en contra de AnxA6 reportados previamente.

Por otro lado se sabe que AnxA6 sufre un splicing alternativo pero este no
corresponde a los pesos moleculares que nosotros hallamos, tal splicing alternativo lo sufre
en el exon 21 de la AnxA®, el cual genera dos isoformas (Anx6-1 y Anx6-2) que varian
solo por la secuencia 524-VAAEIL-529 (Langen, R., y cols. 1998; Moss, S.E., Crumpton,
M.J. 1990). Recientemente el grupo de Bandorowicz Pikula presenta que Anx6-1 estd
asociada con endosomas tempranos, y Anx6-2 estd asociada con endosomas tardios. Las
propiedades de su traslocacion dependiente de calcio y pH entre endosomas tempranos y
tardios fueron diferentes (Moss, S.E., Crumpton, M.J. 1990).

También se han reportado cambios conformacionales de AnxA®6, que pudieran explicar
la presencia de isoformas de esta proteina, pero mas que cambios conformacionales son
cambios en la estructura secundaria de la proteina los cuales son inducidos principalmente
por una baja en el pH o por interaccion con GTP apareciendo estructuras de a hélice
capaces de atravesar la membrana plasmatica o cambios de estructuras de o hélice a
estructuras de laminas B (Golczak, M., y cols. 2001; Kirilenko, A., y cols. 2002). Lo que
sugeriria que esta proteina al cambiar de conformacion tenga comportamientos diferentes
en un corrimiento electroforético el cual observamos en las proteinas que hemos purificado.
Sin embargo, esto tiene que corroborarse posteriormente. Hasta el momento lo Unico que

es claro es que existen estas isoformas de AnxA6 las cuales no han sido reportadas
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anteriormente y que creemos que no se habian reportado debido a que se han tomado como
reconocimientos inespecificos de algunos anticuerpos en contra de AnxA®6, con respecto a
lo anterior, algunos autores que trabajan con AnxA6 utilizan anticuerpos en contra de
AnxA6 adsorbidos a la proteina de 68 kDa, (Thorin, B., y cols. 1991; Ortega, D., y cols.
1998; Grewal, T., y cols. 2000 Pons, M., y cols. 2001), los cuales ya no serian capaces de
reconocer a las isoformas menores, las cuales nosotros estamos reportando. Todos estos
trabajos, dejan ver que la presencia de isoformas de AnxA6 es factible, sin embargo se
necesita trabajar en la caracterizacion de dichas isoformas de AnxA6 y encontrar su funcion
dentro de la célula.

6.2. AnXA6 como receptor endocitico.

En este trabajo hemos encontrado que AnxA6 se comporta como un receptor
endocitico, por lo cual debe cumplir varios requisitos propios de una proteina integral de
membrana; esto es: a) la endocitosis mediada por este receptor putativo debe ser
dependiente de tiempo y temperatura, b) alguno de sus dominios deben ser accesibles a
anticuerpos afnadidos al medio y estos deben inhibir la endocitosis de la B-glucuronidasa
bovina, c) debe unir a su ligando, d) células que no expresan la AnxA6 no deben endocitar
a la B-glucuronidasa bovina, €) la sobreexpresion de la AnxA6 debe reflejarse en un
incremento de la endocitosis de B-glucuronidasa bovina y f) la B-glucuronidasa cuya
endocitosis es mediada por AnxA6 debe ser observada en vesiculas endociticas en que

ligando y receptor estén juntos.

A la fecha no es claro como AnxA6 se puede integrar a la membrana para poder
realizar esta funcién debido a su falta de péptido sefial y dominios hidrofébicos
suficientemente largos que permitan atravesar la membrana plasmatica para anclarse a la
membrana plasmatica ¢ a la superficie de esta y captar ligandos; sin embargo posee
dominios (YXX¢) que le permiten interactuar con Adaptina tipo 2 (Creutz, C.E., Snyder,
S.L. 2005), lo que es consistente con el posible papel que puede desarrollar esta proteina
como un receptor putativo endocitico transmembranal. Sin embargo; esto no se ha podido
demostrar debido a que AnxA6 no posee dominios obvios transmembranales que le

permitan insertarse a la membrana plasmatica. No obstante, ha sido descrito para varias
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anexinas un modo alternativo de unién a membranas, en el cudl se altera profundamente la
estructura general y ello conlleva a la insercion de la proteina en la bicapa lipidica. El
determinante de tal interaccion es el pH del medio, de tal manera que a pH bajo, entre 4 y 5,
se protonan (de forma reversible) diversos residuos de la proteina, lo cual modifica la
conformacién e incrementa la hidrofobicidad de las anexinas, apareciendo estructuras alfa

hélice continuas y transmembranales.

El entorno lipidico (principalmente fosfolipidos) de la membrana contribuiria a que
esta insercion se realizara en condiciones fisiologicas, ante transitorias y moderadas caidas
del pH intracelular. Modelos andlogos a éste, descritos para la anexina B12, son
consistentes en la exposicidén de amplias zonas hidrofobicas que, en las formas solubles, se
hallan hacia el interior, explicando asi mismo las inserciones inducidas a bajo pH
observadas en las anexinas Anx5, Anx2 y Anx6. Esta Ultima experimenta, a pH inferior a 6,
una disminucién en su contenido de a-hélices con la aparicion de ld&minas-B y giros-p, que
al insertarse en la membrana hacen que las anexinas son capaces de actuar como canales
i6nicos (Golczak, M., y cols. 2001a). Un mecanismo similar ha sido descrito, para AnxA6,
en donde proponen la insercion de AnxA6 a la bicapa lipidica. Esta interactda con la
membrana de una manera independiente de calcio la cual se comporta como una proteina
integral de membrana que es solo solubilizada con Triton X-100 y es resistente a EGTA y
parcialmente solubilizada con bicarbonato de sodio. (Bianchi, R., y cols. 1992; Golczak,
M., y cols. 2001).

También se sabe que AnxA6 y caveolina interactian y se ha corroborado que
AnxA2 y A6 se encuentran en fracciones caveolares purificadas de diferentes células y
tejidos (Calvo, M. y Enrich, C. 2000; Pol, A. y cols., 1997; 7 Foster, L.J. y cols. 2003;
Aboulaich, N., y cols. 2004). Por otra parte, se ha encontrado un complejo formado por
AnxA2 y caveolina el cual facilita el transporte de colesterol esterificado de la membrana
plasmatica a membranas internas. (Uittenbogaard, A. y cols. 2002; Smart, E.J. y cols.
2004). Sin embargo, se necesitan realizar estudios para verificar a través de cual
intermediario interactia AnxA6 para endocitar f-glucuronidasa bovina.

Aunque AnxA6 es una proteina citoplasmatica, otros grupos han presentado

evidencias que AnxA6 también existe en la superficie celular (Tressler, y cols., 1994). Un
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nimero de articulos recientes han reportado que proteinas citoplasmicas pueden ser
secretadas al espacio extracelular por un mecanismo desconocido; proteinas citoplasmicas
pueden ser también encontradas en la superficie celular como receptores para varias
proteinas. Por ejemplo AnxAb5 fue identificada como receptor de colagena tipo Il la cual
usualmente es llamada ancorina ClI (Kirsch y Pfaffle, 1992). AnxA2 es el receptor para
tenancina C (Chung y Erickson, 1994) y, para plasmindgeno y el activador de
plasmindgeno (Hajjar, y cols., 1994). Asi también, se ha reportado que calreticulina, una
proteina de unién a calcio expresada principalmente en el RE y en menor proporcion en
otros compartimentos celulares, puede funcionar como un receptor para trombospondina a
pesar de su sefial KDEL de retencion en el RE est4 bien demostrado que se encuentra en la
superficie celular (Goicoehea, y cols., 2000). Estos reportes soportan la presente nocion que
AnxAb6 existe en la superficie y puede funcionar como receptor para condroitin sulfato,

LRP-1, fetuina, heparina entre otras.

A la fecha hay varias hipotesis que explican como es que las anexinas pueden llegar
a la superficie celular; la primera se han encontrado a diferentes Anexinas (Al, A2, A4, A5
y A6) en la superficie celular y en circulacion y se cree que estas son liberadas al medio
extracelular por exosomas (van Genderen, H. O. y cols. 2008; Sakwe, A. M., y cols. 2011)
y de esta manera interactian en la superficie con la membrana plasmatica y captan a su
ligando y promueven la adhesién celular. Por ejemplo, existen varios estudios con AnxAz2,
donde se ha demostrado que esta proteina es secretada en el ambiente extracelular en ambas
formas soluble y unida a membranas (Siever, D. A., y Erickon, H. P. 1997). Aunque la
funcién detallada de AnxA2 extracelular no es totalmente entendida, se ha reportado que
interacta con proteinas de la matriz extracelular y proteasas especificas, para regular la
activacion de plasmindgeno, migracion celular y adhesion celular (Tressler, R. J., y cols.
1993; Hajjar, K. A., y Krishnan, S 1999). Ademas AnxA2, unida a la membrana y la
extracelular, pueden jugar papeles significativos en la invasién tumoral y metéstasis. En la
superficie de células tumorales, el heterotetrdmero de AnxA2 interactla con catepsina B,
una cisteina proteasa que es secretada al medio extracelular y juega un papel importante en
el desarrollo de tumor e invasion (Poole, A. R., y cols. 1978; Recklies, A. D., y cols.1980).
Interacciones de AnxA2 con catepsina B pueden facilitar una cascada proteolitica en la
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matriz extracelular, (Mai, J., Waisman, D. M., y Sloane, B. F. 2000). Sin embargo, los
mecanismos que regulan el transporte de AnxA2 a través de la membrana celular son
desconocidos (Creutz, C.E. 1992).

Avances recientes demuestran que la estimulacién con insulina incrementa
marcadamente la cantidad de AnxA2 extracelular, sugiriendo un puente entre la
sefializacion del receptor de insulina (IR/IGF-1R) y la secrecion de AnxA2, sin embargo,
los resultados no son concluyentes (Zhao, W.Q., y cols. 2003). Todas estas hip6tesis dejan
claro que AnxA6 puede encontrarse en la superficie celular y por ende funcionar como

receptor tipo lectina, involucrado en la adhesién y migracion celular.

Aunque nuestros resultados sugieren que el receptor endocitico independiente de
Man6P para la B-glucuronidasa es la proteina citosolica AnxA®6, es necesario definir qué
condiciones son las que disparan que AnxA®6 se inserte en la membrana plasmética y qué

mecanismos permiten a esta proteina comportarse como un receptor endocitico.

Nuestros hallazgos implican que esta proteina, al cambiar su configuracion,
adquiere una nueva funcion. Quizas es a través de este tipo de proteinas multifuncionales
que podemos conectar mas facilmente fendmenos como la degradacion y el recambio de
macromoléculas con el crecimiento, la diferenciacion y muerte celular. Curiosamente, el
CI-Man6PR es una de las pocas proteinas que interactdan con mdltiples ligandos, algunos
de los cuales son importantes factores regulatorios del crecimiento (Kornfeld, S. 1992). El
CI-Man6PR participa en la internalizacion y degradacion lisosomal de IGF-11, un mitégeno
que normalmente actlia a través del receptor IGF-I para estimular la proliferacion celular
(Ellis, M.J. y cols. 1996). El receptor CI-Man6PR es requerido para la activacion de TGF-3
(Dennis, P.A. y Rifkin, D.B. 1991) un potente inhibidor del crecimiento en muchos tipos
celulares. Este receptor también esta involucrado en la union, transporte y activacion de
enzimas lisosomales sintetizadas de novo, tales como catepsinas (Dahms, N.M. y cols.
1989; Nolan, C.M. y Sly, W.S. 1987), las cuales han sido recientemente implicadas en la
induccidn de apoptosis (Zang, Y. y cols. 2001). Con base a estas funciones, el CI-Man6PR
se ha propuesto que juega papeles principales en la regulacion del crecimiento celular y
apoptosis (Da Costa, S.A. y cols. 2000)
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La existencia de receptores alternativos tales como LIMP I, sortilina y AnxA6
corroboran la existencia de diferentes mecanismos para el transporte de hidrolasas acidas,
estos podrian explicar porqué algunos tejidos de pacientes con la enfermedad de

mucolipidosis 11 no son deficientes de enzimas lisosomales.

127



Conclusiones



Conclusiones

7. Conclusiones

Los resultados que hasta ahora hemos obtenido permiten concluir:

10.

El receptor para la endocitosis de B-glucuronidasa bovina independiente de Man6P
es Anexina VI.

AnxABG es codificado por un solo gen.

En geles de poliacrilamida se resuelve en tres bandas de proteina una mayoritaria de
68 kDa y dos isoformas de 64 y 56 kDa.

La AnxA6 une especificamente a la B-glucuronidasa bovina, no todas las isoformas
reconocen con la misma afinidad a la B-glucuronidasa bovina.

La cinética de asociacion de B-glucuronidasa bovina, a 4° y 37° C indica que debe
haber una reposicién de receptores para mantener la linearidad de endocitosis
durante varias horas.

La presencia de AnxA6 en la membrana plasmatica fue corroborada por métodos
inmunocitoquimicos.

La AnxA6 recobinante expresada en E. coli solo presenta la banda de 68 kDa lo
cual sugiere que solo las células eucariotas tienen capacidad de procesar la proteina
de 68 kDa y generar las otras dos isoformas.

La B-glucuronidasa bovina inmediatamente después de ser endocitada se encuentra
en vesiculas endociticas que contienen AnxAB.

Las lineas celulares que no expresan a la AnxA6 no endocitan p-glucuronidasa
bovina.

La sobreexpresion de AnxA6 no necesariamente se traduce en un incremento en la
endocitosis de la B-glucuronidasa bovina, ya que su endocitosis no es dependiente
de la cantidad de AnxA®6 total, sino de la fraccion de AnxA6 que se integra a la
membrana plasmatica.
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8. Anexo |
Las Anexinas

Las anexinas son proteinas solubles en agua, tienen la capacidad de unirse a calcio y
a fosfolipidos (Edwards, H.C., y Crumpton, M. J. 1991). Forman canales de calcio
dependientes de voltaje en bicapas lipidicas planares (Pollard, H.B., y Rojas, E. 1988).
Brisson y cols., (1991) y Huber y cols. (1992) encontraron que estas proteinas presentan
caracteristicas estructurales y funcionales tanto de proteinas solubles asi como de proteinas
integrales de membrana. En esta naturaleza dual se refleja su clasificacion anfipatica
(Huber, R., y cols. 1992). Las anexinas pertenecen a una enorme familia de proteinas que

estd conservada en todos los reinos eucariotas, salvo en hongos.

Propiedades funcionales y estructurales han sido usadas para determinar si una
proteina pertenece a la familia de las anexinas. El principal motivo estructural por el cual
las anexinas son definidas, es el dominio anexina, que es una secuencia conservada de 70

aminoacidos a través del cual unen calcio (Smith, P.D., y Moss, S.E. 1994).
Estructura de las Anexinas

Las anexinas se caracterizan por poseer una secuencia (motivo) de
aproximadamente 70 aminoacidos los cuales se repiten 4 veces en cada uno de los
miembros de esta familia excepto en AnxA®6, en esta proteina el motivo se repite 8 veces, (
figura 39). Estas repeticiones son altamente conservadas, cada una forma una estructura
compacta alfa-helicoidal que comprende cinco a-hélices que giran a la derecha formando
una estructura de super hélice. Cuatro dominios son formados con estas estructuras
denominados dominios I, I, 11l y IV, los cuales forman dos médulos simétricos. Un poro
hidrofilico se encuentra en el centro de la molécula, formando un canal i6nico cargado y
formado por residuos conservados. Los sitios de unién a calcio de las anexinas se
encuentran en el lado convexo de la molécula de anexina (Voges, E., y cols. 1994). Por otra
parte tienen un carboxilo terminal conservado mientras que su extremo amino terminal es
variable a través del cual se pueden diferenciar a las anexinas (Rojas, E., y cols. 1990). Las
anexinas se han agrupado en tres categorias: 1) 4 repeticiones y amino terminal corto; 2) 4
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repeticiones y amino terminal largo; y 3) 8 repeticiones y amino terminal corto, tal es el
caso de la AnxA6. (Voges, E., y cols. 1994).

La funcidn de las anexinas no es muy clara, por lo que se ha propuesto que realizan
varias funciones que se han determinado gracias a estudios in vitro, por ejemplo: algunos
miembros tienen que ver con la inhibiciéon de la fosfolipasa A2 (Russo-Marie, F. 1992),
actividad anticoagulante (Funakoshi, T., y cols. 1987), unién a proteinas del citoesqueleto
(Ikebuchi, N. W., y Waisman, D. M. 1990), agregaciones de vesiculas y membranas
(Creutz, C.E. 1981) y actividad de canal iénico (Pollard, H.B., y cols. 1992) .

Anexinas con 4 repeticiones

N-Terminal C-Terminal
Anexina VI
N-Termina
I Regidén
Linker
C-Terminal
VAAETL
524 529

Figura 42. Estructura de las anexinas. En la parte superior de la figura se muestra una anexina con 4
repeticiones del dominio anexina, con algunos probables sitios de unién a calcio. En la parte inferior se
muestra la estructura de AnxA6 con 8 repeticiones del domino anexina, la region “linker” y el “splicing”
alternativo que sufre esta proteina. Ademas de los sitios de union probables de union a calcio. Diagrama
modificado del articulo de Enrich, C., y cols.2011.

Generalidades de AnxA6

AnxAG6 es una proteina monomerica con un peso molecular de 68-70 kDa, la cual

corre como un doblete muy cerrado en geles de poliacrilamida SDS. Tiene un punto
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isoeléctrico de 5.6 a 5.8 y se ha reportado que tiene un sitio de union para calcio y en la
ausencia de fosfolipidos esta unién tiene una constante de disociacién de 1.2 uM. Por otra
parte se ha reportado que AnxA®6 tiene ocho sitios de unién para calcio en la presencia de
fosfolipidos lo cual indica la cooperatividad en esta unién de calcio y fosfolipidos por
ANnxAG.

Existen algunos reportes donde se describe que AnxA6 purificada interactia
directamente con matrices hidrofébicas sugiriendo que ésta se puede comportar como una
proteina integral de membrana o solo interaccionar con los fosfolipidos través del calcio. (
figura 40) Sin embargo, existen estudios donde se describe que AnxA6 es una proteina de
naturaleza hidrofilica en lugar de una proteina anfipatica. La asociacion de AnxA6 con
organelos membranosos u otras matrices hidrofobicas en presencia de calcio se explica por
su habilidad para unirse a ciertos fosfolipidos de una manera dependiente de calcio, una
propiedad comun de todas las anexinas. AnxA6 se sabe que se une a fosfolipidos acidicos
como: fosfatidilserina, fosfatidilinositol y acido fosfatidico, ademas de acidos grasos libres,

tales como araquiddnico, oleico y palmitico en una baja concentracion de calcio.

Membrane destabilization Membrane insertion

Figura 43. Modelo de unidn periférica a membrana e insercion de anexina a la membrana. Dos potenciales
interacciones de una molécula monomerica de anexina al lado citoplasmico de una membrana hipotética. En
el lado izquierdo se muestra a Anexina unida periféricamente. Se sabe que esta interaccién de anexina con la
bicapa lipidica incrementa la permeabilidad de la membrana. En la parte derecha se muestra a Anexina
insertada en la bicapa lipidica después de la protonacion a pH 4acido, la desestabilizacién de la estructura
nativa de esta molécula la cual principalmente estd plegada en estructuras o-helice las cuales se repliegan
generando una configuracion de siete segmentos transmembranales. Aunque la estructura propuesta esta
obligada a orientar los extremos NH2 y COOH en lados opuestos de la bicapa, la orientacion que se presenta
en el gréfico es arbitraria. Langen, R., y cols. 1998. Figura tomada de Gerke, V., y Moss, S.E. 2002.

AnxA6 también es capaz de unirse a fosfatidiletanolamina pero no a

fosfatidilinositol 4,5-bi fosfato, esfingomielina o fosfatidilcolina en altas concentraciones
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de calcio. Estas caracteristicas y la inhabilidad de AnxA6 para interactuar con matrices
hidrofobicas en la presencia de calcio libre, sugiere que la proteina interactda con la cabeza
polar del fosfolipido en una manera iénica de la siguiente forma proteina-calcio-
fosfolipido. Aungue esta interaccidn no es absoluta la cabeza polar cargada negativamente,
contribuye a la especificidad de union. Este mecanismo se puede corroborar con evidencias
obtenidas por cristalografia de rayos X la cual muestra que AnxA6 forma arreglos regulares
de estructura parecida a trisqueliones en la presencia de fosfolipidos.

La AnxA6 presenta dos motivos fosforilables, la Ser 13 y la Thr 356, candidatos a
explicar la moderada fosforilacion de la proteina inducida por factores de crecimiento
(Moss, S.E., y cols. 1992). La Thr 356 se ubica en la region linker y al inducir la mutacion
T356D, que simula la fosforilacion de este residuo, se han descrito tanto un incremento de
la flexibilidad como cambios en las asas de union al calcio que conllevan un incremento en
la afinidad y una relajacion de la estructura (Freye-Minks, C.,y cols. 2003). Ademas, el
grado de fosforilacion por PKC, que en la molécula nativa es bastante bajo, se incrementa
en la mutante T356D, sugiriendo la exposicién de nuevos motivos fosforilables. La region
linker, comprendida entre los residuos 325-363, es ademas un dominio de interaccion
proteina-proteina. Es a través de este dominio que la AnxAG6 interacciona, entre otras, con
la proteina pl20GAP (Chow, A., y Gawler, D. 1999), que es una proteina reguladora
(activadora de la actividad GTPasa intrinseca) de Ras p21. La actividad de esta proteina es
clave para la correcta sefializacion a través de MAPKSs, que regulan la proliferacion celular.
En concreto, en respuesta a un pico de calcio y a través de su dominio C2, p120GAP se
transloca hacia la membrana plasmatica donde contribuye a desactivar a Ras (revisado en
Cullen, P.J., y Lockyer, P.J. 2002).

La interaccion con p120GAP es, ademas, especifica para la AnxA6, ya que ninguna
de las otras anexinas, de un solo nucleo, posee la region linker. Interesantemente, los
cambios conformacionales que modifican la disposicién no sélo p120GAP, a través de su
dominio C2, es capaz de interaccionar con la region linker de la AnxA6. Al igual que otras
anexinas, como la Al o la A2 que ademas son sustratos fosforilables, la Anx6 es capaz de
asociarse con isoenzimas de la familia proteina cinasa C (PKC), si bien no actia como
sustrato. Curiosamente, la interaccion proteina-proteina que establece la AnxA6 en células

de musculo esquelético (Schmitz-Peiffer, C., y cols. 1998), tejido en el que se expresa de
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forma abundante (0.2% de la proteina total), no es especifica de isoenzima pero si de la
subfamilia de las PKC convencionales, interaccionando al menos con la PKCa-B, las cuales
presentan, al igual que pl20GAP, dominios C2 de union a calcio-dependiente a
membranas. (No obstante, no s6lo la unién a membranas o las distintas fosforilaciones
pueden afectar a la funcion y estructura de la AnxA6. Bandorowicz-Pikula y colaboradores
han demostrado que la AnxA6 puede unirse a los nucledtidos ATP y GTP, con una
estequiometria de 1:1, y que dicha unién produce un cambio conformacional sutil (con tan
solo 7-8 residuos afectados) que afecta a su funcion (Bandorowicz-Pikula, J., y cols. 2003).
El modelado molecular sugiere que el nucle6tido se une en un sitio ubicado en el centro del
“core”, a través de dos motivos de unidn idénticos (F-X-X-K-Y-D/EK- S-L) presentes uno
en cada tdndem de repeticiones (Bandorowicz-Pikula, J., y cols. 2003). Esta unién induce la
actuacion de la AnxA6 como canal idnico, observada en bicapas lipidicas coplanares,
mediante un mecanismo que no conlleva la insercion en la membrana. Es por ello que ha
sido postulada la actuacion de la AnxA6 como biosensor de GTP (Kirilenko, A., y cols.
2002).

Asi, la concentracion del nucledtido modularia la asociacion a la membrana de la
Anx6 pudiendo acoplar, por ejemplo, sefializaciones a partir de GTPasas pequefias con el
metabolismo del calcio u otros iones.

Funcionalidad AnxA6 en el sistema endocitico.
La Anx6 se encuentra ampliamente expresada en tejidos de mamiferos, a excepcion

de los eritrocitos, aungque se expresa en mayor medida en determinados tipos celulares
especificos tales como células endocrinas, higado, ciertos epitelios ductales, corazon y
musculo (Clark, D.M., y cols. 1991).

Su localizacion subcelular depende del sistema utilizado, aunque basicamente se
encuentra en forma soluble y asociada a endosomas. Asi, en hepatocitos de rata se
encuentra mayormente asociada a endosomas subapicales (o pericanaliculares) positivos
para Rab 5 (Ortega, D., y cols. 1998). Fracciones aisladas de este tipo celular revela un gran
enriquecimiento de AnxA6 en estructuras de “sorting” (CURL), reciclaje y cuerpos
multivesiculares (prelisosomas), y, en menor grado, en cisternas de Golgi, no
encontrdndose en los lisosomas (Pons, M., y cols. 2000). Similarmente, en células

polarizadas WIF-B, utilizadas por su gran similitud con los hepatocitos diferenciados, la
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AnxA6 se distribuye en dos poblaciones, una asociada a los pre-lisosomas, y otra a
cisternas del aparato de Golgi (Pons, M., y cols. 2001). Mediante fraccionamiento celular
de células BHK, se ha observado asociada a endosomas tempranos y tardios. En células
NRK, el patron observado es principalmente pre-lisosomal.

La AnxA6 fue involucrada en la formacion de vesiculas recubiertas de clatrina en
base a resultados obtenidos in vitro en sistemas de membranas aisladas de fibroblastos (Lin,
H.C., y cols. 1992). Dicha implicacion no pudo ser demostrada, sino mas bien contradicha,
en sistemas in-vivo. Asi, en células A431, que carecen de AnxA®6, la endocitosis mediada
por vesiculas de clatrina tiene lugar con normalidad y la sobreexpresion de AnxA6 no
revierte la inhibicion inducida por la carencia de citosol, el cual contiene otros factores
necesarios que se translocan a la membrana en respuesta a un incremento de calcio
intracelular (Smythe, E., y cols. 1994).

Ambos resultados, aparentemente contradictorios, fueron integrados por Anderson
et al. Al describir, tanto en sistemas in-vivo como in-vitro, la formacion alternativa de
vesiculas de clatrina a partir de microdominios que carecen de espectrina y de forma
independiente de AnxA6 (Kamal, A., y cols. 1998). En cambio, la formacion de vesiculas
de clatrina convencionales, en dominios que si contienen espectrina, requiere de la previa
disociacion de este citoesqueleto cortical y es en este proceso donde la AnxA6 se revela
imprescindible. Asi, la anexina induce una reorganizacion del citoesqueleto de espectrina a
través de su unidn a ésta, que es entonces susceptible a la accion de la proteasa calpaina-I
que disocia el complejo de membrana y citoesqueleto. No obstante, las vesiculas de clatrina
formadas de una manera independiente de AnxA6, y por lo tanto a partir de zonas libres de
espectrina, no son capaces de transportar el ligando internalizado (en este caso las LDL)
hasta el compartimento endocitico tardio, permaneciendo dispersas en la periferia de la
célula. Para explicar este hecho se postula un requerimiento de espectrina recubriendo a las
vesiculas con el fin de permitir el acoplamiento al citoesqueleto de microtubulos,
necesarios para el transporte hacia los endosomas tardios, a través de adaptadores como la
dinactina. La AnxAG6 se redistribuye hacia el compartimento endocitico tardio en paralelo a
la internalizacion de LDL (Grewal, T., y cols. 2000) y es necesaria ademas para el correcto
trafico de las LDL hacia la degradacion en los lisosomas. En células NRK microinyectadas

con un mutante de la AnxA6 que carece de las seis Ultimas repeticiones las LDL son

136



Anexo |

deficientemente degradadas con respecto a las células microinyectadas con la anexina
silvestre, acumulandose en endosomas tardios aberrantes (Pons, M., y cols. 2001), e
indicando la importancia del nucleo C-terminal en el proceso. Similares resultados sobre
dicha degradacién se obtienen en células CHO, que presentan muy bajas cantidades de
anexina enddgena, transfectadas con la forma silvestre o mutante de la anexina. Se ha
observado, ademas, la asociacion de espectrina y anexina en los endosomas tardios de
células NRK, y como el tratamiento con inhibidores de la calpaina conllevan el mismo
efecto sobre la degradacion de LDL.

Todo ello demuestra que el mecanismo promovido por la AnxA6, en la escision de
vesiculas recubiertas de clatrina en la membrana plasmatica, tiene lugar tambien en los
endosomas tardios, y que en este proceso la AnxA6 es asi mismo necesaria. Ademas,
explica los resultados de Kamal y colaboradores, en los que describen una deficiente
degradacién de las LDL internalizadas en vesiculas de clatrina carentes de espectrina y de

forma independiente de AnxA6.
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Endocytosis and transport of bovine liver 3-glucuronidase to lysosomes in human fibroblasts are
mediated by two receptors: the well-characterized cation-independent mannose 6-phosphate receptor
(IGF-l/Man6PR) and an IGF-ll/Man6PR-independent receptor, which recognizes a Ser-Trp*-Ser
sequence present on the ligand. The latter receptor was detergent extracted from bovine
liver membranes and purified. LC/ESI-MS/MS analysis revealed that this endocytic receptor
was annexin VI (AnxA6). Several approaches were used to confirm this finding. First, the binding of
bovine {3-glucuronidase to the purified receptor from bovine liver membranes and His-tagged
recombinant human AnxA6 protein was confirmed using ligand-blotting assays. Second, western blot
analysis using antibodies raised against IGF-Il/Man6PR-independent receptor as well as commercial
antibodies against AnxA6 confirmed that the receptor and AnxA6 were indeed the same protein. Third,
double immunofluorescence experiments in human fibroblasts confirmed a complete colocalization of
the bovine 3-glucuronidase and the AnxA6 receptor on the plasma membrane. Lastly, two cell lines
were stably transfected with a plasmid containing the cDNA for human AnxA®6. In both transfected cell
lines, an increase in cell surface AnxA6 and in mannose 6-phosphate-independent endocytosis of bovine
{3-glucuronidase was detected. These results indicate that AnxA6 is a novel receptor that mediates the
endocytosis of the bovine 3-glucuronidase.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

The majority of acid hydrolases in fibroblasts from patients affected
with mucolipidosis Il cannot be targeted to lysosomes and are
anomalously secreted into the extracellular medium. The underlying

genetic defect responsible for this lysosomal storage disease is a
deficiency in N-acetyl glucosamine 1-phosphotransferase activity.
As a result, specific mannose residues in acid hydrolases are not
transformed into mannose 6-phosphate (Man6P), an essential
recognition marker of protein trafficking to lysosomes [1,2]. In
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0014-4827/$ - see front matter © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

doi:10.1016/j.yexcr.2011.05.025


http://dx.doi.org/10.1016/j.yexcr.2011.05.025
mailto:gonor@biomedicas.unam.mx
http://dx.doi.org/10.1016/j.yexcr.2011.05.025

EXPERIMENTAL CELLRESEARCH 317 (2011) 2364-2373

2365

normal cells, proteins possessing this marker are recognized in the
Trans-Golgi network (TGN) by cation-independent Man6P receptors
(IGF-II/Man6PR) and cation-dependent Man6P receptors (CD-
Man6PR). These receptors mediate the segregation of lysosomal
enzymes from secretory proteins and ensure their delivery to the
endosomal compartment, where the receptors release their ligands
and return to the Golgi apparatus [3,4].

Normal levels of acid phosphatase and B-glucocerebrosidase in
mucolipidosis II fibroblasts and approximately normal levels of
most acid hydrolases in hepatocytes, Kupffer cells, and leukocytes
have led to the hypothesis that alternative mechanisms of
lysosomal enzyme targeting must exist [5,6]. In fact, both
lysosomal acid phosphatase and [-glucocerebrosidase lack the
Man6P marker. This acid phosphatase is transported to lysosomes
as an integral protein with the lysosomal targeting signal
contained in the cytoplasmic tail [7]. B-glucocerebrosidase is
transported as a membrane-associated protein, and the lysosomal
integral membrane protein LIMP-2 acts as a receptor for its
lysosomal targeting. This acid hydrolase binds to LIMP-2 in the
endoplasmic reticulum or the Golgi apparatus, and the entire
complex is transported to the lysosomal compartment [8].
Alternatively, several other lysosomal soluble proteins are
targeted to lysosomes through a hybrid mechanism mediated by
Man6PRs and by Man6P-independent receptors. One of these
receptors, sortilin, has been described as a multifunctional
receptor that cycles between the TGN and the endosomal
compartment. Sortilin has been implicated in IGF-II/Man6PR-
independent transport of non-enzymatic sphingolipid activator
proteins, acid sphingomyelinase, neurotensin, prosaposin, and
potentially cathepsin H and D [9].

We have previously described another hybrid transport
system in which the endocytosis and transport of bovine liver
B-glucuronidase to lysosomes in human fibroblasts is mediated
by the IGF-II/Man6PR and a new Man6P-independent receptor
that recognizes a Ser-Trp*-Ser sequence in the enzyme (Trp* is a
tryptophan-substitute) [10,11]. Initially, Neufeld et al. [12] reported
that receptor mediated pinocytosis of bovine 3-glucuronidase is the
first step for the enzyme replacement therapy in B-glucuronidase
deficient fibroblasts, and subsequently, Hieber et al. reported that
bovine B-glucuronidase was taken up by human fibroblasts by an
adsorptive mechanism where Man6P was nor required [13].
Endocytosis of B-glucuronidase by the IGF-II/Man6PR-indepen-
dent receptor is not inhibited by Man6P, by antibodies against
IGF-1I/Man6PR, or by amines [10]. The acid hydrolase taken up by
the newly proposed receptor is targeted to lysosomes through
endosomes that do not contain IGF-1[/Man6PR, where it is able
to degrade accumulated glycosaminoglycans [10,14]. Purification
of the IGF-II/Man6PR-independent receptor allowed us to
show that this receptor is enriched in vesicles that are denser
than lysosomes and in endosomal vesicles lacking IGF-II/Man6PR
[14-16]. In this paper, LC/ESI-MS/MS analysis revealed
that this Man6P-independent receptor is AnxA6. The human
AnxA6 cDNA was cloned, and His-tagged recombinant human
AnxA6 protein was purified. Ligand-blotting assays and immu-
nodetection analysis using a panel of antisera against AnxA6
confirmed that the newly proposed receptor and AnxA6
are the same protein. Endocytosis and double immunofluores-
cence experiments in human fibroblasts and in two cell lines
stably transfected with a plasmid containing the cDNA for the
human AnxA6 confirmed that this protein behaves as a mannose

6-phosphate-independent endocytic receptor for bovine
p-glucuronidase.

Material and methods
Reagents

The majority of reagents were obtained from Sigma Chemical Co (St
Louis, Mo). Fetal calf serum was supplied by Grand Island Biological
Co. (Grand Island, NY). The anti-human AnxA6 mouse monoclonal
antibody (Clone 73) was purchased from BD Transduction Labora-
tories (San Diego, CA, USA), the anti-human AnxA6 mouse polyclonal
antibody (B01) was from Abnova Coporation (Taipei, Taiwan) and the
rabbit antisera against the amino terminal of AnxA6 (N19) were from
Santa Cruz Biotech Inc. (Santa Cruz, CA, USA). Rabbit antisera Rb421,
Rb1 and Rb646 against the IGF-Il/Man6PR-independent receptor
of bovine R-glucuronidase, Rb164 against bovine IGF-Il/Man6PR,
Rb301 against mouse preputial 3-glucuronidase, and Rb5 against the
Ser-Trp*-Ser recognition marker present in bovine B-glucuronidase
were generated in the laboratory [11,14-16].

Cell culture

The human B-glucuronidase-deficient fibroblast cell line (BGH1)
was generated in our laboratory, while the human epithelial A431
cell line and mouse L cells were purchased from the American Type
Culture Collection (ATCC), Manassas, VA, USA. Cells were main-
tained as monolayers in a-MEM, supplemented with 10% heat-
inactivated fetal calf serum, 1 mM sodium pyruvate, 5 mM
glutamine and 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin
sulfate.

Enzyme preparation

Human R-glucuronidase was purified from HeLa cell secretions.
The medium was filtered and concentrated by ultrafiltration using
a YM-100 membrane filter (Amicon Corp., Scientific Systems Div.,
and Lexington, Mass.). The sample was precipitated with ammo-
nium sulfate, and p-glucuronidase was adsorbed on a column of
anti-rat preputial gland B-glucuronidase as previously described
[10]. Bovine liver B-glucuronidase was purified by ammonium
sulfate precipitation and ethanol fractionation, and then it was
adsorbed on a column of anti-rat preputial gland B-glucuronidase
as previously described [10]. Rat preputial gland B-glucuronidase
was purified by the method described in Himeno et al. [17].
p-glucuronidase activity was determined fluorometrically using
10 mM 4-methyl-umbelliferyl-p-glucuronide as a substrate in
0.1 M acetate buffer (pH 4.8) and 1 mg/ml BSA as previously
described [10].

Receptor purification from bovine liver membranes

The receptor was purified using a protocol previously described
with minor modifications [15]. Bovine liver tissue (500 g) was
homogenized in a buffer containing 70 mM acetic acid and 1 mM
EDTA (pH 5.0). Membranes were pelleted by centrifugation
(15,000 g for 30 min) and washed in 100 mM sodium carbonate
(pH 8.5) to remove peripheral proteins. The washed membranes
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were extracted twice with 20 mM Tris-HCI (pH 7.0)/0.4 M KCl/2%
Triton X-100/0.1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) while
being stirred overnight at 4 °C. The recovered supernatant was
pooled and adjusted with 10 mM CaCl,, MgCl,, and MnCl,. The
sample was then adsorbed on a column of bovine 3-glucuroni-
dase-Sepharose-4B beads. After washing the beads, the bound
protein was eluted with 5 mM EDTA. The eluate was adjusted to a
final concentration of 10 mM divalent cations and loaded onto a
column that contained the recognition marker peptide Ser-Trp*-
Ser coupled to Sepharose-4B. The protein that bound was eluted
with EDTA, precipitated with deoxycholate-trichloroacetic acid
and then washed with acetone. The protein was solubilized with
16 mM Tris-HCI (pH 8.0) containing 0.2% SDS, concentrated and
dialyzed extensively with the same buffer in a Vivaspin 2 (10,000
MW(CO) centrifugal concentrator (Sartorius Stedim Biotech,
Goettingen, Germany).

Endocytosis measurements

Confluent cells were incubated in o-MEM (without sodium
bicarbonate) containing 1 mg/ml of bovine serum albumin,
0.025M BES (MEM-BES) (pH 6.8-7.0) and p-glucuronidase.
After 2 h incubation at 37 °C, the cells were washed with PBS
and lysed with 0.25% deoxycholate. The lysates were assayed for
B-glucuronidase activity, and cell protein concentration was
determined. The results are expressed as units of enzyme
internalized per milligram of protein per hour [10]. The values
shown represent the average of assays performed on triplicate
35-mm dishes of cells. The results presented here are typical of
those obtained in three independent experiments.

Western blot analysis and binding assays

Samples were incubated with SDS-PAGE loading buffer under
reducing conditions for 2 h at 25 °C. The same amount of protein
was loaded into each gel lane. Proteins were resolved by 8% SDS-
PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) as previously described [14]. For receptor
identification, the membranes were blocked, incubated with
antibodies generated in the laboratory against the IGF-II/
Man6PR-independent receptor for bovine 3-glucuronidase endo-
cytosis or commercial antibodies against AnxA6, incubated with
secondary antibodies coupled to horseradish peroxidase (Zymed
Laboratories Inc. South San Francisco, Ca, USA) and finally
developed with 4-chloro-1-naphthol [ 15]. For the B-glucuronidase
binding assays, the blots were incubated with 10,000 U of human
or bovine 3-glucuronidase in the presence or absence of divalent
cations. Bound enzyme was incubated with rabbit antiserum
against preputial rat p-glucuronidase (Rb 301) and anti-rabbit
IgG-HRP antibody. The blots were developed with 4-chloro-1-
naphthol [16]. Protein was stained with Coomassie PhastGel™
Blue (Pharmacia LKB Biotechnology AB, Upsala, Sweden).

Tandem mass spectrometry (LC/ESI-MS/MS)

Protein bands were excised from the Coomassie-stained SDS gel,
de-stained, reduced, carbamidomethylated, and digested with
modified porcine trypsin (Promega, Madison, WI). Peptide mass
spectrometric analysis was carried out using a 3200 Q TRAP hybrid
tandem mass spectrometer (Applied Biosystems/MDS Sciex,

Concord, ON, Canada), which was equipped with a nanoelectros-
pray ion source (NanoSpray II) and a MicrolonSpray II head as
previously described in Xolalpa et al. [18]. The instrument was
coupled on line to a nanoAcquity Ultra Performance LC system
supplied by Waters México (Waters Corporations, Milford, MA,
USA). Briefly, spectra were acquired in an automated mode using
Information Dependent Acquisition (IDA). Precursor ions were
selected in Q1 using enhanced MS mode (EMS) as the survey scan.
After the EMS scan, an enhanced resolution scan (ER) of the three
most intense ions at the low speed of 250 amu/s was performed to
determine the ion charge states, and then an enhanced product ion
scan (EPI) was performed. The precursor ions were fragmented by
collisionally activated dissociation (CAD) in the Q2 collision cell.
The fragment ions generated were captured and mass analyzed in
the Q3 linear ion trap. Database searches and protein identification
were performed from the MS/MS spectra using the Mascot
Software (http://www.matrixscience.com). The searches were
conducted using the mammalian subset of the National Center
for Biotechnology Information non-redundant database (NCBInr,
http://www.ncbi.nih.gov). Trypsin was used as the specific
protease, and one missed cleavage was allowed with tolerances
of 0.5Da and 0.3 Da for the precursor and for the fragment ion
masses, respectively. Analyses were performed with samples from
three independent receptor purifications.

Construction and preparation of AnxA6 cDNA

Full-length human AnxA6 was prepared as previously described by
Takagi et al. [19]. The cDNA was obtained by RT-PCR using the
sequence data [20]. Total cellular RNA was isolated from HepGz2 cells
using TRIzol (Invitrogen, Lohne, Germany). The first strand of cDNA
was prepared using the SuperScript Il Reverse Transcriptase Kit
(Invitrogen). A human AnxA6 PCR fragment was amplified using
Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen), and the following primers
were utilized: forward A6F 5'GGCGCTAGCTGCGTCCGTCTGCGACCCGA
G 3’ (containing a Nhel restriction site to facilitate subcloning,
underlined); reverse A6R 5’ CATGCGGCCGCGCGTTTCCTAAGCTCCACT-
GAAG 3’ (containing a Not1 site, underlined). The full-length cDNA
was directionally inserted into the Nhel and Notl sites of
pIRESneo3 (Clontech Lab Inc., USA). This plasmid permits the
AnxA6 gene and the selection marker to be translated from a
single mRNA.

Preparation of recombinant AnxA6

Human recombinant AnxA6 was expressed as a His-fusion protein.
The sequence encoding human AnxA6 was cloned into the pQE31
expression vector (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA) using the following
primers: forward 5’-GGCGTCGACATGGCCAAACCAGCACAGGGT-3’
and reverse 5’-CGCAAGCTTCTAGCTCTCACCACCACAGAG-3'. These
primers generated 5’ Sal I and 3’ Hind III sites at the ends. His-AnxA6
was expressed in the Escherichia coli strain XL1-Blue. After induction
with IPTG, the protein was adsorbed on a Ni-NTA agarose (Qiagen)
column and eluted with 250 mM imidazole.

Cell transfection and selection of transfectants

Mouse L cells and A431 cells were transfected with 10 pg of
pIRESneoAnxA6 or with the parental vector pIRESneo3 by the
FUGENE 6 Transfection Reagent procedure (Roche Diagnostics,
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Mannheim, Germany). After 24 h, the cultures were split into
35 mm Petri dishes and maintained in media containing 400 pg/ml
geneticin (Sigma, St Luis Mo, USA). After transfection, the
geneticin-resistant cells were examined for expression of AnxA6
by western blotting, immunofluorescence, and endocytosis of
bovine -glucuronidase.

Indirect immunofluorescence microscopy

The cells grown on cover slips were incubated in the presence or
absence of 10,000 U/ml of bovine P-glucuronidase and 1 mM
Man6P in MEM-BES (pH 6.8-7.0). After 2 h incubation at 4 °Cor at
37 °C, the cells were washed with 100 mM NaCl/10 mM CaCl,/25 -
mM BES/25 mM maleate pH 6.8 and were fixed for 15 min with 2%
paraformaldehyde. Incubation with antibodies was carried out in
the presence or absence of 0.1% saponin. In the first step, cells were
incubated with clone 73 and Rb301. In the second step, the cells
were rinsed and incubated with Texas red-horse IgG anti-mouse
(Vector Labs, Burlingame, CA, USA) and FITC-donkey anti rabbit
(Jackson ImmunoResearch Labs Inc., West Grove, PA, USA). The
cover slips were mounted in Mowiol (Calbiochem, San Diego, CA,
USA), and the slides were examined using an Olympus BX51
microscope (Tokyo, Japan) equipped for epifluorescence with an
UPlanAPO 100x objective [14,16].

Results

Purification and characterization of the IGF-II/Man6PR-
independent receptor for bovine B-glucuronidase endocytosis

Although the B-glucuronidase from several mammalian species
are taken up by human fibroblasts by IGF-II/Man6PR and Man6P-
independent receptors we have chosen as model enzyme the
bovine p-glucuronidase (Gonzalez-Noriega A, unpublished obser-
vations). Previously, we reported that adsorptive endocytosis of
bovine R-glucuronidase by human fibroblasts is mediated by the
IGF-1l/Man6PR and by a Man6P-independent receptor [10]. As
illustrated in Table 1, 1 mM of Man6P inhibited the endocytosis of
bovine B-glucuronidase by 14% in human fibroblasts; however, the
same concentration of this sugar completely impaired the
endocytosis of human B-glucuronidase. In contrast, rabbit antise-

Table 1 - Effect of inhibitors on the endocytosis of B-
glucuronidase by human fibroblasts.

Antibody Additions 3-glucuronidase
endocytosis
U/mg/h
Man6P Human Bovine
Pre-immune 100 ul = 52.7+2.2 42.7+0.1
Pre-immune 100 pl 1 mM 1.1+02 36.9+0.2
Rb5 100 pl - 493+1.0 22.0+0.6
Rb5 150 pl - 50.2+23 16.8+0.1

2 Confluent fibroblast monolayers were incubated for 2 h at 37 °C with
2500 EU/ml of human or bovine R-glucuronidase in the presence or
absence of serum against the Ser-Trp*-Ser recognition marker (Rb5) and
Man6P.

Fig. 1 - Time-course of bovine B-glucuronidase internalization.
Human B-glucuronidase-deficient fibroblasts were incubated
at 37 °C (O) or at 4 °C (®) with 10,000 U of bovine
B-glucuronidase and 1 mM Man6P in 1 ml of MEM-BES
medium. After the indicated times, dishes were chilled, rinsed,
lysed, and measured for cell-associated enzyme.

rum (Rb5) raised against the Ser-Trp*-Ser recognition marker
present in bovine acid hydrolases was only able to inhibit
endocytosis of the bovine enzyme [11]. Fig. 1 shows a time-course
of the Man6P-independent association of bovine 3-glucuronidase
with human fibroblasts at either 4 °C (cell surface binding) or
37 °C (binding and internalization). The rate of cell assimilation
was higher at 37 °C than at 4 °C and was linear for at least 3 h.
Cycloheximide had no effect on the rate of endocytosis for the first
3 h (data not shown), suggesting that there is an internal pool IGF-
II/Man6PR-independent receptors that can replace those that are
internalized or that cell-surface receptors can be reutilized after
internalization [21].

Since liver membranes were used in our initial studies
demonstrating the existence of the IGF-Il/Man6PR-independent
receptor, the same source was employed here for receptor
purification. Bovine liver was homogenized in acid conditions in
the presence of EDTA, membranes were then incubated with
100 mM sodium carbonate (pH 8.5) to wash out peripheral
proteins, and proteins were extracted with 2% Triton X-100. The
IGF-1l/Man6PR-independent endocytic receptor was purified by
affinity chromatography on a bovine -glucuronidase-sepharose
column and on a Ser-Trp*-Ser-sepharose column [15]. Eluted
protein was concentrated by trichloroacetic acid precipitation in
the presence of deoxycholate and dialyzed against 16 mM Tris-HCl
buffer (pH 8.0) containing 0.2% SDS. The isolated receptor was
resolved into two bands by SDS-PAGE, and protein staining using
Coomassie brilliant blue did not lead to the detection of any bands;
however, poor staining was obtained using silver nitrate [15]. The
last step was modified in that for dialysis, we used a Vivaspin2
centrifugal concentrator (10,000 MWCO) instead of cellophane
bags. Extensive dialysis in the Vivaspin concentrator apparently
removed material carried in the Triton X-100 micelles that was not
taken away by dialysis with cellophane bags. As result, it was now
possible to visualize the isolated receptor by Coomassie brilliant
blue stain revealing the staining of a third band (Fig. 2A), as
opposed to the two bands previously reported [15]. As shown in
Fig. 2A, a major protein band migrated at an apparent molecular
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Fig. 2 - Binding of bovine B-glucuronidase to purified
IGF-1I/Man6PR-independent receptor from bovine liver
membrane. A. Protein staining. The purified receptor (5 ng)
was analyzed by SDS-PAGE and stained by a silver stain
procedure before dialysis or with Coomassie blue after dialysis
in a Vivaspin concentrator. B. Ligand blotting. The purified
receptor (5 pg) after dialysis in a Vivaspin concentrator was
resolved by SDS-PAGE, transferred onto a nitrocellulose
membrane and incubated in the presence (+ ) or absence (— ) of
10,000 U/ml of bovine or human B-glucuronidase and divalent
cations. Bound B-glucuronidase was detected as described
under experimental procedures.

weight of 68 kDa, with two fainter bands migrating at 64 and
56 kDa. To confirm that the peptides resolved by SDS-PAGE
specifically recognized bovine 3-glucuronidase, they were trans-
ferred to a nitrocellulose membrane and were incubated with
human or bovine B-glucuronidase in the presence or absence of
divalent cations. As shown in Fig. 2B, bovine 3-glucuronidase
preferentially bound to the 64 and 56 kDa peptides as well as the
68 kDa peptide, albeit with less intensity. As expected, the binding
of bovine P-glucuronidase required the presence of divalent
cations, and no interaction of the receptor with human hydrolase
was detected [11]. Differences observed in this ligand-blotting
assay may be due to alterations in the receptor size or due to the
molecules not yet removed from the 68 kDa peptide, which may
impair binding.

AnxAG6 is an IGF-II/Man6PR-independent binding protein for
bovine B-glucuronidase

To identify the three proteins obtained by receptor purification,
each band was excised from the Coomassie-stained SDS gel,
digested with a modified form of porcine trypsin, and prepared for
LC/ESI-MS/MS analysis. Amino acid sequences of the peptides
obtained from each one of the three bands corresponded to AnxA6.
As shown in Table 2, the polypeptides analyzed covered between
35% and 42% of bovine AnxA6 and had a MOWSE score higher than
1400. These bands were apparently homogeneous, since only
small amounts of keratin but not any other protein were detected.
Edman degradation analysis of the three peptides was unsuccess-
ful, suggesting that the N-terminal residues were blocked.
However, internal sequences were obtained from the three
trypsin-digested protein bands and the peptides that were most
proximal to the N-terminus initiated at residue 16 for the 68 kDa
band (DFPDFNPSQDAETLYNAMKGF) and residue 41 for the
64/56 kDa protein bands (EAILELITSR) of AnxA®6.

Western blot analysis confirmed that the IGF-Il/Man6PR-inde-
pendent endocytic receptor is AnxA6. As shown in Fig. 3, the purified
receptor was recognized by commercial antibodies against AnxA6
and antisera raised by our group against the IGF-1I/Man6PR-
independent endocytic receptor suggesting identity of the two
antigens. Although the variation in protein size and an apparent
different ligand binding ability could suggest the existence of 3
AnxA6 isoforms, it is not possible to disregard the possibility that
they represent changes in the conformation of the protein triggered
by detergent extraction or proteolytic products generated during
protein purification. Differences in the western blotting assay imply
that each antibody recognizes different epitopes in the receptor. In
fact, the N-19 polyclonal antibody, raised against an amino terminal
sequence, only reacted with the 68 kDa band, suggesting that the
receptor may have been cleaved at the amino terminus. Conse-
quently, this epitope was not present in the 64/56 bands. Clone 73 is
a monoclonal antibody directed to the middle region of AnxA6. Rb1
and Rb421 antisera were raised against the native receptor following
different immunization protocols [12-14].

Differences in the DNA sequences of bovine and human AnxA6
are less than 6%; therefore, the full-length cDNA from human
HepG2 cells was cloned and used to further confirm that AnxA6 is
the Man6P-independent receptor that mediates the uptake of acid
hydrolases. His-tagged recombinant human AnxA6 protein was
expressed in the E. coli XL1-Blue strain and was purified by
Ni-NTA-agarose chromatography. As shown in Fig. 4A, the purified
recombinant human AnxA6 migrated as a single band that was
able to specifically recognize bovine (R-glucuronidase in the

Table 2 - Identification of the receptor for IGF-II/Man6PR-independent endocytosis of B-glucuronidase by LC/ESI-MS/MS.

MW (kDa) observed ¢ Protein NCBI accession Nominal No. of matched MOWSE Sequence coverage
name no. mass peptides score (%)

68 Annexin A6 gi/157151716 76.202 17 1404 38

64 Annexin A6 gi/157151716 76.202 18 1461 42

56 Annexin A6 gi/157151716 76.202 17 1429 36

¢ Proteins resolved in Fig. 2 were analyzed by LC/ESI-MS/MS.
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Fig. 3 - Western blot analysis of purified
IGF-1I/Man6PR-independent receptor. After electrophoresis,
the receptor (5 pg) was transferred onto nitrocellulose
membranes and incubated in the presence of anti-AnxA6 clone
73, anti-receptor Rb1, N-19, or anti-Rb421 antibodies. Bound
antibodies were detected with HRP-secondary antibodies
followed by chloronaphthol staining. Transferred protein was
PhastGel™ Blue stained.

presence of divalent cations. In addition, the recombinant human
AnxA6 was recognized by antibodies obtained in our laboratory
against the endocytic receptor and by a commercial antibody
against AnxA6 confirming the identity of both proteins (Fig. 4B).

Fig. 4 - Analysis of purified His-tagged human AnxA6 recom-
binant protein. A. Ligand blotting. The purified receptor

(1.8 ng) was analyzed by SDS-PAGE and transferred onto a
nitrocellulose membrane. Transferred protein was stained with
PhastGel™ Blue. Nitrocellulose membranes were incubated in
the presence (+) or absence (—) of 10,000 U/ml of bovine or
human B-glucuronidase and divalent cations. Bound
B-glucuronidase was detected as described in the Material and
methods section. B. Western blot analysis of AnxA6
recombinant protein. The polyacrylamide gel was stained with
PhastGel™. The receptor (1.8 ng) was detected by western
blotting with anti-AnxA6 clone 73, anti-receptor Rb1, N-19, or
anti-Rb421 antibodies. Bound antibodies were detected with
HRP-secondary antibodies followed by chloronaphthol
staining.

AnxAG6 is the Man6P-independent endocytic receptor for bovine
B-glucuronidase

If AnxA6 behaves as an endocytic receptor, it must meet several
requirements. First, it must span the plasma membrane and
consequently some of its epitopes should be accessible to
antibodies added to the media. The presence of AnxA6 at the cell
surface was determined by double immunofluorescence micros-
copy in paraformaldehyde-fixed human fibroblasts in the absence
of saponin. Under these conditions, AnxA6 was observed along the
surface of the human fibroblasts, and only traces of the
endogenous p-glucuronidase were observed on the surface of
the human fibroblasts (Fig. 5A, E). In addition, the AnxAG6 that span
the plasma membrane also must bind bovine B-glucuronidase
added to the culture medium. To test this hypothesis, human
fibroblasts were incubated in the presence of bovine acid
hydrolase and Man6P at 4 °C as described in Fig. 1. The cultures
were washed, and the bound enzyme was cross-linked
with paraformaldehyde. Next, the cultures were incubated in the
absence of saponin with antibodies against AnxA6 and -glucuron-
idase. As expected, bovine 3-glucuronidase was located on the cell
surface associated with AnxA6, as shown by a yellow mark in the
merged image (Fig. 5B and F).

Second, the overexpression of AnxA6 should increase the proposed
Man6PR-independent endocytosis of bovine [-glucuronidase. To
address this question, the A431 epithelial cell line that does not
express AnxA6 and the mouse L cells fibroblast cell line deficient in the
expression of the IGF-II/Man6PR were transfected with the bicistronic
vector pIRESneoAnxAG6 to overexpress AnxA6 [20,22,23]. Western blot
analysis confirmed the absence of AnxA6 expression in the A431 cell
line and the presence of the AnxA6 isoforms in the human cell line
(control) as in both transfected cell lines (Fig. 6). As expected, the
A431 cells were not able to endocytose bovine [-glucuronidase;
however, the transfected cells acquired a modest capacity to take up
the bovine enzyme (Table 3). In the case of mouse L cells, the
increment in the rate of endocytosis for transfected cells was higher
than those obtained for the A431 + A6. Analyzing both cells lines by
immunofluorescence revealed a possible explanation for these results.
Fixed cells were incubated with Clone 73 in the absence or presence of
saponin to visualize the annexin on the plasma membrane or, in
addition, the intracellular annexin. As shown in Fig. 7, AnxA6 was not
detected in A431 in any of the conditions used. A substantial amount
of the annexin was expressed in all transfected A431 cells permea-
bilized with saponin; however, in the absence of saponin, the
immunofluorescent membrane mark was observed only in 10% of
the cell surface of the transfected cells (Fig. 7). Consistent with these
results, Takagi et al. previously reported that AnxA6 is present on the
outer surface in only 22% of the A431 + A6 transfected cells [19]. In
mouse L cells, the AnxA6 was present intracellularly and in the
membranes of all cells. Although the AnxA6 levels were increased
markedly when this cell line was transfected with vector pIRESneo3
AnxAB, the levels of expression were not homogeneous in all the cells.
These results suggest that the expression of AnxA6 in the cell
membrane may be tissue dependent. Moreover, considering that
the rate of endocytosis depends on the number of binding sites
present on the cell surface and on receptor turnover (recycling),
these results suggest that the rate of bovine p-glucuronidase
endocytosis was not dependent on the intracellular levels of
AnxAB6, but on the cell capacity to incorporate this cytoplasmic
protein into the plasma membrane.
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Fig. 5 - Immunofluorescent analysis of AnxA6 in human fibroblasts. The cells grown on cover slips were incubated in the presence
(B, D) or the absence (A, C) of 10,000 U/ml of bovine B-glucuronidase and 1 mM Man6P in MEM-BES (pH 6.8-7.0). After 2 h of
incubation at 4 °C (A, B) or at 20 °C (C, D), the cells were washed with 100 mM NaCl/10 mM CaCl2/25 mM BES/25 mM Maleate pH 6.8
and were then fixed for 15 min with 2% paraformaldehyde. Incubation with antibodies was carried out in the presence (C, D) or
absence (A, B) of 0.1% saponin. In the first step, the cells were incubated with antibodies against AnxA6 (clone 73) and
B-glucuronidase Rb301. In the second step, the cells were rinsed and incubated with Texas red-horse IgG anti-mouse and
FITC-donkey anti rabbit. The merged images are shown, where red corresponds to AnxA6, green to B-glucuronidase and yellow
indicates colocalization. Nuclei were stained with DAPI. The framework from each picture was digitally magnified using Adobe

Photoshop (E, F, G, H). Bar size equals 40 pm.

Third, to confirm that AnxA6 indeed is a receptor for IGF-II/
Man6PR-independent endocytosis of bovine B-glucuronidase in
human fibroblasts, we tested the ability of antibodies raised in the
laboratory against this receptor or the commercial anti-AnxA6
antibodies to inhibit the uptake of this hydrolase. Cultures were
preincubated for 1 h with the antibodies before the addition of the
bovine B-glucuronidase. As shown in Fig. 8, under these condi-
tions, the polyclonal antibody against AnxA6 (B01) or of antibodies
raised in the laboratory against this receptor were able to inhibit
up to 65% of the endocytosis of the bovine enzyme. No inhibition
was obtained when a preimmune serum, the monoclonal Clone73,
or IgG's rabbit anti IGF-I[/Man6PR (Rb164) were added to the
cultures. Together, these results suggest antibodies against AnxA6

Fig. 6 - Expression of AnxA6 in a cell line stably transfected with
AnxA6 cDNA. AnxA6 was examined by western blot analysis on
membrane extracts from AnxA6 (A431 + A6) stably transfected
cell line, the parental A431 cell line, and a human fibroblast cell
line. Membrane protein preparations (70 pg) from each cell
extract were used for western blotting. Human AnxA6 was
detected using commercial anti-AnxA6 antibodies (N19 and
Clone 73) or with antisera obtained in the laboratory against an
IGF-II/Man6PR-independent receptor (Rb 421).

bind to this protein, thereby impairing its function as an endocytic
receptor. Differences observed in each antibody’s ability to impair
endocytosis of the bovine lysosomal enzyme imply that each
antibody recognizes receptor epitopes not exposed at the cell
surface or not related directly with the receptor binding site [15].

Finally, we investigated whether the bovine B-glucuronidase
endocytosed by IGF-II/Man6PR-independent receptors was present
in endocytic vesicles containing AnxA6. Human fibroblasts were
incubated in the presence or absence of bovine 3-glucuronidase and
5 mM of Man6P at 20 °C to slow the transport of the endocytosed
enzyme from endosomes to lysosomes [14]. Here, fixed cells were
permeabilized with saponin, and the distribution of AnxA6 and the
endogenous lysosomal enzyme -glucuronidase was analyzed by
double immunofluorescence microscopy. As shown in Fig. 5C, the
endogenous B-glucuronidase and AnxA6 were located in differ-
ent vesicles. In fact, it was previously reported that AnxA6 is not
present in lysosomal vesicles [14,24]. However, human fibro-
blasts incubated in the presence of bovine P-glucuronidase
contained vesicles with both annexin and B-glucuronidase
(Fig. 5D, H), suggesting that at least in the first steps after

Table 3 - Cell endocytosis of bovine B-glucuronidase by
transfected A431 and mouse L cells.

B-glucuronidase endocytosis

U/mg/h
Cell line Control A6 transfected
A-431 14+1.0 57+1.9
Mouse L cells 6.7+0.5 219425

2 Confluent fibroblast monolayers were incubated for 2 h at 37 °C with
5000 U/ml of bovine 3-glucuronidase in the presence of 1 mM Man6P.



image of Fig.�5
image of Fig.�6

EXPERIMENTAL CELLRESEARCH 317 (2011) 2364-2373

2371

Fig. 7 - Inmunofluorescent labeling of transfected A431 and mouse L cells. A431 and mouse L cells transfected with pIRESneoAnxA6
and selected for growth in geneticin (A431 + A6 and L cells + A6). To determine the presence of AnxA6 in the four cell lines, the cells
were fixed with 2% paraformaldehyde and incubated with Clone 73 in the presence of 0.1% saponin. The cell surface AnxA6 was
determined by adding the monoclonal antibody to the fixed cells in the absence of saponin. In the second step, the cells were rinsed
and incubated with Texas red-horse IgG anti-mouse. Nuclei were stained with DAPI. Bar size equals 40 pm.

endocytosis the complex ligand-receptor is found in the same
vesicles [14].

Discussion

In the present study, we identified the receptor that mediates IGF-
II/Man6PR-independent endocytosis of bovine 3-glucuronidase by
human fibroblasts. LC/ESI-MS/MS analysis of the three proteins
obtained by receptor purification revealed that these proteins
correspond to AnxAG6, as confirmed by further analysis. First,
specific binding of bovine B-glucuronidase to the receptor purified
from bovine liver membranes and to the His-tagged recombinant
human AnxA6 protein was confirmed using ligand-blotting assays.
Second, western blot analysis using antibodies raised by our group
against the IGF-II/Man6PR-independent receptor and commercial
antibodies against AnxA6 indicated that both proteins share
epitopes identified by the two sets of antibodies. Third, an increase
in the mannose 6-phosphate-independent endocytosis of bovine
B-glucuronidase was observed in two cell lines stably transfected
with a plasmid containing the cDNA for the human AnxA6. Finally,
antibodies against AnxA6 revealed the presence of this protein in
the cell membrane as well as impaired IGF-II/Man6PR-indepen-
dent endocytosis of bovine B-glucuronidase by human fibroblasts.
These results indicate a novel function for AnxA6.

AnxA6 is a cytosolic protein that, while present in all
mammalian tissues, is expressed in higher amounts in the liver,
muscle, heart and spleen [25-27]. AnxA6 belongs to a family of
highly conserved homologous proteins that bind to the cytosolic
side of the plasma membrane in a Ca®>"-dependent manner. This
binding is reversible, and removal of Ca?™ by EGTA leads to the
liberation of annexins from the phospholipid matrix [27]. AnxA6 is
associated with membrane microdomains rich in sphingolipids
and cholesterol near caveolin regions [28]. Recently, Grewal et al.
[29] reviewed the different roles of AnxA6 and indicated that this
cytoplasmic protein may function as an organizer of membrane

domains for the formation of multifactorial signaling complexes
that regulate membrane-actin interactions during endocytic
transport and modulate intracellular cholesterol homeostasis.

Initially identified as intracellular molecules, AnxA1, A2, A4, A5
and A6 have been found on the outer face of the cell surface and in
circulation, indicating that they might be released into the extracel-
lular space by exosomes [30,31]. AnxA6 found on extracellular
membrane surfaces interacts with several extracellular ligands,
including LRP-1, fetuin-A, heparin, and chondroitin sulfate. Cell
surface AnxA6 may regulate critical physiological processes linked to
cell spreading, adhesion proliferation, differentiation, inflammation
and cell migration [17,32-34]. Alternatively, AnxB12, Anx5 and
AnxA6 reversibly may insert into lipid membranes under mildly
acidic conditions. Langen et al. has postulated that after protonation,
the destabilization of the native a-helical structure, refolding and
formation of multimers of Anx B12 creates a transmembrane
spanning configuration [35]. A similar mechanism has been proposed
by the Pikula group regarding the insertion of AnxA6 into lipid
bilayers. This annexin can interact with membranes in a Ca®*-
independent manner, behaving as a membrane integral protein, is
solubilized with Triton X-100, is EGTA-resistant and is only partially
solubilized with Na,CO3[36-38].

If AnxA6 behaves like an endocytic receptor, it is necessary to
consider that it is also an integral protein. Supporting this idea, we
have demonstrated so far that the Man6P-independent endocytosis
of bovine B-glucuronidase was saturable, time and temperature
dependent, and specifically inhibited by the Ser-Trp*-Ser recognition
marker of bovine B-glucuronidase by antibodies against the Ser-
Trp*-Ser, the Man6P-independent receptor and AnxA6 [10,11,15].
The enzyme bound to cell surface AnxA6 that was endocytosed was
located in endosomal vesicles where the AnxA6 was present.
Previously, we reported that those vesicles when immunoadsorbed
with Rb1 showed to contain LAMP2, but not IGF-1I/Man6PR or LIMPII
[16]. Finally, the bovine acid hydrolase was targeted to lysosomes of
human B-glucuronidase-deficient fibroblasts, where it was able to
degrade accumulated glycosaminoglycans [10,16].
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Fig. 8 - Inhibition of IGF-II/Man6PR-independent endocytosis of
bovine B-glucuronidase by antibodies. A. Antisera additions.
B-glucuronidase deficient fibroblasts were preincubated for 1 h
at 37 °C with MEM-BES containing 24 pl/ml of rabbit
preimmune serum, 24 pl/ml full length anti AnxA6 (B01), or anti
IGF-1I/Man6PR-independent receptor sera (Rb1, Rb421, Rb646)
prior to the addition of 5000 U/ml of bovine B-glucuronidase and
1 mM Man6P. After 2 h at 37 °C, the cell associated
B-glucuronidase was measured. Pinocytosis rates are expressed
as percent of control. B. Immunoglobulin G additions. The same
protocol as above was followed to measure the effect of
inmunoglobulins on the bovine B-glucuronidase endocytosis.
Here, we added 40 ng/ml of Clone 73 and 200 pg/ml of IgG
isolated from IGF-II/Man6PR-independent receptor (Rb646) or
IGF-II/Man6PR (Rb 164) rabbit antiserum.

As expected from a cytoplasmic protein, the amino acid sequence
of AnxA6 does not contain a signal leader sequence or hydrophobic
segment that would be large enough to traverse the phospholipid
bilayer. However, the presence of YXX& endocytic motifs located in
the amino tail of the AnxA6 that interact with adaptin 2 is consistent
with the endocytic receptor role proposed here [39,40]. A rate of cell
assimilation that is higher at 37 °C than at 4 °C and linear for at least
3 h suggests that either there is an internal pool of AnxA6 that
behaves as an IGF-Il/Man6PR-independent receptor that can replace
internalized receptor or that cell-surface receptors can be reutilized
after internalization [21]. On the other hand, the presence of AnxA6
in the plasma membrane is consistent with previous observations
indicating that the newly IGF-lII/Man6PR-independent receptor

(AnxA6) upon synthesis can immediately be found associated to
endoplasmic reticulum membranes. Next, AnxA6 is quickly trans-
ported to the Golgi and then to the membranes of the endosomes;
from there, 15% of the receptor reaches the plasma membranes [14].
However, it is necessary to investigate the mechanism that triggers
the insertion of AnxA6 to the cell membranes and the possible tenure
as integral membrane protein.

Although our findings provide evidence suggesting that the IGF-
[I/Man6PR-independent endocytic receptor for 3-glucuronidase is
the cytoplasmic protein AnxA6, more work is needed to define the
conditions that trigger AnxA6 insertion into the plasma membrane
and the mechanisms that allows for this protein to behave as an
endocytic receptor. On the other hand, the existence of alternative
receptors such as LIMP2, sortilin, and now AnxA6 corroborates the
existence of different mechanisms for targeting of lysosomal
enzymes and may explain why all of the tissues found in patients
with the mucolipidosis Il disease are not deficient in acid hydrolases.
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