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Resumen

La sialilacién es un tipo de glicosilacion en la que se lleva a cabo la adicién terminal de
unidades de acido sialico (Sial) a oligosacaridos y glicoproteinas. Los Sial se unen ya sea
en galactosa (Gal) o N-acetilgalactosamina (GalNAc) a través de enlaces 02,3 0 02,6, 0 a
otros restos de acido sialico a través de enlaces 2,8 0 0.2,9. Las estructuras sialiladas se
expresan de manera especifica en cada tejido y se regulan durante diferentes estados
celulares como la activacion y diferenciacion celular, ademas, los glicanos sialilados tanto

intracelulares como de superficie, participan en la transduccion de sefiales.

Recientemente, utilizando la lectina de Sambucus nigra (SN), que reconoce sialilaciones en
la posicién 2,6 (Sial a.2,6), identificamos dos nuevos estados celulares de activacion, en
linfocitos CD4* y CD8", a partir de la expresion de la Sial a2,6 durante la infeccién aguda
con Toxoplasma gondii en un modelo murino. La subpoblacion SN'®™ produce IFNy e IL-
10, por otro lado, |la subpoblacion SN* produce IL-2, esto nos sugiere que cada glicofenotipo
se relaciona con funciones particulares; la poblacion SNA'P™ podria migrar a los tejidos
correspondientes a ejecutar sus funciones y SN* podria permanecer en el bazo a generar
otras células efectoras. Estos datos muestran que la expresion de la Sial 02,6 nos permite
identificar estadios funcionales altamente especializados que serian imposibles de detectar
utilizando Unicamente perfiles de expresion de proteinas de membrana; por lo tanto, podria
utilizarse como un marcador con potencial diagnéstico y de seguimiento en patologias

inflamatorias.

Para llegar a este punto es fundamental determinar el comportamiento de la Sial a2,6 en
linfocitos humanos; en este trabajo se analiz6 la expresion de la Sial a2,6 por citometria de
flujo en células de linaje linfoide de sangre periférica humana de hombres y mujeres sanos.
Los resultados muestran que la expresion de Sial a2,6 en linfocitos CD4* y en células NK
CD16"'CD56M? es diferencial entre ambos sexos, tanto el porcentaje de células sialiladas
como en el nivel de expresion, es mayor en mujeres; por otro lado observamos que todos
los linfocitos CD8*, linfocitos B y células NK CD16-¥CD56"" expresan Sial 02,6, sin
embargo, el nivel de expresion es al menos dos veces mayor en las células de mujeres en
comparacion con las de los hombres; finalmente, no se identificd diferencias en la expresion

o el porcentaje de células TCRy$ sialiladas entre ambos sexos. Por lo tanto, se concluye
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que la Sial 02,6 se expresa diferencialmente en células linfoides en condiciones basales,
manteniendo un comportamiento uniforme entre cada linaje celular analizado; dado que no
existen descripciones publicadas de los glicofenotipos distinguibles a partir de la Sial a2,6
en humanos, este estudio es fundamental para comenzar a comprender la biologia
linfocitaria desde una nueva perspectiva y contribuye a la caracterizacién de nuevas

poblaciones, como blanco terapéutico y/o como biomarcador de seguimiento clinico.
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Abstract

Sialylation is a type of glycosylation involving the terminal addition of sialic acid (Sial) units
to oligosaccharides and glycoproteins. Sialic acids are attached either to galactose (Gal) or
N-acetylgalactosamine (GalNAc) via a2,3 or a2,6 linkages, or to other sialic acid residues
through a2,8 or 02,9 linkages. These sialylated structures are expressed in a tissue-specific
manner and are regulated during different cellular states, such as activation and
differentiation. Additionally, both intracellular and surface sialylated glycans play a role in

signal transduction.

Recently, using the Sambucus nigra lectin (SNA), which recognizes a2,6-linked sialic acids
(Sial a2,6), we identified two novel cellular states in CD4* and CD8" lymphocytes based on
Sial 02,6 expression during acute infection with Toxoplasma gondii in a murine model. The
SN’Pm subpopulation produces IFNy and IL-10, while the SN* subpopulation produces IL-2.
This suggests that each glycophenotype is associated with specific functions; for instance,
the former may migrate to tissues to carry out their functions, whereas the latter remains in
the spleen to generate new effector cells. These findings demonstrate that Sial 2,6
expression allows us to identify highly specialized functional stages that would be
undetectable using membrane protein expression profiles alone. Therefore, it could serve

as a potential diagnostic and monitoring marker in inflammatory conditions.

To advance in this area, it is essential to understand the behavior of Sial 02,6 in human
lymphocytes. In this study, we analyzed Sial 02,6 expression by flow cytometry in lymphoid
lineage cells from the peripheral blood of healthy individuals. The results show that Sial 0.2,6
expression in CD4* lymphocytes and CD16"CD56M? NK cells differs between sexes. Both
the percentage of sialylated cells and the level of expression are higher in women. On the
other hand, all CD8* lymphocytes, B lymphocytes, and CD16-“CD56" NK cells express Sial
02,6, but the expression level is at least twice as high in women compared to men. Finally,
no differences were found in either the level of expression or the percentage of sialylated

TCRYys cells between men and women.

In conclusion, Sial a2,6 is differentially expressed in lymphoid cells under basal conditions,
maintaining uniform behavior within each analyzed lineage. Given the lack of published
descriptions of distinguishable glycophenotypes based on Sial ¢.2,6 in humans, this study is
a crucial step toward understanding lymphocyte biology from a new perspective. It

contributes to the characterization of novel populations as potential therapeutic targets
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and/or clinical biomarkers. Further research is needed to confirm whether the behavior
reported here changes in lymphocytes from patients with infectious or autoimmune

diseases.
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Introduccién

1. El sistema inmunolégico

El término inmunidad deriva de la palabra latina immunitas (proteccion), histéricamente el
término inmunidad ha hecho referencia a la proteccion frente a la enfermedad y, de forma
mas especifica, frente a las enfermedades infecciosas. Las células y las moléculas
responsables de la inmunidad constituyen el sistema inmunitario, y a su respuesta conjunta
y coordinada a la introduccién de sustancias extranas se le llama respuesta inmunitaria (1,
2). La proteccion conferida por el sistema inmunitario puede dividirse en dos actividades

vinculadas: reconocimiento y reaccién (o respuesta) (1, 2).

El reconocimiento inmunitario es notable por su capacidad de distinguir entre invasores
extraios y componentes propios; puede reconocer patrones moleculares que caracterizan
a grupos de patégenos comunes y atacarlos de manera rapida y decisiva; incluso es capaz

de detectar diferencias quimicas sutiles que distinguen a un patégeno de otro (2).

El sistema inmune se clasifica como: Innato y adaptativo (figura 1), sin embargo, esta
clasificacién es so6lo didactica, ya que ambos sistemas funcionan de manera integrada, ya
que el sistema inmune innato activa el sistema inmune adaptativo en respuesta a las
infecciones y el sistema inmune adaptativo utiliza los mecanismos efectores de la

inmunidad innata para eliminar los microorganismos (3).

The Immune Response

Rapid response Slow response

#. Complement
protein

y ‘
< -

Y& T cells

e Natural killer
e, ¥ Teel
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Dendritic cell Eosinophil

Plasma :
cell J 'J
.

¢

Neutrophil )

Basophil Antibodies

INNATE ADAPTIVE
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Figura 1. Respuesta inmune: inmunidad innata y adaptativa (4).
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1.1. Respuesta inmune innata

Se denomina inmunidad innata al conjunto de mecanismos moleculares y celulares, que
son evolutivamente conservados y estad dirigida a prevenir infecciones o eliminar
rapidamente el agente infeccioso. Estos incluyen barreras fisicas y quimicas, asi como los
receptores que estan directamente codificadas en su genoma y que son capaces de
reconocer las estructuras quimicas comunes de ciertos patdogenos y eliminar ciertos
microorganismos o células neoplasicas. Ademas de ser la primera linea de defensa
inmunolégica frente a la infeccidon, la inmunidad innata participa activamente en la

promocion y direccion de la respuesta inmunitaria adaptativa (5).

Algunas de las caracteristicas principales de la respuesta inmune innata son: es inmediata,
no requiere una exposicidn previa y no se genera memoria inmune. El repertorio de
reconocimiento de la inmunidad innata es limitado y no es clonal. La deteccion del patégeno
se lleva a cabo mediante los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) que estan
codificados en la linea germinal, vigilan tanto el espacio extra como el intracelular y, cuando
se activan, inician la transduccion de sefales que promueve las funciones antimicrobiana y
proinflamatoria de las células que los expresan. Se calcula que los PRR reconocen

aproximadamente 1,000 productos de microrganismos y células dafiadas (6).

En la inmunidad innata participan las barreras fisicas y quimicas en epitelios queratinizados
y mucosos (7) asi como componentes celulares: células fagociticas (neutrdfilos,
macrofagos), células dendriticas (DC), células asesinas naturales (NK) y células linfoides
innatas (ILC); receptores de patrones moleculares asociados a patdgenos o a dafio y

sustancias quimicas antimicrobianas, proteinas solubles y mediadores de la inflamacion (6).
La inmunidad innata tiene tres funciones principales:

1. Impedir, controlar y/o eliminar la infeccion por patégenos. Esto se pone de manifiesto
en modelos experimentales que muestran cémo las deficiencias, la inhibicion o la
eliminacion de varios mecanismos de la inmunidad innata incrementan la
propension a las infecciones. Muchos patégenos han desarrollado estrategias para
resistir la inmunidad innata y estas estrategias son cruciales para la virulencia de
estos (1, 2, 6).

2. Eliminar las células dafadas e iniciar el proceso de reparacion tisular. Distintos
mecanismos reconocen y responden a proteinas que las células estresadas,

dafadas y muertas producen, liberan o acumulan. La respuesta innata puede darse
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en el contexto de dafo estéril (dafio que sucede en células y tejidos en ausencia de
infeccién); alteraciones en la respuesta inmune innata puede tener muchas
implicaciones patoldgicas (1, 2, 6).

Iniciar, dirigir y regular la respuesta inmune adaptativa, haciéndola eficaz frente a
diferentes tipos de patdgenos. La inmunidad innata proporciona las sefiales de
peligro que alertan y polarizan al sistema inmune adaptativo para que responda de
la manera mas adecuada en funcién del patégeno particular, esto permite adecuar
la respuesta a cada tipo de patdégeno (o célula tumoral) y generar una memoria

inmune adecuada a cada situacién (1, 2, 6).

1.2. Respuesta inmune adaptativa

La respuesta inmune adaptativa esta mediada por linfocitos, se caracteriza por ser

altamente especifica y generar memoria antigénica (1).

Se compone de dos mecanismos:

1.

Respuestas celulares: mediada por linfocitos T y B; los linfocitos T llevan a cabo
funciones citotéxicas (CD8) y de polarizacién de respuesta (CD4); y los linfocitos B,
que cooperan con la activacién de los linfocitos T, y que ademas se diferencian en
células plasmaticas productoras de anticuerpos especificos contra el antigeno. Los
mecanismos de inmunidad celular a su vez incluyen la cooperacion de células
fagociticas para aumentar su capacidad (5, 7).

Respuestas humorales: mediada por anticuerpos (Ab), que se unen a antigenos
(Ag) del patdégeno, los neutralizan y dirigen contra ellos otros mecanismos efectores,
como la activacion del complemento, la fagocitosis o la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo (ADCC) (5, 7).
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2. Células linfoides

Los linfocitos constituyen del 20 a 40% de los gldbulos blancos en sangre y 99% de las
células de la linfa, ademas, son capaces de migrar hacia espacios tisulares y organos
linfoides, por lo que constituyen un puente entre distintas partes del sistema inmunitario (2).
Las células linfoides engloban un conjunto de linajes celulares que se diferencian a partir
de una célula progenitora comun, denominada célula progenitora linfoide (CLP), la cual

tiene el potencial para convertirse en Pro-B, Pre-T, ILC o célula NK (8, 9).

Con base en sus funciones los linfocitos pueden dividirse en cuatro poblaciones: linfocitos

T, linfocitos B, células linfoides innatas (ILC) y células NK (1, 2).

2.1 Linfocitos T

Los linfocitos T constituyen entre el 75% y el 80% de los linfocitos (10). Poseen un receptor
antigeno especifico, denominado TCR; el cual media el reconocimiento de péptidos
antigénicos unidos al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (11). En humanos se
expresan cuatro cadenas de TCR, conocidos como TCRa, TCRp, TCRy y TCRéS, que
forman dos heterodimeros distintos: TCRa/TCRp o TCRy /TCRé (12).

ElI TCR se asocia con dimeros del grupo de diferenciacion 3 (CD3): CD3ey, CD3ed y CD3(C,
los cuales transducen las sefiales de activacion a la célula T (2, 11, 13), esta unién da como

resultado el complejo TCR-CD3 (figura 2).

A the af TCR B the y& TCR
CDRs :
N glycosylation
FG loop | ® mannose
TCRap ¥ }f' . # sialic acid

Figura 2. TCR ap y yd. A: estructura del TCRu-CD3. B: estructura del TCR ;-CD3 (13).
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Una caracteristica importante que distingue a los linfocitos T, es que el reconocimiento de
estas células esta restringido por el MHC, es decir unicamente reconocen péptidos

asociados a una molécula de MHC, en las células presentadoras de antigenos (11).

Para que la célula T se active requiere de tres sefiales, la primera es la unién del complejo
TCR-CD3 a un péptido antigénico, seguida de la interaccion de moléculas coestimuladoras,
principalmente CD28 y CTLA-4 y finalmente un perfil de citocinas en el microambiente,
principalmente IL-2, la integracion de estos tres estimulos da como resultado una cascada
de sefalizacion que culmina en la activacion de la célula, la proliferacion y la diferenciacion
hacia un perfil efector (14, 15). La mayoria de las células T maduras expresan las isoformas
de TCR ap, mientras que una pequefia porcion (0.5-5 %) de los linfocitos T expresan las

isoformas TCR y§ , entre otras proteinas de superficie (tabla1) (16).
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Marcadores de membrana para linfocitos T

Todos los LT LT NAIVE CD4 CDs8 TCR yd
CD45 + - + + +
CD3 + + + + +
CD2 + - + + +
CD5 + - + + +
CD6 + - + + +
TCR ap - +/- + + +/-
CD4 - +/- + - -
CD8 - +/- - + -
TCR yd - - - - +
CD28 - + + +/- +
CD44 - - + + -
CD107a - - - + .
CD178 - - - + -
CD27 - + - - +
CD57 - - - - -
CD62L - + - - -
CD69 - . + (activadas) + (activadas) +
CD127 - + - - -
CD197 - + - - -
CD25 - - + (activadas) + (activadas) -
CD95 - . + (activadas) + (activadas) -
CD134 - . + (activadas) + (activadas) -
CD137 R . + (activadas) + (activadas) ;
Tabla 1. Marcadores de membrana de linfocitos T. Adaptado de (17-19).
2.1.1TCR of

Constituyen aproximadamente el 95% de los linfocitos T, reconocen péptidos derivados de
proteinas extranas o propias, unidas al MHC y expresan un correceptor fundamental para
su funcionamiento, la glicoproteina CD4 o CD8. De acuerdo con la expresion de estos
correceptores los linfocitos T TCR off comunmente se dividen en dos subconjuntos,

linfocitos CD4 o colaboradores y linfocitos CD8 o citotéxicos (20-23).
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2.1.1.1 Linfocitos T CD4

El CD4, es una glicoproteina de 55 kDa que contiene cuatro dominios extracelulares tipo
inmunoglobulina (D1-D4), una region transmembranal hidréfoba y una cola citoplasmica
larga que alberga tres residuos de serina que pueden fosforilarse. EI CD4 es miembro de
la familia IgR, se expresa en la superficie celular de este tipo de linfocitos T, como un
monomero transmembrana, que interactia con el dominio B2 de las moléculas MHC de

clase Il en las células presentadoras de antigeno (figura 3) (2, 23).

Invariant
domains

D4 PMHC-II
Variant
domains
) TCR
Single ‘I
chain

Figura 3: Complejo TCR-CD3 de linfocitos CD4* (24)

Los linfocitos T CD4", se encargan de coordinar la respuesta inmunitaria estimulando otras
células del sistema inmune, como los macréfagos, los linfocitos B y los linfocitos T CD8,
dirigen la expansion, la funcidn efectora y la polarizacién de la respuesta contra patégenos,

sin embargo, también pueden desencadenar alergias y/o autoinmunidades (25, 26).

Dependiendo de los diferentes fenotipos y funciones, las células T CD4* se clasifican en
linfocitos T convencionales (Th) y linfocitos T reguladores (Treg), se han descrito
principalmente tres linajes efectores, Th1 Th2 y Th17; la expresion de factores de
transcripcion especificos inducen a las células T CD4" a polarizarse en células efectoras o
reguladoras (tabla 2); cada subtipo Th se caracteriza por la produccion de un perfil de

citocinas (27, 28), que ayudan a crear condiciones 6ptimas para que otras células lleven a
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cabo su funcion durante diferentes tipos de respuesta inmune (29). Por otro lado, los
linfocitos Treg suprimen la proliferacion y la produccién de citocinas efectoras, ayudan a la

contraccion de respuesta produciendo citocinas antinflamatorias (2, 25, 26).

Subtipos de linfocitos CD4*

Linfocitos T Factor de Citocina Defensa Célula diana
efectores transcripcion del huésped principal
Th1 T-bet, mediado por IFN-y Patégeno Macréfago
IL-2 e IFN-y TNF-a intracelular
Th2 GATA 3 mediado IL-4 Parasitos Eosindfilo
por IL-4 IL-5 helminticos
IL-13
Th17 RORVyt, mediado IL-17A Patdgenos Neutrofilo
por TGF-B e IL-6 IL-17F extracelulares y
IL-22 hongos
Th22 ARH, mediado por IL-22 Patégenos Linfocitos
IL-6 extracelulares
Thf STAT 3, mediado IL-21 Patdgenos Linfocito B
por IL-6 e IL-21 IFN-y extracelulares
IL-4
Treg FOXP3 mediado IL-10 Tras un proceso Evita la activacion
por TGF- TGF-B inflamatorio decélulas T

Tabla 2. Clasificacién de los linfocitos CD4* efectores (28, 30-35)

2.1.1.2 Linfocitos T CD8

La molécula CD8, consta de dos cadenas a y f, las cuales son glicoproteinas pequenas de
alrededor de 30 a 38 kDa (2). EI CD8 se puede encontrar como un heterodimero ap unido
por enlaces disulfuro o un homodimero aa, cada una de estas cadenas contienen un
dominio extracelular unico, de tipo inmunoglobulina, una regién transmembranal hidréfoba
y una cola citoplasmica con 25 a 27 residuos, varios de los cuales pueden fosforilarse (figura
4). El CD8 se expresa en la superficie celular de este tipo de linfocitos T, se une a los
dominios a2 y a3 del MHC-I en las células presentadoras de antigeno, sin embargo, cabe

resaltar que la molécula de clase | del MHC se expresa en toda célula nucleada (2, 23, 36).
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Los linfocitos T CD8 *se encargan de la citotoxicidad celular, una vez activados,
experimentan un proceso de diferenciacion y expansion para generar una gran cantidad de
células efectoras que migran hacia la periferia, estos linfocitos tienen la capacidad de
reconocer al antigeno que las activé presentado por diferentes células del organismo (37,
38).

Tras el reencuentro con el antigeno en la periferia, las células T CD8 * efectoras ejercen su
funcion citotoxica, inducen apoptosis en las células que presentan el antigeno, mediante la
liberacion de granzimas y perforinas, o por la via de los receptores FAS/FAS-L, ademas
producen IFN-y y TNF-a, citocinas que aceleran la respuesta contra patdgenos
intracelulares. Una vez controlado el proceso inflamatorio la mayoria de los linfocitos CD4
y CD8 mueren por apoptosis, sin embargo, una pequefa fracciéon sobrevive y se conservan
como células T de memoria; estas células tienen la capacidad de proliferar rapidamente y

diferenciarse a células efectoras tras la reexposicion al antigeno (37, 38).

ch(l.B Invariant

domain:
 OMHCA

Variant

domains

) TCR

¥) CD3

A

Two
chains

Figura 4: Complejo TCR-CD3 en linfocitos CD8* (24)

2.1.2 TCR yo

Las células T yd constituyen del 0.5 al 5 % de los linfocitos T, se encuentran presentes en
sangre y principalmente en tejidos, siendo particularmente abundantes en el intestino (39-
41). Exhiben un complejo TCR-CD3 que no estd asociado a CD4 ni CD8. (1, 39). EL TCR

yo interacciona con varios miembros de la superfamilia de moléculas de MHC no clasicas,
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como la familia CD1, que presentan lipidos endogenos o inducidos por estrés, por
moléculas como MICA 'y MICB, y no parecen presentar ligandos variables (39, 42). No estan
totalmente restringidos por el MHC ya que pueden responder a patrones moleculares

asociados a patogenos y a perfiles de citocinas (1, 13, 42).

En condiciones homeostaticas, las células T yé6 muestran un fenotipo “preactivado” y de
memoria, esto les permite responder tapidamente (sin la activacion via TCR), sirven como
defensa temprana contra un numero limitado de patégenos que se encuentran con
frecuencia en las barreras epiteliales y en los tejidos periféricos (41), ademas producen
diferentes quimiocinas y una amplia gama de citocinas, incluidas IFN-y, TNF-a, IL-17, IL-21
e IL-22 (42-45).

Las caracteristicas, tanto fenotipicas como funcionales, de los linfocitos T y6 son poco
conocidas (46). De los hallazgos que se han sucedido en los ultimos afios, se ha reportado
que los linfocitos T y6 poseen la capacidad de producir efectos citotéxicos, a través de la
produccion de granzimas y perforinas; ademas median la apoptosis via CD95/CD95L
(Fas/FasL), por ultimo, los linfocitos T yé producen factores de crecimiento para mantener
la integridad de los epitelios (47, 48). Todos estos mecanismos, permiten a los linfocitos T

yo una respuesta rapida y amplia, lo que se asocia su funcion en la inmunidad innata (46).

2.2 Linfocitos B

Los linfocitos B constituyen del 15% al 20% de los linfocitos, poseen un receptor antigeno
especifico denominado BCR, este receptor esté conformado por una inmunoglobulina (IgM)
unida a la membrana (figura 5). Cada célula B posee alrededor de 1.5 x10° moléculas de
anticuerpo en la membrana con un sitio de unién para antigeno idéntico, que es capaz de
reconocer antigenos solubles y en la superficie celular; ademas de moléculas estimuladoras
como CD19y CD21 (tabla 3) (1, 2).
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CD45
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Figura 5. Estructura del BCR. Tomado y modificado de (49)

Se han identificado varias subpoblaciones de células B, de nominadas B-1, B-2 y células B
reguladoras. Las células B-1 se originan principalmente en el higado fetal y se subdividen
en B-1a y B-1b, estas células son importantes para la defensa del huésped contra los
patdgenos que ingresan al peritoneo a través del epitelio intestinal. Las células B-2 se
derivan de la medula 6sea y se diferencian en células B foliculares y de la zona B marginal.
Las células B reguladoras (Breg) suprimen respuestas inmunitarias, principalmente

mediante la produccién de la citocina antiinflamatoria IL-10 (50)
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Marcadores de membrana en células B

Todos los LB LB virgenes LB en reposo Células LB de
plasmaticas memoria

CD19 + + + Low/- +
CD20 + + + - +
CD22 + + - - -
CD27 - + - + +/-
CD43 - - + - -
CD80 - - + - -
CD86 - - + . )
CD38 - - - ++ .
CD138 - - - - -
CD23 - - - - Low/-
CD40 - - - - +
MHC-I - - - +/- -
IgM - + +/- - +
IgD - + - - +/-
IgA - - - - +
IgE - - - - +
IgG - - - - +

Tabla 3. Marcadores de membrana para linfocitos B. Adaptado de (17, 51)

La inmunoglobulina es una proteina que consiste en cuatro cadenas polipeptidicas, que
consta de dos cadenas ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas,
visualizada en tres dimensiones la molécula de anticuerpo tiene una forma de “Y” (Figura
6), cada cadena ligera esta conectada a su cadena pesada asociada mediante un enlace
disulfuro entre los residuos de cisteina correspondientes; las dos cadenas pesadas también
estan conectadas entre si a través de enlaces disulfuro. Los dos sitios de unién al antigeno

estan formados por componentes de las cadenas pesada y ligera (50, 52).

La secuencia de aminoacidos de cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos revelé que el
dominio aminoterminal de cada cadena es extremadamente variable, mientras que la
secuencia de las secciones carboxiloterminales se pueden clasificar en cinco tipos: mu (p),
delta (3), gamma (y), alfa (o) y épsilon (g), dando lugar a los diferentes 5 isotipos o clases
de anticuerpos (1, 52-55).
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Figura 6. Estructura de una inmunoglobulina

La activacién de los linfocitos B, se da por dos vias: la via T independiente, donde los Ag
se encuentran solubles y la via T dependientes, donde los Ag estan unidos a un MHC (56).
Ambas vias inducen que las células B se diferencien en células productoras de anticuerpos,
dependiendo de las sefales proporcionadas por el microambiente se producira un isotipo
de inmunoglobulina particular que podria cumplir funciones como neutralizacion e
inactivacion de patégenos, activaciéon del sistema de complemento y en la opsonizacion,
entre otros (53, 57-59).

Las células Breg apoyan a la contraccion de respuesta produciendo IL-10. Una vez
controlado el proceso inflamatorio la mayoria de los linfocitos B mueren por apoptosis,
mientras que otra pequeia poblaciéon permanecera como células B de memoria, las cuales
inducen respuestas inmunitarias mas rapidas y eficientes al reencontrarse con el mismo
antigeno (52, 56, 60, 61).

2.3 Células NK

Las células NK representan entre el 5 y el 20% de todos los linfocitos circulantes en
humanos (62, 63). Denominadas células NK o células “asesinas naturales”, se distinguen
de otros linfocitos por no presentar receptores antigeno especifico, ejercen su funcion

citotdxica a través de sefales de activacion e inhibicién (64-67).
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Las células NK son una poblacién heterogénea que comprende varias poblaciones (68, 69).
Aunque no existe una clasificacién, se han descrito principalmente 3 tipos de células NK:
las células NK convencionales (cNK), las células NK residentes de tejido (trNK) y las células
NKT. Las células cNK y las trNK, se distinguen principalmente por su ubicacion, las
primeras se encuentran en sangre periferia y las segundas en 6rganos como los pulmones,
el higado, los rifiones y los ganglios linfaticos, el timo y el utero (70, 71); por otro lado, las
células NKT se diferencian porque tiene algunas caracteristicas de las células T, por
ejemplo, la expresién de un TCR, sin embargo el TCR de células NKT no interactua con
moléculas MHC clase | o Il (clasicas), sino con moléculas parecidas a MHC (no clasicas)
como CD1 (2)

Las células NK estan provistas con un repertorio de receptores de superficie inhibidores y
activadores, codificados en la linea germinal (tabla 4). Las células NK reconocen la
densidad de moléculas MHC-I en células sanas que inducen senales inhibidoras que evita
su activacion, por el contrario, en una célula infectada la expresion de MHC-I, por lo tanto,
la sefial inhibidora se debilita, aumentan las sefiales activadoras aunado a la expresion de
moléculas de estrés como MICA/MICB, moléculas reconocidas por los receptores
activadores en células NK, desencadenando su activacion que lleva a la eliminacién de
célula blanco (72-75).
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Activacion e inhibicién de células NK

Receptor Ligandos

NKG2D Proteina A (MICA) y B (MICB) relacionada con la cadena de clase | del
MHC, proteinas de unién a UL16 (ULBP1-6)

ADNM1 PVR(CD155), nectina-2 (CD112)

NKp30 (NCR3) pp65, B7-H6, galectina-3, BAG6, hemaglutinina viral (HA),

glucosaminoglicanos (GAG) de heparan sulfato (HS), dominio (DBL) -12 de

la proteina-1 de la membrana de los eritrocitos de Plasmodium falciparum

NKp44 (NCR2) PDGF-DD, 21spe-MLL5, PCNA, Syndecan-4, Nidogen-1, HA viral, HS GAG

NKp46 (NCR1) Factor de complemento P, HA viral, GAG HS, dominio (DBL)-1? dela
proteina-1 de la membrana de los eritrocitos de Plasmodium falciparum,
vimentina

CD16 (FcyRilII) Porcion Fc de anticuerpos IgG

Inhibicion de NK

CD94/NKG2A HLA-E

KIR2DL1 HLA-C, grupo 2

KIR2DL2/3 HLA-C, grupo 1

KIR3DL1 HLA-Bw4

KIR3DL2 HLA-A3, A11

Tabla 4. Activacién e inhibicién de células NK. Modificado de (72)

Recientemente se han clasificado a las células NK de acuerdo con el nivel de expresion de
las proteinas de superficie CD56, (molécula de adhesién de células neuronales, N-CAM) y
CD16 (receptor FcyRIIl), en 2 subpoblaciones: las células NK CD16°% CD569" y |as
células CD16""9th CD56° (figura 7) (76).

Células NK CD16"* CD56""9"

Conocidas también como células NK CD56 brillantes (CD56"""), representan el 10% de
las células NK de sangre periférica; estan presentes principalmente en tejidos linfoides
secundarios. Principalmente se consideran productoras de citocinas, como: IFN-y, TNF-a,
GM-CSF, IL-10 e IL-13 (77, 78). Por otro lado, hay ausencia y/o baja expresion de granulos
liticos, participan en el mantenimiento de la homeostasis inmune y aunque tienen baja
citotoxicidad, este efecto aumenta en condiciones inflamatorias (77, 79, 80). Dentro de las

CD16"" aisladas de sangre periférica o de 6rganos linfoides, existen ligeras diferencias

Pagina| 19



tanto en las caracteristicas fenotipicas como en la respuesta a la estimulacion de citocinas
(80-82).
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Figura 7. Subpoblaciones de células NK. Tomado y modificado de: (80)

Células NK CD56°" CD16°"

Conocidas también como células CD56 tenues (CD56"), representan el 90% de las
células NK en sangre periférica, expresan niveles elevados de CD16 a medida que
maduran, por lo cual se cree que las células NK CD16°" circulantes en la sangre periférica
son sus precursoras (80, 83, 84). Se consideran principalmente células efectoras
citotdxicas, expresan el marcador de diferenciacion terminal CD57 (85, 86). Aunque se sabe
poco de estas dos subpoblaciones, se tiene bien caracterizado el perfil de marcadores de

membrana que expresa cada una (tabla 5) (76).
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Marcadores de membrana de células NK

NK CD16°%* NK CD16°¥ NK CD16Brigth NK CD165rigth
Etapa 4a Etapa 4b Etapa 5 Etapa 6

CD34 - - - -
c-Kit +/Low Low /- Low /- -
CD244 + + + +
CD45RA +- +/- - -
CD127 - - - -
CcDh7 + + + +
CD10 - - - -
ILR1 +/ Low Low /- Low /- Low /-
CD122 + + + +
HLA-DR - - - -
NKp46 + + + +
NKp30 + + + +
CD161 + + + +
NKG2D + + + +
NKG2A + + Low /- Low /-
NKp80 - + + +
CD56 ++ ++ Low Low
CD16 - - + +
KIR - - +/- +
NKG2C - - + +
CD57 - - - +

Tabla 5. Marcadores de membrana para células NK. Adaptado de (2, 72)
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3. Modificaciones postraduccionales

Las modificaciones postraduccionales (PTM) son cambios que le suceden a ciertos
aminodacidos de una proteina durante o después de su traduccién, generalmente se unen
fracciones quimicas, lipidos o carbohidratos, por enlaces covalentes al aminoacido objetivo,
pueden ser una o varias modificaciones, que ocurren en la cadena lateral o terminal de los
aminodacidos, pueden tener un impacto en el sitio funcional (PTM ortostéricos), como la
sumoilacion, o a distancia (PTM alostéricos) como la ubiquitinacion y fosforilacién (figura 8)
(87, 88).

Las PTM amplian enormemente la diversidad molecular de una proteina generando
multiples isoformas con funciones biolégicas distintas (89, 90); sin embargo, las
alteraciones en las PTM pueden causar fallas estructurales y funcionales de las proteinas,
por ejemplo, se ha reportado PTM aberrantes en la patogénesis de proteinopatias como
cancer, enfermedades cardiacas, enfermedades neurodegenerativas, diabetes y sindromes

metabdlicos (88).

Las modificaciones postraduccionales se dividen en cuatro grupos segun el tipo de

modificaciones:
1. La adicion de grupos quimicos: metilacion, acetilacién, o carboxilacion
2. La adicion de polipéptidos: ubiquitinacion y sumoilacion

3. La adicion de aminoacidos y cambios estructurales: racemizacion, citrulinacion e

isoaspartacion
4. La adicion de moléculas complejas: la palmitilolacion, glipiacion y carbonilacion (90)

Las PTM de proteinas suelen ser catalizadas por enzimas, aunque también pueden ocurrir

espontaneamente (91-94).
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Figura 8. Modificaciones postraduccionales (95).

3.1 Glicosilacion

La glicosilacion es una modificacién postraduccional de proteinas, lipidos y acidos
nucleicos, que influye en sus propiedades fisicoquimicas y funcionales. Es importante para
diversas funciones biolégicas como interacciones proteina-proteina, comunicacion celular,
plegamiento de proteinas e inmunogenicidad, las cuales estan involucrados en numerosas
procesos fisioldgicos y patolégicos clave de la célula (96, 97). Los glicanos unidos
covalentemente a la proteina intervienen en el plegamiento correcto de la misma, les provee
resistencia a las proteasas, permitiendo que la proteina interactue con sus ligandos y se

dirija a su ubicacion (94, 96, 98).
Existen dos tipos de glicosilaciones:

La N-glicosilacion: es la modificacion postraduccional mas conservada en eucariotas, los
N-glicanos son complejos macromoleculares formados a partir de un precursor sintetizado
en el reticulo endoplasmico rugoso (RER); consta de un oligosacarido preformado
compuesto por N-acetil glucosamina (GIcNAc), manosa (Man) y glucosa (Glc), el cual se

une al grupo amino (NH) de la cadena lateral de la asparagina (Asn) de una proteina (99).
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Comienza con la transferencia de 14 precursores de azucar Glc3Man9 a una secuencia

consenso Asn-X-Thr/Ser, (X: Cualquier aminoacido, excepto la prolina) (figura 9A) (100)
Los N-glicanos presentes en las proteinas se clasifican en tres grandes grupos:

1. los N-glicanos con un alto contenido de manosa en su estructura se encuetran en
proteinas plasmaticas, hormonas, enzimas, receptores de superficie celular,
inmunoglobulinas y lectinas, ademas, son intermediarios para otro tipo de

estructuras N-glicanicas mas complejas

2. Los N-glicanos complejos o de estructuras del tipo lactosaminico se presentan en

estructuras de la superficie celular y actuan como sefiales de reconocimiento.

3. Los N-glicanos hibridos. Las proteinas que presentan este tipo de arreglo contienen

una mezcla de estructuras lactosaminicas y de las manosas (100).

La O-glicosilacion: consiste en glicanos unidos via N-acetilgalactosamina (GalNAc) ligada
al grupo hidroxilo de residuos serina (Ser) y treonina (Thr), sintetizadas en el aparato de
Golgi. Es una de las formas mas abundantes de glicosilaciéon de proteinas en animales; un
ejemplo de este tipo de glicoproteinas son las mucinas, por su gran complejidad y diversidad
los O-glicanos participan en la conformaciéon de la estructura secundaria y terciaria e

inclusive de la cuaternaria de algunas proteinas (figura 9B) (101).
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Figura 9. Glicosilaciones: (A) N-glicosilacién, de alta manosa, hibrida y compleja (de izquierda a
derecha) a partir del precursor conservado Glc3Man9GIcNac2, (B) O-glicosilacion, donde no existe
un precursor conservado (102)

La sintesis de glicanos no tiene una “plantilla” predeterminada, lo que significa que las
secuencias de glicanos no estan codificadas directamente por el genoma (103). Los
glicanos se producen a nivel tisular y pueden modificarse dindmicamente como respuesta
a estimulos ambientales a través de la actividad coordinada de enzimas biosintéticas, el
trafico de estas enzimas al RE y al aparato de Golgi, y la disponibilidad de donantes de
azucar (104). En las células humanas, los glicanos se construyen principalmente a partir de
diez monosacaridos: glucosa (Glc), galactosa (Gal), N-acetilgalactosamina (GalNAc), N-
acetilglucosamina (GIcNAc), fucosa (Fuc), acido sialico (Neu5Ac), manosa (Man), xilosa
(Xyl), acido glucurénico (GIcA) y acido idurénico (IdoA); ademas puede surgir una
complejidad adicional a partir de modificaciones adicionales mediante sulfatacion,
fosforilacion, metilacién y acetilacion. Ademas de que la glicosilacion es un evento
intracelular, se han demostrado que los glicanos pueden sufrir modificaciones adicionales
por parte de enzimas extracelulares, lo que revela aun mas la complejidad dinamica de la

glicosilacién (105).

Pagina | 25



3.1.1 Sialilacion

La sialilacion es un tipo de glicosilacion en la que se lleva a cabo la adicién terminal de

unidades de 4cido sialico a oligosacaridos y glicoproteinas (105).

Los acidos sialicos son una familia de o cetoacidos, estan formados por una cadena
principal de nueve carbonos, de naturaleza acida, derivados del acido neuraminico; pueden
presentar diferentes sustituyentes en el grupo amino o hidroxilo. La presencia del grupo
carboxilo en el carbono 1 y del grupo amino en el carbono 5, le confieren una carga neta
negativa a la célula a pH fisiolégico, dando como resultado la repulsion por carga eléctrica

entre células y la unién de cationes (97, 106-108).

Los acidos sidlicos se pueden encontrar en tres formas, que comparten una estructura

similar, pero poseen diferentes grupos en la posicion C5:
1. El acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac); el mas comun en mamiferos.

2. El acido N-glicoliineuraminico (Neu5Gc); una forma importante de acido sialico en
los mamiferos, sin embargo, no se puede producir biosintéticamente en humanos,
pero puede estar presente debido a la incorporacion de Neu5Gc derivado de la

dieta.

3. El acido deaminoneuraminico (Kdn) y sus derivados; que provienen de con
modificaciones como la metilacién, acetilacion y sulfatacion en las posiciones 4, 7,

8y 9, generando mas de 50 especies de acido sialico (105, 109)

Los glicanos sialilados se pueden unir a proteinas o péptidos a través de un atomo de
oxigeno en la serina/treonina (O-glicosilacion) o de un atomo de nitrégeno en la asparagina
(N- glicosilaciéon) de forma lineales o ramificados (figura 10), normalmente se encuentran
unidos a los extremos terminales, lo que los convierte en las moléculas "puente" entre las
células, asi como entre las células y la matriz extracelular, ademas involucrados en muchos
fendmenos bioldgicos y patoldgicos presentes en la mayoria de las células, secreciones,

fluidos y tejidos de mamiferos (97, 106).
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Figura 10. Estructuras de los acidos sialicos. (A) Neu5Ac, Neu5Gc y Kdn, posicion del C5
subrayado en rojo. (B) Diversidad de glicoproteinas sialiladas, los glicanos sialilados se pueden
unir a través de un atomo de oxigeno en la serina/treonina o un atomo de nitrégeno en la
asparagina (106).

La transferencia de acido sialico a los oligosacaridos se da a partir de un azucar donador
activado (CMP-NeuAc), y es catalizada por una famila de enzimas Illamadas
Sialiltransferasas (STs), estas se encuentran ancladas a la membrana de la red trans del
aparato de Golgi y unen acidos sialicos a Gal o GalNAc, mediante enlaces a2,3 0 02,6, 0 a
otros restos de acido sialico a través de enlaces a2,8 o 02,9 (107). A la fecha, se han
identificado veinte STs que se clasifican en cuatro grupos: ST3GAL, ST6GAL, ST6GALNAC
y ST8SIA, y cada una presenta diferencias en el sustrato que reconocen en funcion del
enlace que forman (tabla 6) (107, 110, 111).
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Familias de Sialiltransferasas

Familia Enlace formado Enzima
a2,6 Sialiltransferasas a2,6-Gal/GalNAc ST6Gal NAc I-VI
2,3 Sialiltransferasas a2,3-Gal ST3Gal I-VI
2,9 02,8 Sialiltransferasas a2,9 o a2,8-NeubSAc, ST8Sia I-VIII

Tabla 6. Familias de sialiltransferasa (112)

La sialilacién es un proceso dinamico regulado en espacio y tiempo y que cambia durante
el desarrollo y la diferenciacion celular. La presencia de una cierta estructura sialilada en un
momento particular es el resultado del balance total entre las actividades de
sialiltransferasas y de sialidasas; asi como de la competencia con otras glicosiltransferasas
en el aparato de Golgi, en donde se lleva a cabo el proceso. Las sialidasas, también
llamadas neuraminidasas, son enzimas que eliminan el acido sialico de los glicoconjugados.
En mamiferos se han identificado cuatro sialidasas (NEU1-4) que hidrolizan residuos de
acido 02,3 02,6 y 02,8, transfiriendo preferentemente acido sialico de sialoglicoconjugados

a moléculas aceptoras en ausencia de sustratos sialilo (107, 112, 113).

3.1.1.1 Sialilacién y sistema inmune

El acido sidlico contribuye significativamente a las propiedades biofisicas de las células
sialiladas (figura 11). Los eritrocitos se encuentran altamente sialilados, por lo tanto, tienen
carga negativa, al igual que la superficie luminal del endotelio vascular, que también esta
sialilado; esto da como resultado una repulsién mutua de carga entre los dos, impidiendo
que los eritrocitos se adhieran al endotelio vascular y les permite circular libremente (114,
115). La extravasacion de leucocitos activados a sitios de inflamacion, o el reclutamiento de
estos a dorganos linfoides secundarios, esta mediada por la regulacion positiva de acido
sidlico donde su reconocimiento se da a través de moléculas de adhesion de la familia de

las selectinas (116).

La sialilacion también se identifica en moléculas séricas como las inmunoglobulinas, las
diferentes alternativas de la glicosilacion en la region Fc de la IgG modifican las
caracteristicas estructurales de los anticuerpos, lo que influye en su funcién en la respuesta
inmune. Ciertos tipos de glicosilacion en la region del Fc de las IgG se asocian a
enfermedades autoinmunes, se ha observado que el incremento en la sialilacién permite

establecer una nueva terapéutica antiinflamatoria (97).
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Figura 11. Ejemplos de sialilacién y sistema inmune. Creada y editada en Biorender y PowerPoint.

El 4cido sidlico también modula interacciones moleculares a través del enmascaramiento
de la galactosa, cuando se pierde el acido sialico en enlace «a-2,6 sobre la Gal (Neu5Ac
a2,6- GalB), las galectinas se unen a las galactosas terminales y comienzan una variedad
de procesos que incluyen interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular (MEC). Se
sabe que la galectina-1 y la galectina-9 inducen apoptosis en células T activadas y se ha

propuesto a la galectina-1 como inmunosupresor en padecimientos autoinmunes (117, 118).

La actividad de la sialidasa Neu1 aumenta significativamente durante la activacién en la
mayoria de las células inmunitarias, incluidas las células T, las células B, las células NK 'y
los monocitos, mientras que la sialilacion de algunas de sus moléculas de superficie como
el MHC-I y el MHC- Il disminuye, esto es necesario para que las células respondan a las

células presentadoras de antigenos (119-122)

En células murinas, la activacion de las células B maduras a células plasmaticas se
acompana con la presencia de al menos cuatro isoformas distintas de ARNm de ST6Gal |,
que codifica para una sialiltransferasa que une acido sialico en posicion a2,6 (123). El acido
sialico a2,6 sirve como ligando extracelular para CD22 y Siglec-G que inhibe la senal del

BCR. La capacidad de estos dos receptores para unirse al Sial 02,6 y la expresion de este,
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es crucial para regular la inhibicién e inducir tolerancia a los Ag propios; la deficiencia
combinada de Siglec-G y CD22 conduce a autoinmunidad espontanea en ratones. En
humano, las mutaciones en las sialiltransferasas estan directamente relacionadas con

diferentes enfermedades autoinmunes (123-125).

La glicosilacion diferencial de las glicoproteinas de la superficie celular puede regular
selectivamente la supervivencia de células Th1, Th2 y Th-17 (126). Las células T CD4*
humanas activadas in vitro expresan una menor cantidad de Sial «2,6; las células Th1
humanas generadas in vitro expresan menos Sial a2,6, por lo tanto, la galectina-1 puede
regular negativamente las respuestas inflamatorias de tipo Th1, proporcionando un vinculo
molecular entre la glicosilacion diferencial de las células T colaboradoras, la susceptibilidad

a la muerte celular y la contraccion de la respuesta inflamatoria (126).
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Antecedentes

Recientemente en nuestro grupo de trabajo, utilizando un modelo in vivo de infeccién aguda
con Toxoplasma gondii, se identificaron dos nuevos estados celulares en linfocitos T CD4*
y T CD8" a partir de la expresion de la Sial 02,6 durante la infeccion aguda con T. gondii.
Nuestros resultados muestran que todos los linfocitos T de ratones no infectados presentan
un glicofenotipo Sial a2,6%, tras 7 dias de infeccion, aproximadamente el 50% de los
linfocitos dejan de expresar esta sialilacion y exhiben un glicofenotipo Sial a2,6"°™. Un
analisis mas profundo de los linfocitos CD4 * y CD8 * SN “P'™ mostré que se trata de células
altamente activadas, con un fenotipo TEf/EM o TCM que producen altos niveles de IFN-y,

un estado celular activo no descrito previamente (127).

Este trabajo demuestra la importancia del estudio del glicoma en los linfocitos T, ya que
proporciona nueva informacion que no se obtiene al evaluar Unicamente la expresion de
proteinas. Las diferencias funcionales entre las células SN Biohty SN “Pm sygiere que la
expresion de Sial 02,6 podria ser un marcador util para distinguir estas poblaciones,
agregando un solo marcador glicofenotipico, lo que permitiria eficientizar el monitoreo de

un paciente en contextos infecciosos, autoinmunes o cancerosos.
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Hipotesis
La Sial 02,6 se expresa diferencialmente en Linfocitos T, Linfocitos B y células NK humanas

obtenidas de sujetos sanos
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Objetivos

General

Analizar la expresion de la Sial a.2,6 en linfocitos T, linfocitos B y NK humanos obtenidos de

sangre periférica de sujetos sanos

Particulares

Disefiar paneles de citometria de flujo que nos permitan analizarla Sial 2,6 en

linfocitos T, linfocitos B y células NK humanos de donadores sanos
Disenar la estrategia de analisis de datos
Validar los paneles en PBMC de sujetos sanos

Obtencién de muestras y analisis de datos
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Metodologia

1. Donadores

Se obtuvo sangre periférica por puncion venosa de voluntarios sanos mayores de edad, se
excluyeron sujetos con alguna infeccion y personas en condiciones de embarazo o

puerperio.

Todos los donadores firmaron un consentimiento informado y se recolectd la siguiente
informacion: sexo, género, edad y dia del periodo menstrual (tabla 7). El protocolo fue
aprobado por las Comisiones de Investigacién y ética de la Investigacion de la Facultad de
Medicina de la UNAM (proyecto FM/DI/076/2022).

Letra Sexo Edad (anos) Dia de periodo
menstrual

A Hombre 26 N/A

B Hombre 30 N/A

C Hombre 64 N/A

D Hombre 27 N/A

E Mujer 24 22

F Mujer 52 N/A

G Mujer 42 5

H Mujer 24 Después de ovular
I Mujer 26 5

J Mujer 33 5

K Hombre 24 N/A

L Hombre 24 N/A

M Hombre 24 N/A

Criterios de inclusion
Sujetos sanos, mayores de edad
Criterios de exclusion
Sujetos con alguna infeccion y personas en embarazo o puerperio
Edad promedio de los donadores
33 afios
Minima: 24 afios Max: 62 afios
Edad promedio de donadores hombres
30 afios
Minima: 24 afios maxima: 62 afos
Edad promedio de las donadoras mujeres
33 afos
Minima: 24 afios maxima: 52 afos

Tabla 7. Caracteristicas de los donadores. N/A: No Aplica
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2. Obtencion de células mononucleadas

Se colectaron 7 ml de sangre periférica de cada donador, utilizando un sistema de colecta
de muestra S-Monovette 7.5 ml Na Heparin NH (SARSTEDT, Alemania)

La muestra se diluye con DPBS (NaCl 138mM, KCI 2.7mM, NaHPO4 8.1mM, KH2PO4
1.2mM) en proporcién 1:1. Las células mononucleares se separan por centrifugacion de
gradiente de densidad; el cual se prepara colocando 3 ml de Histopaque-1077 (Sigama-
Aldrich, Alemania) a temperatura ambiente en un tubo de fondo cénico de 15 ml (Axigen-
Corning, USA) vertiendo cuidadosamente la mitad de la muestra, de modo tal que no se
mezcle el reactivo y la sangre. Los tubos se centrifugan a 800 g por 30 min y se recuperan
del gradiente las células mononucleares localizadas en el anillo blanco que se encuentra
en la interfase del Histopaque y el plasma. Las células se lavan primero con 30 ml de DPBS
centrifugando a 800 g por 10 min y dos veces mas con 15 ml de DPBS. Las células se

resuspenden en la misma solucion, se cuentan y se utilizan inmediatamente.

3. Citometria de flujo

3.1 Citometria de flujo

Se utiliza el citdmetro de flujo del Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina

con las siguientes caracteristicas:

Citometro Caracteristicas Canales de Filtro Programa para
deteccion captura de
muestras
MACSQUANT Laser violeta VA1 450/50 MACSQuantify
405nm
Laser azul 488nm B1 252/50
B2 585/40
B3 655-730
B4 750 LP
Laser rojo 635nm R1 655-730
R2 750 LP

Tabla 8. Caracteristicas del citometro
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3.2 Anticuerpos y colorantes

Los reactivos fueron titulados previamente a su uso para lograr su optima deteccién y mejor

compensacion.
Anticuerpos
Especificidad Clona Fluorocromos Fabricante
CD3 REA 613 PerCP-Vio700 Miltenyi
CD4 REA623 PE-Vio770 Miltenyi
CD8 REA734 PE Miltenyi
CD16 REA423 FITC Miltenyi
CD20 2H7 PE Tonbo
CD56 MY 31 PE Tonbo
NKp46 9E2 PE-CY7 Biolegend
TCR yd 11F2 Biotinilado Miltenyi
Lectinas
Especificidad Nombre Fluorocromo Fabricante
Sial 02,3 Makia A Murensis (MAI Biotinilado Vector
)
Sial 02.6 Sambucus Nigra (SN) CY5 Vector
Fluorocromos acoplados a estreptavidina
Especificidad Nombre Fluorocromo Fabricante
Biotina Brillan Violet 421 BVv421 Bio Legend
Colorantes para evaluar viabilidad
Ghost Dye Red Tonbo
780
Tabla 9. Caracteristicas de los anticuerpos
Los fluorocromos utilizados tienen las siguientes caracteristicas:
Fluorocromo o Laser de Canal de Excitacion Emisién
colorante excitacion deteccion maxima maxima
Brillant Violet 421 405nm V1 407 423
CY5 635nm R1 648 665
FITC 488nm B1 499 518
Ghost Dye Red 635nm R2 640 780
PE 488nm B2 566 576
PE-CY7 488nm B4 569 781
PerCP-Vio700 488nm B3 488 678
PE-Vio770 488nm B4 567 782

Tabla 10. Caracteristicas de los fluorocromos
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3.3 Disefio de panales experimentales

Con el fin de evaluar la Sial 2,6 en linfocitos T CD4* y CD8*, TCR yd*, Linfocitos B y células
NK CD16" CD56"'y CD16" CD56M?, de acuerdo con las caracteristicas del citdmetro, se
disefiaron cuatro paneles para citometria de flujo con anticuerpos que distinguen cada una

de las poblaciones mencionadas y la lectina de Sambucus nigra (SN) para evaluar la
sialilacion.

LINFOCITOS T
Laser Canal o detector Filtro (nm) Anticuerpol/fluorocromo colorante
405 nm V1 450/50 Makia Biot/Strp
488 nm B1 252/50
B2 585/40 CD8 PE
B3 655-730 CD3 PerCP-Vio700
B4 750 LP CD4 PE-vio 770
635 nm R1 655-730 SN CY5
R2 750 LP Ghost dye red

Tabla 11. Panel de tincién para citometria de flujo de linfocitos T. Adaptado (18, 128)

TCR y/6
Laser Canal o detector Filtro (nm) Anticuerpol/fluorocromo colorante
405 nm V1 450/50 TCR y/d Biot/Strp
488 nm B1 252/50
B2 585/40
B3 655-730 CD3 PerCP-Vio700
B4 750 LP
635 nm R1 655-730 SN CY5
R2 750 LP Ghost dye red

Tabla 12. Panel de tincion para citometria de flujo de linfocitos TCR y3. Adaptado de (18, 128).
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LINFOCITOS B

Laser Canal o detector Filtro (nm) Anticuerpol/fluorocromo colorante
405 nm V1 450/50 Makia Biot/Strp
488 nm B1 252/50
B2 585/40 CD20 PE
B3 655-730
B4 750 LP
635 nm R1 655-730 SN CY5
R2 750 LP Ghost dye red

Tabla 13. Panel de tincion para citometria de flujo de linfocitos B. Adaptado de (129)

Células NK
Laser Canal o detector Filtro (nm) Anticuerpol/fluorocromo colorante
405 nm V1 450/50 Makia Biot/Strp
488 nm B1 252/50 CD16 FitC
B2 585/40 CD56 PE
B3 655-730 CD3 PerCP-Vio700
B4 750 LP NKp46 PE-Cy7
635 nm R1 655-730 SN CY5
R2 750 LP Ghost dye red

Tabla 14. Panel de tincion para citometria de flujo de células NK. Adaptado de OMIP 058 (130)

Como parte de la estandarizacion, cada una de las lectinas, los anticuerpos y colorantes se
titularon para su optima deteccion y compensacién, ademas de determinar el numero de

células de captura adecuado para poder observar suficientes células de cada poblacién.

3.4 inmunofluorescencia directa

Un millén de células se resuspenden en 100 pl de solucién de lavado con la combinacion
de anticuerpos y/o lectinas requeridas para la fenotipificacién y analisis de la sialilacion de
cada subpoblacion de linfocitos de interés. Las muestras se incuban 30 min a 4°C en
obscuridad, se lavan 2 veces con 1 ml de solucién de lavado centrifugando 5 min a 500 gy
se resuspenden en solucion de lavado. Las células se analizan inmediatamente en el

citbmetro de flujo o se tifien para evaluar viabilidad.
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3.5 inmunofluorescencia indirecta

Un millén de células se resuspenden en 100 pl de solucién de lavado [DPBS+ 1% de SFB
(Byproductos, México)] con anti-TCR yd o Mal Il biotinilada, se incuban 30 min a 4°C en
obscuridad, se lavan 2 veces con 1 ml de solucion de lavado, centrifugando 5 min a 500 g
y se resuspenden en solucion de lavado. Posteriormente se incuba con estreptavidina
acoplada a Brillian Violet 421 por 30 min a 4°C en obscuridad, se lavan 2 veces con 1 ml
de solucion de lavado, centrifugando 5 min a 500 g y se resuspenden en solucion de lavado.
Las células se analizan inmediatamente en el citdmetro de flujo, se tifen con anticuerpos

y/o lectinas, o para evaluar viabilidad.

3.6 Determinacion de la viabilidad

Las muestras se lavan con 1 ml de DPBS y posteriormente se incuban con 1ug/ml del
colorante Ghost Dye Red 780 en 100 pl de DPBS durante 20 min a 4°C en obscuridad. Se
centrifugan a 500 g por 5 min y se resuspenden en 200 pl de DPBS. Las células se analizan

inmediatamente en el citometro de flujo.

4. software de Andlisis y Estadistica

El analisis de las muestras de citometria se realiza con el programa FlowdJo version 10.8.1
(BD).

EL analisis estadistico de los datos se realiza con el programa Prism 10.1.0 de GraphPad
Software (San Diego CA). Se realiza una prueba de normalidad con la prueba de Shapiro-
Wilk y se analiza si habia diferencia entre las varianzas con el F test to comparate variances
of Welch. Para determinar diferencias significativas entre dos grupos se utiliza la prueba t
de Student con un intervalo de confianza del 98%; cuando los grupos tenian distribucién
normal con varianzas diferentes se aplica la correlacion de Welch's, cuando los grupos
tenian distribucién normal con varianzas iguales se aplica la prueba de t no pareada y
cuando los grupos no tenian distribucion normal se aplico la prueba de Mann-Whitney. Para
comparar tres o mas grupos se utiliza una prueba de Analisis de Varianza (ANOVA) con un
intervalo de confianza del 95%; se realizé una prueba de normalidad con la prueba de
Shapiro-Wilky; si la distribucion era normal se usaba la prueba ordinaria ANOVA de una via
y una prueba posterior de comparaciéon de Bonferroni; si la distribucion no era normal se
usaba una prueba no paramétrica de Kruskal-Waillis y una prueba posterior de comparacion
de Dunns. En todos los casos se consideraron estadisticamente significativos los valores

(*p<0.05, **p<0.001, ***p<0,0005. ****p<0.0001).
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Resultados

Este trabajo tiene como objetivo analizar la Sial 2,6 en células T con el fenotipo CD4*,
CD8*y TCR y38*, Linfocitos B CD20* y células NK CD16"* CD56"'y CD16" CD56M?. Cabe
resaltar que las sialilaciones mas abundantes en mamiferos son la Sial 02,6 y la 02,3 (107,
131), por lo que, en los paneles en los que el disefio nos lo permitio, incluimos como control
la tincién con la lectina de Maackia amurensis (MAL Il), que reconoce la sialilacion a2,3.
Los resultados obtenidos se muestran a continuacion divididos en funcion de cada

poblacion analizada.
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1. Linfocitos T CD4*

Para evaluar la expresion de la Sial 02,6 y 02,3 en linfocitos T CD4* y CD8" de sujetos
sanos, tefiimos PBMC con el panel que se muestra en la tabla 11 y utilizamos la estrategia

de analisis que se observa en la figura 12.
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Figura 12 Estrategia de analisis de la sialilacion a2,6 y a2,3 en linfocitos T CD4*y CD8*.
PBMC fueron tefidas para observar la Sial 02,6 y a2,3 en linfocitos T (tabla 11) y analizadas en el
citometro de flujo. Primero se seleccionaron las células individuales o singlets, después se
excluyeron las células muertas; se selecciond la region de linfocitos a partir de sus caracteristicas
de tamafo y granularidad. Dentro de la poblacion de linfocitos se seleccionaron las células CD3* y
usando un dotplot de CD4 contra CD8 se identificaron las células CD3* CD4*y CD3* CD8".
Finalmente se analizé la unién de SN y MAL Il en cada una de estas subpoblaciones.

En la figura 13 se muestra el analisis de la union de la lectina de SN (A) y MAL Il (D) en

linfocitos CD4* de donadores sanos. Podemos observar que las células CD4* de hombres,
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el 70% de la poblacion es SN*, es decir, expresan la Sial a2,6, mientras que en mujeres el
94% de la poblacion CD4" es SN+ (figura 13B); ademas las células CD4*SN* de las mujeres

expresan 17 veces mas la Sial a2,6 que las de los hombres (figura 13C).

llama la atencién que la expresioén de la Sial a2,6 en los linfocitos de hombres muestra un
patrén claro, mismo que también se puede observar en las mujeres, sin embargo, hay un
dato que se encuentra en el extremo inferior (F) y otro en el extremo superior (H); al revisar
su informacién personal encontramos que la donara H se encuentra en periodo post
ovulatorio y la donadora F, ademas de ser la persona de mayor edad, atraviesa por la
menopausia; el patron de expresion de la Sial 02,6 en esta donante es semejante al que se
observa en hombres, sugiriendo que la reduccion de hormonas como los estrégenos vy la

progesterona (132) se relacionan con la expresion de la Sial a2,6.

Estos datos muestran que en linfocitos CD4* la Sial 02,6 se expresa de manera diferencial
entre hombres y mujeres, tanto en proporcién de células positivas para la lectina, como el
nivel de expresién. Siendo las células de mujeres donde la poblacién completa de CD4* es

SN* y expresa el mayor nivel de Sial a.2,6.

Al analizar la Sial 2,3, observamos que la poblaciéon CD4* MAL II* en hombres corresponde
al 64% y al 40% en mujeres (figura 13E); mientras que el nivel de expresién de la Sial a2,3
es similar entre hombres (2013) y mujeres (1920) (figura 13F); es importante destacar que
la expresion de la Sial 2,3 es particular en cada donador, principalmente en mujeres,
donde cada una muestra un perfil de expresion de Sial a2,3 diferente; pareciera ser, que
hay un perfil de expresién similar en los donantes masculinos (A, By C), pero al revisar los
datos personales, no encontramos alguna caracteristica que compartieran, ademas del

SeXo.

A diferencia de lo que observamos anteriormente, la poblacién de células CD4* que
expresan la Sial 02,3, es mayor en hombres que en mujeres, cabe resaltar que no hay un
patron distinguible en el porcentaje de células MAL II*; la expresién de la Sial 02,3 es

diferencial en cada persona.
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Figura 13. Analisis de la Sialilacién 02,6 y 2,3 de linfocitos T CD4. PBMC tefidas con el panel
para linfocitos T (tabla 10) y analizadas en el citometro de flujo. Los histogramas muestran la unién
de la lectina SN (A) o de la MAL 1l (B) en linfocitos T CD4* de donadores independientes, (A-D
hombres y E-J mujeres). Analisis estadistico del porcentaje de células SN* (B, o hombres y o
mujeres) y MAL Il (E, ®hombres y e mujeres) dentro de la poblacién CD4* y de la Geo MFI de la
Sial 02,6 (C, o hombres y © mujeres) y la Sial a2,3 (F, ®hombres y e mujeres); cada circulo
representa un donador. Los datos se analizaron utilizando la prueba de Mann-Whitney o con la

prueba de Welch’s (*p<0.05).
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Al comparar los datos obtenidos del analisis de la Sial a2,6 y la Sial a.2,3, encontramos que,
en hombres, la misma proporcién de linfocitos CD4* expresan la Sial 2,6 y la Sial a2,3
(70% y 64% respectivamente) (figura 14A); mientras que en mujeres todos los linfocitos

CD4" expresan la Sial a2,6 y de ellos el 44% también expresa la Sial 2,3 (Figura 14B).
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Figura 14. Analisis comparativo de la Sialilacion a2,6 y 2,3 en linfocitos CD4*. Analisis
estadistico del porcentaje de células que expresan la Sial a2,6 (circulo abierto) y la a2,3 (circulo
cerrado) en hombres (A) y en mujeres (B) dentro de la poblacion CD4*. Cada circulo representa un
donador (mujeres en morado y hombres en verde) y se analizaron con la prueba de Mann-Whitney
(**p<0.001).
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2. Linfocitos CD8*

En la figura 15 observamos el analisis de la unién de la lectina de SN (A) y MAL Il (D) en
linfocitos CD8"* de donadores sanos. Los resultados muestran que el porcentaje de células
que expresan la Sial 02,6 es similar en hombres (95%) y mujeres (98%) (figura 15B), no
obstante, el nivel de expresion de la sialilacién es 2.3 veces mayor en linfocitos de mujeres

respecto a los de hombres (figura 15C).

La Sial a2,6 exhibe un patrén de expresion claro tanto en hombres como en mujeres, sin
embargo, en los perfiles de sialilacion de las donadoras, nuevamente apreciamos que dos
datos se encuentran situados a los extremos inferior (F) y superior (H); coincidentemente
este mismo comportamiento con estas donantes, lo observamos previamente en los
linfocitos CD4", ademas, reiteradamente el perfil de expresion de la Sial a.2,6 en la donadora
F es semejante a los perfiles de expresion de donadores masculinos, lo que refuerza la idea
de una posible relacién entre la expresiéon de la Sial 02,6 y el ciclo hormonal. Por lo tanto,
todos los linfocitos CD8* expresan la Sial 02,6, independientemente del sexo del individuo,
no obstante, el nivel de expresion es diferencial entre hombres y mujeres, siendo las células

de mujeres las que expresan un mayor nivel de Sial a.2,6.

El analisis de la Sial a2,3 en linfocitos CD8" muestra que en hombres el 77% de la poblacion
es MAL II" en mujeres, el 76% (figura 15E); no hay diferencias significativas entre los
promedios de expresién de la Sial 02,3 en las células de hombres (1666) y de mujeres
(1610) (figura 15F).

Es importante destacar que no se observa un patron uniforme en la expresion de Sial a2,3.
Parece haber una mayor homogeneidad en el perfil de expresion entre los linfocitos de
hombres en los donantes A, By C. En contraste, en los linfocitos de mujeres, cada donante
presenta un perfil de sialilacién particular. Por ejemplo, en las donantes F, G y H, la mitad
de las células CD8" son MAL II" y muestran una menor expresion de Sial a2,3 en
comparacion con las donantes E, | y J, donde toda la poblacion CD8" es MAL II* y muestra
una mayor expresion de Sial a2,3. Estos resultados indican que la expresion de Sial a2,3
en los linfocitos CD8* varia entre cada donador, tanto en la proporcién de células positivas

para la lectina como en el nivel de expresion.
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Figura 15. Analisis de la Sialilacién 02,6 y 2,3 de linfocitos T CD8. PBMC tefiidas con el panel
para linfocitos T (tabla 10) y analizadas en el citdbmetro de flujo. Los histogramas muestran la unién
de la lectina SN (A) o de la MAL Il (B) en linfocitos T CD8* de donadores independientes, (A-D
hombres y E-J mujeres). Analisis estadistico del porcentaje de células SN* (B, © hombresy O
mujeres) y MAL Il (E, ®hombres y ® mujeres)- dentro de la poblacion CD8* y de la Geo MFI de la
Sial 02,6 (C, © hombres y © mujeres) y la Sial a.2,3 (F, ®hombres y ® mujeres); cada circulo

representa un donador. Los datos se analizaron utilizando la prueba de Mann-Whitney o con la
prueba de Welch’s (*p<0.05).
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El analisis comparativo entre la Sial 02,6 y la Sial a2,3 en linfocitos CD8* muestra que,

todos los linfocitos CD8" expresan la Sial 2,6, tanto en hombres como en mujeres, y de

ellos la misma proporcion expresa también la Sial a2,3 (77% y 76% respectivamente) (figura

16).
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Figura 16. Analisis comparativo de la Sialilacion 02,6 y 02,3 en linfocitos CD8*. Analisis
estadistico del porcentaje de células que expresan la Sial a2,6 (circulo abierto) y la a2,3 (circulo
cerrado) en hombres (A) y en mujeres (B) dentro de la poblacion CD8*. Cada circulo representa un
donador (mujeres en morado y hombres en verde) y se analizaron con la prueba de Mann-Whitney

(*p<0.05).
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3. Linfocitos TCR y5*

Dado que el disefio del panel de tincién para linfocitos TCR yé (tabla 12) no nos permitio
incluir la lectina de MAL I, en esta poblacién Unicamente analizamos la expresion de la Sial
a2,6 en linfocitos TCR y4* de sujetos sanos, para ello tefiimos PBMC con panel previamente

mencionado y realizamos el andlisis con la estrategia que se observa en la figura 17.
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Figura 17. Estrategia de andlisis de la sialilacién 2,6 en linfocitos TCR yé6 humanos. PBMC
fueron tefiidas para observar la Sial a2,6 en linfocitos TCR y3 (tabla 12) y analizadas en el
citometro de flujo. Primero se seleccionaron las células individuales o singlets, después se

excluyeron las células muertas, se seleccionaron las células CD3* y se identificaron las células
TCR yd*. Finalmente se analiz6 la unién de SN ene seta poblacion.

En la figura 18 se presenta el analisis de la union de la lectina de SN (A). Observamos que
la proporcion de linfocitos TCR y3* SN* es similar en ambos sexos (99% en hombres y 97%
en mujeres) (figura 18B), lo que indica que todos los linfocitos TCR y6* expresan Sial a.2,6.
Ademas, el nivel de expresion de Sial a2,6 es semejante entre hombres (1339) y mujeres
(1275) (figura 18C). Los linfocitos TCR y3* de hombres muestran un patrén claro de
expresion de Sial a2,6, el cual también se observa en mujeres; sin embargo, hay un dato
atipico con un sujeto en particular (H), quien como ya se menciond anteriormente se

encuentra en el periodo post-ovulatorio, a diferencia del resto de las donadoras, que estan
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en el dia 5 de su ciclo. Los resultados muestran que todos los linfocitos TCR y3* expresan

la Sial a2,6 independientemente del sexo y en el mismo nivel.
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Figura 18. Andlisis de la Sialilacion 02,6 y a2,3 de linfocitos TCR yd. PBMC tefidas con el
panel para linfocitos T (tabla 12) y analizadas en el citometro de flujo. El histograma muestra la
union de la lectina SN (A), en linfocitos TCR y&* de donadores independientes, (C, L-M hombres, y
E, G-J mujeres). Analisis estadistico del porcentaje de células SN* dentro de la poblacion TCR yd*

(B) y de la Geo MFI de la Sial a.2,6 (C), (O hombres y © mujeres); cada circulo representa un
donador. Los datos se analizaron utilizando la prueba de Mann-Whitney o con la prueba de

Welch’s.
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4. Linfocitos B CD20*

Con el objetivo de evaluar la expresion de la Sial 02,6 y a2,3 en linfocitos B CD20* de
sujetos sanos, tefiimos PBMC con el panel que se muestra en la tabla 13 y analizamos los

datos de acuerdo con la estrategia que se observa en la figura 19.
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Figura 19. Estrategia de andlisis de la sialilacion a2,6 y 2,3 en linfocitos B CD20* humanos.
PBMC fueron tefiidas para observar la Sial 02,6 y a2,3, en linfocitos B (tabla 13) y analizadas en el
citometro de flujo. Primero se seleccionaron las células individuales o singlets, después se
excluyeron las células muertas, se selecciond la region de linfocitos a partir de sus caracteristicas
de tamafio y granularidad. Dentro de la poblacién de linfocitos identificaron las células CD20*.
Finalmente se analizé la unién de SN y MAL Il en cada una de estas subpoblaciones.

La figura 20 muestra el andlisis de la union de la lectina de SN (figura 20A) y MAL 1l (figura
20D) en linfocitos B CD20* de donadores sanos. Observamos que la proporcién de células
CD20*SN* es semejante en ambos sexos, (hombres 95% y mujeres 92%) (figura 20B); sin
embargo, los linfocitos de las mujeres expresan 0.6 veces mas la Sial a2,6 en comparacion

con los linfocitos de hombres (figura 20C).

Los resultados indican que los perfiles de sialilacion en los linfocitos B de hombres muestran
una notable uniformidad. En el caso de las células de mujeres, también se observa un

patrén general de comportamiento, con excepcién de dos datos que destacan en los
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extremos inferior y superior; estos corresponden a las donadoras F y H, respectivamente.
El perfil de sialilacion de la donadora F en esta ocasiéon no coincide con los perfiles
observados en los linfocitos T masculinos, como previamente habiamos observado. Los
datos obtenidos indican que todos los linfocitos B, tanto de hombres como de mujeres,
expresan Sial 02,6, aunque con niveles de expresion diferentes. Especificamente, las
mujeres muestran un mayor nivel de expresién de Sial 02,6 en comparacion con los

hombres.

Por otro lado, los resultados de la union de la lectina MAL 11 en linfocitos B indican que, en
hombres, el 69% de los linfocitos CD20* expresan Sial 2,3, mientras que en mujeres solo
el 41% muestra esta expresion (figura 20E). Ademas, se observé que el nivel de expresion
es 0.66 veces mayor en los linfocitos de hombres comparados con los de mujeres (figura
20F). Sin embargo, es importante sefialar que esta diferencia no es estadisticamente
significativa debido a la gran dispersion de los datos; ya que cada donante presenta un
perfil particular de expresion de Sial a2,3. Solo se pueden observar similitudes entre los
perfiles de expresion de los donadores Ay B. Por lo tanto, la expresion de Sial a2,3 en los

linfocitos CD20* varia considerablemente entre individuos.
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Figura 20. Analisis de la Sialilacidon 02,6 y 02,3 de linfocitos B CD20. PBMC tefiidas con el
panel para linfocitos T (tabla 13) y analizadas en el citdmetro de flujo. Los histogramas muestran la
union de la lectina SN (A) o de la MAL Il (B) en linfocitos B CD20* de donadores independientes,
(A-D hombres y E-J mujeres). Analisis estadistico del porcentaje de células SN* (B, © hombres y O
mujeres) y MAL Il (E, ®hombres y ® mujeres) dentro de la poblacion CD20* y de la Geo MFI de la
Sial 02,6 (C, © hombres y © mujeres) y la Sial a2,3 (F, ®hombres y ® mujeres); cada circulo

representa un donador. Los datos se analizaron utilizando la prueba de Mann-Whitney, prueba de ¢
no pareada o con la prueba de Welch's.
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El analisis comparativo de la expresién de la Sial 02,6 y Sial la a2,3, en linfocitos B CD20°,
mostro que todos los linfocitos B de hombres expresan la Sial 2,6 y de ellos el 69%,
expresa también el sial a2,3, de igual forma, en mujeres, todos los linfocitos B expresan la

Sial 02,6 y de estos unicamente el 41% también la a2,3 (figura 21).
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Figura 21. Analisis comparativo de la Sialilacion a2,6 y a2,3 en linfocitos B CD20*. Andlisis
estadistico del porcentaje de células que expresan la Sial a2,6 (circulo abierto) y la a2,3 (circulo
cerrado) en hombres (A) y en mujeres (B) dentro de la poblacion CD20*. Cada circulo representa
un donador (mujeres en morado y hombres en verde) y se analizaron con la prueba de Mann-
Whitney (**p<0.001), o prueba de t no pareada (*#p<0.001).
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5. Células NK CD16-*CD56""

Con el objetivo de analizar la expresion de la Sial a.2,6 y 02,3 Células NK CD16-¥CD56"' y
CD16"'CD56M? de sujetos sanos, marcamos PBMC de acuerdo con el panel que se observa

en la tabla14 y utilizamos la siguiente estrategia de analisis figura 22.
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Figura 22. Estrategia de analisis de la sialilacion 02,6 y 02,3 en Células NK CD16-"CD56" y
CD16"CD56M? humanos. PBMC fueron tefiidas para observar la Sial 02,6 y 02,3 en células NK
(tabla 14) y analizadas en el citdmetro de flujo Primero se seleccionaron las células individuales o
singlets, después se excluyeron las células muertas y CD16-, se selecciond la region de células
CD3- dentro de la poblacion CD16* y usando un dotplot de CD16 contra CD56 se identificaron las
células CD16-vCD56" y CD16"CD56Md, Finalmente se analizé la unién de SN y MAL Il en cada
una de estas subpoblaciones.

En la figura 23 se observa el andlisis de la union de la lectina de SN (A) y MAL Il (D) en

células NK CD16-“CD56" de donadores sanos. Los resultados muestran que la misma
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proporcion de células CD16-“CD56"" de hombres y mujeres expresan la Sial a.2,6 (86%)
(figura 23B), pero el nivel de expresion es 0.6 veces mayor en las células CD16-*CD56' de

mujeres en comparacion con las células de los hombres (figura 23C).

La expresion de la Sial 02,6 en células CD16-*CD56" exhibe un patrén de comportamiento
para ambos sexos; llama la atencion que, en la mayoria de los hombres, encontramos una
pequefia poblacion CD16"*CD56" SN" (A, C y D), mientras que en mujeres solo una
donadora la presento (E). Estos resultados indican que la Sial a.2,6 se expresa en las células
NK CD16-*CD56""independientemente del sexo y en la misma proporcién, no obstante, el

nivel de expresion es mayor en células de mujeres.

Por otro lado, al analizar la expresion de la Sial 02,3 en células las CD16-"CD56""
encontramos deferencias la proporcion de células CD16"CD56M MAL II*, siendo mayor en
hombres que en mujeres (70% y 53% respectivamente) (figura 23E), con respecto al nivel
de expresion también hay diferencias dependiendo del sexo, las células CD16-¥CD56"" de
hombres expresan 0.7 veces mas la Sial a2,3 con respecto a las células de mujeres (figura
23F).

A diferencia de lo que hemos observado en otras poblaciones celulares, en las células
CD16"“CD56" se puede apreciar un patron de expresion de la Sial a2,3, que inclusive es
diferente entre ambos sexos; los histogramas de los perfiles de sialilacion en células de
hombres presentan un sesgo negativo, por el contrario, en mujeres el sesgo es negativo.
Asi bien las células CD16-“*CD56""" expresan la Sial 02,3 de manera diferencial entre
hombres y mujeres, tanto en la por proporcion de células MAL I+, como en el nivel de
expresion; siendo los hombres donde encontramos el mayor porcentaje de células

CD16**CD56" MAL II* con un nivel de expresion superior al de células de mujeres.
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Figura 23. Analisis de la Sialilacién 02,6 y 02,3 de células NK CD16-“CD56". PBMC tefiidas
con el panel para células NK (tabla 14) y analizadas en el citbmetro de flujo. Los histogramas
muestran la unién de la lectina SN (A) o de la MAL Il (B) en células NK CD16“*CD56" de
donadores independientes, (A-D hombres y E-J mujeres). Analisis estadistico del porcentaje de
células SN* (B, o hombres y © mujeres) y MAL Il (E, ®hombres y e mujeres)- dentro de la poblacién
CD16-CD56"y de la Geo MFI de la Sial 02,6 (C, © hombres y o mujeres) y la Sial 02,3 (F,
®hombres y e mujeres); cada circulo representa un donador. Los datos se analizaron utilizando la

prueba de Mann-Whitney o la prueba de t no pareada (¥p<0.05).
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Los resultados del analisis comparativo entre la Sial a2,6 y la Sial a2,3, en células

CD16-*CD56M, mostraron que tanto en hombres como en mujeres la proporcion de células

que expresan la Sial 02,6 (86%) es mayor que la que expresa la Sial 02,3 (70% y 53%

respectivamente) (figura 24).

Hombres Mujeres
= 120
Q B B4 #
A 100 (@) @)
;U _O o
804 O O
- LIPS O
-~ ol O o ©
8 60 © >—O
7) ) ®
© 40_
E
~8 20_
S 0 I I I I
02,6 a2,3 92,6 a2,3
Sialilacion

Figura 24. Analisis comparativo de la Sialilacion 02,6 y 02,3 en células NK CD16-YCD56".
Andlisis estadistico del porcentaje de células que expresan la Sial a2,6 (circulo abierto) y la a2,3
(circulo cerrado) en hombres (A) y en mujeres (B) dentro de la poblacion CD20*. Cada circulo
representa un donador (mujeres en morado y hombres en verde) y se analizaron con la prueba de ¢

no pareada (¥p<0.05, #p<0.001, ##p<0,0005).
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6. Células NK CD16"CD56M¢

En la figura 25 se observa el analisis de la unién de la lectina de SN (A) y MAL Il (D) en
células CD16"'CD56M? de donadores sanos. Los resultados muestran que en hombres el
78% de las células CD16"'CD56M?son SN*, mientras que en mujeres el 90% de la poblacion
es SN* (figura 25B) ademas las células de mujeres expresan el doble de la Sial 02,6 en

comparacion con las células de hombres (figura 25C).

Resalta la uniformidad que hay entre los perfiles de sialilaciéon en ambos sexos, sin
embargo, en mujeres hay un par de datos (E y F) que son similares a los perfiles de
expresion que presentan los hombres, al revisar los datos personales de ambas donadoras,
encontramos que son las de menor y mayor edad, respectivamente; en las células T y B,
ya habiamos encontrado esta similitud de la donadora F con los donadores masculinos, sin
embargo la donadora E se habia mantenido dentro de la media en las poblaciones
analizadas previamente. Los resultados indican que en células NK CD16"'CD56M |a
expresion de la Sial a2,6 es diferencial, siendo las mujeres las que presentan un mayor
porcentaje de células CD16"CD56M¢ SN* y con un nivel de expresion mayor respecto a los

hombres.

Por otra parte, los resultados del analisis de la Sial 2,3 mostraron que en hombres el 64%
de las células CD16"'CD56M¢ presenta el fenotipo MAL II* y en mujeres Unicamente el 44%
de las células son positivas para la lectina (figura 25E); en cuanto al nivel de expresién de
la Sial 02,3 es 0.6 veces mayor en células de hombres en comparacion con las células de

mujeres (figura 25F).

Curiosamente también en esta subpoblacion los histogramas de los perfiles de sialilacion
en células de hombres exhiben un sesgo negativo, en cambio en mujeres el sesgo es
negativo, sim embargo no se aprecia un patron de expresién distintivo, entre ambos sexos.

Los resultados indican que la expresion de la Sial a2,3 es particular en cada individuo.
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Figura 25. Analisis de la Sialilacién 02,6 y 02,3 de células NK CD16"'CD56M4. PBMC tefiidas
con el panel para células NK (tabla 14) y analizadas en el citbmetro de flujo. Los histogramas
muestran la unién de la lectina SN (A) o de la MAL Il (B) en células NK CD16"CD56Md de
donadores independientes, (A-D hombres y E-J mujeres). Analisis estadistico del porcentaje de
células SN* (B, o hombres y © mujeres) y MAL Il (E, ®hombres y e mujeres)- dentro de la poblacién
CD16"CD56Md y de la Geo MFI de la Sial a.2,6 (C, o hombres y o mujeres) y la Sial 2,3 (F,
®hombres y e mujeres); cada circulo representa un donador. Los datos se analizaron utilizando la
prueba de Welch’s (*p<0.05).
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Los resultados de la comparacion de la Sial 02,6 con la Sial 02,3 en células CD16"'CD56M¢
muestran que en hombres el porcentaje de células que expresan la Sial 02,6 (78%) es
mayor que el que expresa la a2,6 (64%); de igual forma en mujeres, la proporcion de células

que expresa la Sial a2,6 (90%) es mayor que la que expresa la Sial a2,3 (44%) (figura 26).

Hombres Mujeres
- 120
5@ A B ++
0 100 o
a Q0
O O O
z 80 O—p -
© —o® 0
g 60- O -
o )
@ 40— o
E
'S 20- N
= 9 i | I I
2,6 02,3 2,6 a2,3
Sialilacion

Figura 26. Analisis comparativo de la Sialilacién 02,6 y 02,3 en células NK CD16"'CD56M¢.
Andlisis estadistico del porcentaje de células que expresan la Sial a2,6 (circulo abierto) y la 02,3
(circulo cerrado) en hombres (A) y en mujeres (B) dentro de la poblacion NK CD16"CD56Md. Cada
circulo representa un donador (mujeres en morado y hombres en verde) y se analizaron con la
prueba de Mann-Whitney (**p<0.001).

Pagina | 60



7. Andlisis de la sialilacion en células de linaje linfoide

Por ultimo, se realizé un analisis evaluando la expresién de la Sial 02,6 y 2,3 comparando

las poblaciones linfocitarias de interés, linfocitos T, linfocitos B y células NK en cada sexo.

7.1 Sialilacion «2,6

El resultado del analisis de la Sial 02,6 en células de linaje linfoide de mujeres, mostro que
todas las células de las poblaciones analizadas expresan la Sial a2,6 (figura 27A), sin
embargo, hay diferencias en el nivel de expresion, siendo la poblacion de linfocitos B, la
que presenta el nivel mas alto de expresiéon de la Sial 02,6, al contrario de las células NK
CD16"'CD56M? donde la expresion es baja (figura 27B).

Es importante considerar que en las poblaciones de linfocitos CD4*, CD8" y B, habia dos
donadoras que se alejaban de la media hacia el extremo inferior y superior, F y H
respectivamente, lo que aumenta la dispersion en los datos y por lo tanto no se aprecian
diferencias estadisticamente significativas, aunque el diferendo en el nivel de expresiéon
entre los linfocitos B y las células NK sea del doble. Los resultados indican que la Sial a2,6
se expresa en todos los linfocitos T, B y células NK de mujeres sanas, sin embargo, el nivel

de expresion es diferencial en cada poblacion celular.

El andlisis de la Sial 02,6 en células del linaje linfoide en hombres, se observan variaciones
significativas en el porcentaje de células que expresan esta sialilacion. Los linfocitos TCR
yo* destacan por tener la mayor proporcion de células SN* (99%), mientras que los linfocitos
T CD4* muestran la menor proporcion (70%) (figura 27C). Estas mismas poblaciones
también exhiben el nivel mas alto y bajo de expresién de la Sial a2,6, respectivamente,

siendo 26 veces mayor en los linfocitos TCR yd* que en los linfocitos T CD4* (figura 27D).

Es relevante destacar que en cada poblacién celular analizada se observan similitudes en
los perfiles de expresién de la sialilacion, lo cual indica un patrén de expresion. Estos
resultados sefalan que la expresion de la Sial a2,6 en células del linaje linfoide de hombres
varia, tanto en términos de la proporcién de células que la expresan como en el nivel de

expresion, siendo los linfocitos TCR yé los que muestran un nivel de expresion mas elevado.
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Figura 27. Analisis de la sialilacion a2,6 en células de linaje linfoide. Analisis estadistico del
porcentaje de células en hombres y mujeres (A y C) que expresan la Sial a2,6 asi como su nivel de
expresion (B y D). Los datos se segmentaron por sexo (®hombres y ® mujeres). Cada circulo
representa un donador y se analizaron con la prueba ANOVA y una subprueba de Bonferroni, (¢,
diferencia estadistica con todos los grupos) (*p<0.05, **p<0.001, ***p<0,0005. ****p<0.0001).
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7.2 Sialilacién «2,3

Los resultados del analisis de la Sial a2,3 en linfocitos T CD4*, CD8", B y células NK de
mujeres mostraron que, la mayor proporciéon de células SN* se encentra en los linfocitos
CD4" (84%), ademas son la poblacién que mas expresa esta sialilacion, por el contrario,
los linfocitos B constituyen la poblacién menos sialilada (41%) con menor expresién de la
Sial 02,3 (figura 28A).

Llama la atencién que la expresion de la Sial a2,3 en linfocitos T y B presentaba un perfil
de sialilacién particular en cada donadora, no se podia apreciar un patron de
comportamiento, salvo en las células NK donde los datos eran mas homogéneos, pero
tampoco se observaba un patrén de expresion (figura 28B). Por lo tanto, la expresion de la

Sial 02,3 en células linfoides es diferencial en cada donadora.

Por otro lado, el analisis de la Sial 2,3 en linfocitos CD4*, CD8*, linfocitos B y células NK
de hombres mostré que la poblacion con el mayor porcentaje de células que expresan esta
sialilacion son los linfocitos CD4* y la poblacion con el menor porcentaje son las células
CD16"'CD56Md (figura 28C). Curiosamente también los linfocitos CD4* expresan mayor nivel
de la Sial 02,3, contrariamente a los linfocitos B donde encontramos 0.8 veces menos Sial

a2,3 respecto a las células CD4(figura 28D).
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Figura 28. Analisis de la sialilacion a2,3 en células de linaje linfoide. Analisis estadistico del
porcentaje de células (Ay C) que expresan la Sial a2,3 asi como su nivel de expresion (B y D). Los
datos se segmentaron por sexo (®hombres y e mujeres). Cada circulo representa un donador y se
analizaron con la prueba ANOVA y una subprueba de Bonferroni, (*p<0.05, **p<0.001, ***p<0,0005.

****p<0.0001).
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Discusion

El objetivo de este trabajo fue analizar la sialilacion «2,6 en linfocitos T, B y células NK
humanas de sujetos sanos. Una cualidad muy importante de este trabajo es que ademas
de analizar la Sial 02,6 decidimos incluir, el andlisis de la Sial 02,3, ya que estas
sialilaciones son las mas comunes en mamiferos (107, 131), sin embargo, a diferencia de
muchas de las investigaciones sobre sialilacion, los resultados abordaron de manera

independiente la Sial a2,6 de la a.2,3.

Nuestros resultados muestran que de manera basal las células de linaje linfoide expresan
la Sial 02,6 y a2,3, trabajos previos han destacado la importancia de la sialilacion, que
proporciona un gran componente de repulsion de carga negativa entre células, lo que
modifica las interacciones celulares en diferentes sistemas (133-135). La carga negativa
que otorga el acido sialico a las células es muy importante dentro del contexto de la
respuesta inmune. Cuando las células poseen altas concentraciones de acido sialico
propician la repulsién con otras células sialiladas, permitiéndoles circular libremente a

través del torrente sanguineo (114, 115).

Cuando la concentracion de acido sialico disminuye, la repulsién por carga también
decrementa, esto ayuda a las interacciones célula-célula; se ha reportado que, durante la
activacion en la mayoria de las células inmunitarias, incluidas las células T, las células B,
las células NK y los monocitos, la actividad enddgena de la sialidasa Neu? aumenta
significativamente, esta enzima hidroliza residuos de acido 2,3 y 2,6, por lo tanto, la
expresion de estos acidos sialicos se reduce. Ademas, la sialilacién de algunas de sus
moléculas de superficie como el MHC-1 y el MHC-II también disminuye, se ha demostrado
que esto es necesario para que las células interaccionen con las células presentadoras de
antigenos (113, 119-122).

Otra propiedad importante que otorga el acido sialico en las células, es la regulacion de la
apoptosis mediada por las galectinas 1y 9, a través del enmascaramiento de la galactosa

(118). Asi bien, las células sialiladas viven por mas tiempo en el organismo.

La Sial a2,3 se expresa en las poblaciones celulares analizadas, sin embargo, no fue
posible distinguir algun patrén que nos permitiera relacionar el porcentaje de células silladas
o el nivel de expresion con el sexo del donante; recientemente se identificd que todos los

linfocitos CD4* y CD8* de ratones sanos expresan la Sial a2,3, estos patrones no se
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modifican durante la infeccién aguda con T. gondii. Por lo tanto, la ausencia de un perfil
definido de sialilacion en individuos sanos dificultaria la identificacion de modificaciones en
esta sialilacion durante procesos inflamatorios. Aunque los reportes actuales no sugieren
cambios en la expresién de la sialilacion a.2,3, durante un proceso inflamatorio es necesario

confirmar esta teoria de manera definitiva.

La Sial a2,6 se expresa de manera diferencial en linfocitos CD4* de mujeres y de hombres;
mientras en las primeras toda la poblaciéon es SN*, en hombres solo el 70% de la poblacion
expresa esta sialilacion. Ademas, las células CD4" de mujeres expresan 17 veces mas la

Sial 02,6 en comparacion con las células de los hombres.

Esta es la primera vez que se describe esta diferencia de sialilacién entre sexos, sin
embargo, trabajos previos reportan que las células CD4* activadas in vitro expresan menos
la Sial a2,6 en comparacion de células CD4* no activadas, ademas se demostro que células
polarizadas in vitro a un perfil Th1 expresan menos la a2,6 (126). Otro trabajo analizé el
papel de la sialilacion en la funciéon de los linfocitos CD4", en ratones sanos, todas las
células CD4" virgenes son SN*, tras ser infectados con T. gondii la mitad de la poblacién
deja de expresar la sialilacion (127); lo cual coincide con la observacion previa, ya que la
infeccidén con T. gondii da como resultado respuestas de tipo Th1, en ambos casos, todas
las células CD4* de los grupos control tenia el glicofenotipo SN*, lo que coincide con
nuestros resultados y nos hace pensar que posiblemente tras un proceso inflamatorio

podria disminuir la sialilacion (127).

En la literatura no hay investigaciones previas que establezcan una relacién entre el nivel
de expresion de la sialilacion en una poblacion celular y el sexo de los individuos. Nuestro
estudio aporta los primeros datos que evidencian que la expresion de la Sial 02,6 es

diferencial en los linfocitos CD4* de hombres y mujeres.

Llama la atencion que hay un patron de expresion de la Sial a2,6 constante en los
histogramas de hombres, aunque también se puede observar un patrén de expresion en
mujeres, hay un par de donadoras que se encuentran a los extremos, las donadoras que
se encontraban en el mismo dia de su ciclo menstrual (dia 5), mientras que, en los
extremos, la donante con mayor nivel de expresiéon de la Sial 02,6 estaba en fase post
ovulatoria (después del dia 20) y la donante que menos expresa la Sial a2,6 se encuentra

en menopausia, particularmente el perfil de sialilacién de esta donante, mostraba similitudes
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con el perfil de sialilacion de linfocitos de hombres; lo que sugiere una relacién entre la
expresion de la Sial a2,6 con los cambios hormonales, dado que se reconoce que el ciclo

menstrual influye en el funcionamiento del sistema inmunitario (136).

No seria raro que existiera una posible relacion entre la expresién de la sialilacion y el ciclo
menstrual, y, por ende, también podria relacionarse con cierta susceptibilidad a
enfermedades autoinmunes, que son mas incidentes en la poblacién femenina (137-140).
Sin embargo, es importante sefialar que este experimento no fue disefiado con el objetivo
de monitorear la sialilacién durante el ciclo menstrual, asi que no podemos demostrar de

manera concluyente que tal relacion exista.

Finalmente, al comparar las dos formas de sialilacion, se observé que la proporcion de
linfocitos CD4" en hombres que expresan a.2,6 era similar a los que expresan a2,3. Por otro
lado, todos los linfocitos CD4* en mujeres expresan Sial a.2,6, aunque solo el 40% de estos

también expresa la a.2,3.

La poblacion CD8" presenta el fenotipo Sial 02,6 indistintamente del sexo; sin embargo,
las células CD8" de mujeres expresan mas del doble de la sialilacion que los hombres. Se
ha reportado que linfocitos CD8" virgenes de ratones saludables expresan la Sial a2,6, en
cambio durante la infeccion con T. gondii disminuye el porcentaje de células sialiladas (127).
Otro estudio informd que la perdida de la sialilacién en células dendriticas activadas por
TLR, promueve interacciones de alta afinidad con linfocitos CD8*, asi bien concluyen con
que el acido sialico puede regularse de forma negativa para mejorar la activacion y
proliferacion de las células T; dado que una alta sialilaciéon puede limitar estas interacciones
(141).

Estudios adicionales documentaron que tanto el MHC-I como el MHC-II se encuentran hipo-
sialilados tras la activacién en células T (119, 120), En ambos estudios, las células en estado
basal se encontraban sialiladas, lo cual podria estar relacionado que, en un proceso
infeccioso, la Sial 02,6, se regula de forma negativa. Resulta interesante que se mantiene
la existencia de un patrén de expresion de la Sial a.2,6 muy claro en hombres y también en
mujeres, sin embargo, al igual que en los linfocitos CD4*, observamos que la donadora F Y
H se situaban en los extremos, inferior y superior, respectivamente; ademas de la
semejanza del perfil de sialilacién en la donadora F con los perfiles de sialilacion de

linfocitos masculinos, lo cual refuerza la idea de que los cambios en el nivel de expresion
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de la Sial 02,6 se ven influenciados por cambios hormonales. Por ultimo, al comparar
ambas formas de sialilacién, se observa que todos los linfocitos CD8* de hombres y mujeres
expresan la sialilacion a2,6. Curiosamente, la proporcion de células que también expresan

la sialilacion a2,3 es similar en ambos sexos.

La Sial a2,6 en linfocitos TCR y&* se expresa en todas las células, independientemente del
sexo y en el mismo nivel. Es importante tomar en cuenta que esta es la primera vez que se
analiza la Sial 02,6 en esta poblacién, por lo cual no hay evidencia que nos dé un indicio

de algun glicofenotipo particular.

Sabemos que las células TCR yé se encuentran principalmente en tejido y en menor
proporcion en sangre (39-41); las células que analizamos provienen de circulacién, por lo
tanto esperabamos que la poblacion se encontrara sialilada, desconocemos si esta
condicion se veria modificada en células TCR yd residentes de tejido, pero teniendo en
cuenta que la sialilacion evita la induccion de apoptosis por galectinas (118), podriamos

suponer que las células residentes de tejido también deberian expresar la Sial a.2,6.

Como sabemos, las células TCR yd reconocen en contexto de CD1 y llevan a cabo
funciones citotoxicas, de forma muy parecida a como lo hace una célula CD8", salvo que
esta reconoce en contexto de MHC (1, 2). Si comparamos estas poblaciones, ambas
coinciden en que todas las células tienen el glicofenotipo SN*, y el nivel de expresion de la
Sial a.2,6 es similar, tanto en hombres como en mujeres, por el contrario, si las comparamos
con linfocitos células CD4*, donde su funcidn no es la citotoxicidad, encontramos diferencias
en el porcentaje de células sialiladas, y en el nivel de expresion, lo que sugiere que la

expresion de la Sial 2,6 se relaciona con la funcion de estas células.

En las células CD20* encontramos expresion de la Sial a.2,6 indistintamente del sexo, pero
las células de las mujeres expresan el doble de la Sial 2,6, en comparacion con las células
de los hombres; ademas, los linfocitos B exhiben un patréon de expresion de la Sial a2,6
tanto en hombres como en mujeres, sin embargo, en estas ultimas tenemos dos datos
atipicos situados a los extremos, coincidentemente son las donadoras F y H; recordemos
que este comportamiento lo observamos también en linfocitos T, lo que sugiere que la
posible influencia del ciclo hormonal en la expresién de la Sial a2,6 también se observa en
linfocitos B; sin embargo aun no hay estudios sobre este tema. Sin embargo, se sabe que

en células murinas, la activacion y diferenciacion terminal de células B maduras en células
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plasmaticas, se acompana de la sintesis del ARNm, que codifica para cuatro isoformas

distintas ST6Gal |, una sialiltransferasa que une acido sialico en posicion 2,6 (123).

En linfocitos no activados se ha demostrado que el acido sialico a2,6 sirve como ligando
extracelular para CD22 y Siglec-G, estos se unen al acido sialico e inhiben la sefal del BCR
(123); La capacidad de CD22 para unirse al Sial 02,6 y la expresién de este, es crucial para
regular la inhibicion e inducir tolerancia a los antigenos propios; la deficiencia combinada
de Siglec-G y CD22 conduce a autoinmunidad espontanea en ratones (124). En humanos
se ha reportado que las mutaciones en las enzimas que modifican los ligandos de Siglec
estan directamente relacionadas con varias enfermedades autoinmunes mediadas por
células B (123-125, 142).

Es importante destacar que, entre las poblaciones celulares analizadas en mujeres, los
linfocitos B muestran los niveles mas elevados de expresién de la Sial a2,6. Como se ha
mencionado previamente, esta forma de sialilacién es crucial para la tolerancia Ag propios
y alteraciones en su expresion se relaciona con enfermedades autoinmunes, las cuales son
bastante comunes en la poblacion femenina; curiosamente los trastornos de la tiroides, son
las autoinmunidades mas frecuentes en este grupo poblacional y no estan directamente
vinculadas con los linfocitos B; sin embargo, otras enfermedades con alta incidencia en
mujeres si muestran asociaciones con alteraciones en los linfocitos B; como el sindrome de
Sjogren, el lupus y la esclerosis sistémica, pero es importante destacar que otras
poblaciones celulares también participan en la patogénesis de estas enfermedades (117,
138-140, 143, 144).

La expresion de la Sial 2,6 se presenta en el 80% de las células NK CD16" CD56" en
hombres y en mujeres, aunque con una diferencia en el nivel de expresion a favor de las
células de mujeres; ademas, observamos un patrén en los perfiles de sialilacion de las

células de hombres y mujeres.

En la literatura no se ha reportado el comportamiento de la sialilacion con esta
subpoblacion, sin embargo, sabemos que las células CD16-YCD56" se encuentran en baja
proporcion en sangre, pero son abundantes en tejido, y cumplen funciones citotdxicas
principalmente (77, 78), como los linfocitos CD8" y los linfocitos TCR y&*; si comparamos
estas poblaciones, observamos que el porcentaje de células SN* y el nivel de expresion de

la Sial a2,6 es similar, lo cual podria sugerir una relacion funcional entre la citotoxicidad y
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la expresion de esta sialilacion; no obstante, se tendrian que hacer estudios especificos

que respondieran esta pregunta.

Por otro lado, en las células CD16"CD56M? observamos diferencias tanto en el porcentaje
de células SN* como en el nivel de expresion de la Sial a2,6, siendo mayor en las células
de mujeres (90%), respecto a los hombres (78%); cabe destacar que las células
CD16"'CD56M? exhiben claramente un patron en los perfiles de sialilacién, en hombres y

mujeres.

Como ya mencionamos anteriormente, las células que estan en circulacidén se encuentran
sialiladas, para propiciar la repulsion por carga y favorecer el trafico celular (113, 119, 120,
122); sabemos que las células CD16"CD56M? tienen mayor presencia en sangre (71, 77,
79), por lo cual tiene sentido que la mayoria de ellas expresen la Sial a2,6, ademas se ha
reportado que son consideradas buenas productoras de citocinas (71, 77, 79), como los
linfocitos CD4*. Al comparar ambas subpoblaciones no encontramos similitudes en el
porcentaje de células sialiladas, ni en los niveles de expresién. Cabe resaltar que este
trabajo brinda por primera vez datos sobre el glicofenotipo de células NK CD16-*CD56" y
CD16"CD56M,

La Sial 02,6 se expresa en todas las células de linaje linfoide de mujeres (linfocitos T,
linfocitos B y las células NK), sin embargo, observamos diferencias en el nivel de expresion,
siendo los linfocitos B la poblacién que presenta el mayor nivel y las células NK CD16"

CD56Md el menor.

Aunque todos los linajes celulares analizados mostraban un patron de expresion de la Sial
a2,6, en los linfocitos T CD4* y CD8", y linfocitos B CD20*, observamos dos datos que se
situaban al extremo inferior (F) y superior (H), con respecto a las demas donadoras, al
revisar los datos nos percatamos que las donantes que se agrupaban, se encontraban en
el mismo dia de su ciclo menstrual (dia 5), por otro lado el extremo superior correspondia
a una donadora en periodo postovulatorio y el extremo inferior a una donadora en periodo
menopausico, que ademas presentaba un perfil de sialilacion semejante al que
observabamos en células de hombres, lo que nos hace pensar que probablemente hay
una relacion entre la expresion de la Sial 02,6 y la progresion de los cambios hormonales

propios del ciclo menstrual.
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El sistema endocrino y el sistema inmunologico estan estrechamente interconectados; las
hormonas desempefian un papel crucial en la regulacién de la respuesta inmunitaria; se ha
reportado que niveles elevados de estrégeno generalmente incrementan la inflamacion; por
el contrario, la progesterona tiende a reducir la inflamacion, y el cortisol suprime la respuesta

inmune (148).

Sabemos que hormonas como el estrégeno y la progesterona ejercen su funcion mediante
la unién a receptores especificos, los cuales estan presentes en células inmunitarias (136,
137); y que durante la menopausia los estrogenos y progesterona disminuyen y la FSH
aumenta (132). Aunque se siguen haciendo estudios sobre este tema, se ha reportado que
los niveles hormonales modifican el nimero y la funcién de los linfocitos, el numero de
linfocitos CD4 se reduce durante la fase lutea en comparacion con la fase folicular
temprana, pero se presenta un aumento de otras células, como los monocitos, granulocitos
y neutrdfilos (145, 146); ademas se informd que en mujeres postmenopausicas disminuye

el recuento de linfocitos Ty B (147).

No hay reportes sobre el comportamiento de la sialilacion de células linfoides a través del
ciclo menstrual; sin embargo, se ha determinado que existen variaciones en el grado de
sialilacion de las hormonas presentes en sangre durante el ciclo menstrual. Estudios
cromatograficos indican que en fase folicular inicial y media existen isoformas de hormonas
mas acidas (con mayor expresion de acido sidlico) que a mitad de ciclo, mientras que las
formas aun mas acidas se detectan en fase lutea (148). Estos trabajos apoyan la idea de
una relacion entre los cambios hormonales y la expresion de la Sial a2,6, pero se tendrian

que hacer otro tipo de experimentos que lo demuestren.

Las células de linaje linfoide de hombres expresan la a2,6 de forma diferencial, tanto en el
porcentaje de células sialiladas como en el nivel de expresion. Los linfocitos T CD8", los
linfocitos TCR y&*, los linfocitos B CD20* y las células NK CD16""CD56" presentan una
mayor proporcion de células sialiladas en comparacién con los linfocitos T CD4" y las
células NK CD16H'CD56M,

Por otro lado, las células TCR y&* presentan el mayor nivel de expresion, de la Sial 2,6, al
contrario de los linfocitos CD4* donde se encontrd el menor nivel. Cabe destacar que, en
todas las poblaciones analizadas, el patrén de expresion de la Sial 2,6 siempre fue muy

evidente, ya que habia poca dispersién entre los datos de los donadores.
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Nuestros datos muestran por primera vez que la sialilacién a2,6 se expresa en células
linfocitarias independientemente del sexo del individuo, pero los niveles de expresion se
modifican dependiendo del sexo, las células de mujeres expresan por lo menos dos veces
mas la Sial 02,6 que las células de los hombres. Este comportamiento tan uniforme entre
cada linaje celular nos sugiere que la Sial a2,6 podria ser un marcador conservado de
linfocitos T, B y células NK en condiciones basales. Queda por determinar si lo descrito en
sujetos sanos se modifica tras la activacion in vitro o si se encuentra alterado en pacientes

con enfermedades infecciosas o autoinmunes.
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Conclusiones

La Sial 02,3 no presenta un patrén de expresién comun en linfocitos T, linfocitos B y células

NK, es particular en cada sujeto.

La Sial 02,6 en linfocitos T CD4* se expresa de manera diferencial tanto en el porcentaje

de células sialiladas como en el nivel de expresion, siendo mayor en mujeres.

La Sial 02,6 se expresa en todos los linfocitos T CD8, tanto de hombres y mujeres; sin

embargo, la expresion es mayor en células mujeres.

La Sial 02,6 se expresa en todos los linfocitos TCR yd de hombres y mujeres, y en el mismo

nivel.

La Sial 02,6 se expresa en todos los linfocitos B de hombres y de mujeres, pero el nivel de

expresion es mayor en células de mujeres.

La Sial 02,6 se expresa en la mayoria de las células NK CD16**CD56"" de hombres y

mujeres, pero con mayor intensidad en células de mujeres.

La Sial 02,6 en células NK CD16"CD56M¢ se expresa de forma diferencial en hombres y en
mujeres, el porcentaje de células sialiladas, asi como el nivel de expresién es mayor en

mujeres.

La Sial a2,6 se expresa diferencialmente en células linfoides en condiciones basales, se
mantiene un comportamiento uniforme entre cada linaje celular, lo que sugiere que la Sial
a2,6 podria ser un marcador de linfocitos T, B y células NK de sujetos sanos, queda por
confirmar si este comportamiento se modifica en linfocitos de pacientes con enfermedades

infecciosas o autoinmunes.
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Anexo

Durante el desarrollo de la presente investigacion, se colaboré en la publicacién del articulo
‘02,6 sialylation distinguishes a novel active state in CD4"and CD8* cells during
acute Toxoplasma gondii infection”, en la revista cientifica Frontiers in Inmunology. Dicho
trabajo constituye un antecedente directo y relevante para el desarrollo de esta tesis, ya

que sentod las bases para la exploracién de conceptos que se profundizan en este estudio.

A continuacién se presenta el articulo completo en virtud de que la revista no tiene

restricciones en su publicacion.
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Toxoplasmosis is a worldwide parasitosis that is usually asymptomatic; cell-
mediated immunity, particularly T cells, is a crucial mediator of the immune
response against this parasite. Membrane protein expression has been studied for
a long time in T lymphocytes, providing vital information to determine functional
checkpoints. However, less is known about the role of post-translational
modifications in T cell function. Glycosylation plays essential roles during
maturation and function; particularly, sialic acid modulation is determinant for
accurate T cell regulation of processes like adhesion, cell-cell communication,
and apoptosis induction. Despite its importance, the role of T cell sialylation
during infection remains unclear. Herein, we aimed to evaluate whether different
membrane sialylation motifs are modified in T cells during acute Toxoplasma
gondii infection using different lectins. To this end, BALB/c Foxp3E<f” mice were
infected with T. gondii, and on days 3, 7, and 10 post-infection, splenocytes were
obtained to analyze conventional (Foxp3™) CD4* and CD8™ populations by flow
cytometry. Among the different lectins used for analysis, only Sambucus nigra
lectin, which detects sialic acid a2,6 linkages, revealed two distinctive
populations (SNB9Mt and SN7/P'™) after infection. Further characterization of
CD4" and CD8* SN”P™ lymphocytes showed that these are highly activated
cells, with a TEf/EM or TCM phenotype that produce high IFN-y levels, a
previously undescribed cell state. This work demonstrates that glycan
membrane analysis in T cells reveals previously overlooked functional states by
evaluating only protein expression.

KEYWORDS

T lymphocytes, Toxoplasma gondii, 0.2, 6 sialylation, T cell functional states, Sambucus
nigra, flow cytometry
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Introduction

Toxoplasmosis is a worldwide parasitosis caused by the
apicomplexan parasite Toxoplasma gondii. It is estimated that
30% of the population is infected, but most individuals remain
asymptomatic throughout their lives. Infection during pregnancy
may cause malformations or abortion, and reactivation due to
immunosuppression can lead to encephalitis or death. The
immune response against T. gondii has been widely studied,
demonstrating that cell-mediated immunity is essential for
infection control. This parasite induces high amounts of IL-12,
TNF-q, IL-1, and IFN-y produced by dendritic cells, macrophages,
type 1 ILCs, and NK cells, which lead to a Ty, polarized response
with INF-y-CD4" producing T cells that generate a vigorous CD8"
cytotoxic activity (1-4).

Analysis of T cell membrane proteins has allowed us to
understand and associate particular expression profiles to specific
phenotypes and cell processes like maturation, activation, cell
polarization, exhaustion, memory generation, etc (5, 6). Studying
these molecular fingerprints and their dynamics has provided
essential clues to comprehend T cell biology better and promote
immunotherapy design (7, 8). However, recent information
obtained from single-cell analysis and transcriptomics has
redefined our understanding of T cells. The amount of
information obtained using this approach demonstrates that T
cell plasticity could lead to an unimaginable amount of subsets
and fates depending on the analyzed context and timing (9-13).
This leads us to consider the inclusion of terms like cell types, fates,
and/or states when talking about cell stability, function, and
temporality rather than limiting our descriptions of different
populations defined by a single phenotype (13).

Further complexity is revealed after recalling that T cell function
is not solely related to protein expression; posttranslational
modifications, like glycosylation, are essential for T cell activation
and have been associated with different maturation and functional
stages (14-16). For example, in the thymus, O-glycan and N-glycan
02,6 sialylation occur during T cell maturation (17-20). In mature
cells, previous studies showed that after activation, mouse T cells
switch the expression of N-glycolylneuraminic acid to N-
acetylneuraminic acid, followed by a sialic acid (Sial) linkage
change from 02,6 to 02,3 (21). O-glycan biosynthesis in T cells
changes after activation (22, 23); activated CD4" T cells show a
reduced expression of Sial 02,6 and Sial 0:2,3 while increasing the Sial
02,8 linkage (24); and in vitro polarized Ty, and Ty, human CD4" T
cells present different glycophenotypes, this is, Ty; but not Ty, cells
express less Sial 02,6 molecules and higher levels of asialylated Core-1
O-GalNAc glycans, a modification related to apoptosis regulated
by Galectin 3 (25).

However, little is known about the temporal dynamics of
lymphocyte glycosylation during infection. Thus, this work aimed
to analyze CD4" and CD8" glycophenotypes using a T. gondii acute
infection mouse model. To this end, we first used Sambucus nigra
(SN) and Maackia amurensis lectin IT (MAL II) to analyze 02,6 and
02,3 sialylated molecules (Sial 02,6 and Sial 0.2,3), respectively, and
Peanut agglutinin (PNA) along with Amaranthus leucocarpus lectin
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(ALL) to determine asialylated and sialylated/asialylated core-1 O-
GalNAc glycans, respectively. Given that only SN revealed two
distinctive populations after infection (SNP¥ight and SN7P™), we
further characterized them within CD4" and CD8" cells. We
analyzed Sial 0:2,6 coexpression with CD69 and CD25 to evaluate
its possible relation with activation progression (7, 26) and
determined IL-2, IFN-y, and IL-10 production in each
glycophenotype. Using CD44 and CD62L, we determined if these
SNP™ and SNP™ cells belong to a naive (TN), effector/memory
(TEf/EM), central memory (TCM), or terminally differentiated
effector memory (TEMRA) cell populations (27, 28). Finally, we
propose that combining analysis of glycan, lineage, activation, and
differentiation phenotypes provides a new perspective to describe T
cell functional states.

Materials and methods
Mice

Six-eight-week-old BALB/c Foxp3"“" knock-in and Swiss-
Webster mice were bred at Instituto de Investigaciones
Biomeédicas Animal House and kept in micro isolator cages
according to local guidelines. All experiments were performed
using age and sex-matched animals, and protocols were approved
by the Institutional Bioethics Committee for Animal Research.

Parasites and infection

The ME49 strain of T. gondii was used for all experiments.
Parasites were maintained in Swiss-Webster mice by i.p. infecting
10 cysts obtained from the brains of infected mice as previously
described (29). For peroral experimental infection, mice were
anesthetized with Sevorane (Abbott) and infected by gavage with
10 cysts obtained from Swiss-Webster mice infected 2-4
months earlier.

Splenocytes isolation

After 3-, 7- and 10 days post-infection, animals were
euthanized, spleens were removed and cells were obtained by
perfusion with Dulbecco’s phosphate buffer saline (DPBS).
Erythrocytes were lysed with a hypotonic NH,CI solution.
Splenocytes were washed, resuspended with DPBS, and
used immediately.

Flow cytometry, antibodies, lectins,
and reagents
Monoclonal antibodies used for flow cytometry analysis were

obtained from Miltenyi: anti-CD4 PE-Vio770 (REA604), -CD8 PE-
Vio770 (REA601), -CD25 PE (REA568), and -CD69 PerCP-Vio700
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(REA937), -CD44 PE (REA664), -CD62L PerCP-Vio700 (REA828),
-CD16/CD32 Vio Bright FITC (REA377); from Biolegend: anti-
CD4 APC-Cy7 (RM 4-5), -CD25 Brilliant Violet 421 (PC61) -IFN-y
PE-Cy7 (XMGL1.2), and -IL-10 PE (JES5-16E3) or from eBioscience
anti- IL2 eFluor 450 (JES6-5H4) or from Tonbo Biosciences anti-
CD8 PerCP-Cy5.5 (53-6.7). Peanut agglutinin (PNA)-Cy5
(Galp1,3GalNAc al, O-Ser/Thr), Sambucus nigra (SN)-Cy5
(Neu5Ac(02,6)Gal/GalNAc), and biotinylated Maackia amurensis
II (MAL II, Neu5Ac(0:2,3)GalB3GalNAc) lectins were acquired
from Vector Laboratories. Amaranthus leucocarpus lectin (ALL)
recognizes GalNAc within GalP1,3GalNAc o1, O-Ser/Thr or
GalNAc o1, O-Ser/Thr structures, however unlike PNA, ALL can
recognize its ligand despite the presence of sialic acid in the
structure (30). This lectin was purified in-house as previously
described (31) and biotinylated with the EZ-Link Sulfo-NHS-
Biotin kit (Thermo Fisher) following the manufacturer’s
instructions using a 1:2 lectin: biotin ratio. Biotinylated lectins
were detected with Streptavidin-Brilliant Violet 421 (Strp-BV421)
conjugate (Biolegend), and dead cells were excluded using Ghost
Dye Red 780 (Tonbo Biosciences) or Zombie Green (Biolegend).
Samples were analyzed in a MACSQuant Analyzer flow cytometer
(Miltenyi Biotec) acquiring 150l per sample.

Cell staining

One million cells were first incubated with the lectin(s) from the
corresponding panel (Supplementary Table 2), followed by a second
incubation with Strp-BV421 when required and a final incubation
with the indicated antibody mix. All incubations were performed in
washing buffer (DPBS, 1% FCS) for 30 min at 4°C, in the darkness,
and two washes were performed between each step. The final wash
was carried out with DPBS; cells were then incubated with Ghost
Dye Red 780 or Zombie Green in DPBS (20 min, RT), washed with
washing buffer, and resuspended in 200 pl of DPBS. Samples were
immediately analyzed by flow cytometry.

Intracellular cytokine detection

Ten million splenocytes were incubated with eBioscience Cell
Stimulation Cocktail plus protein transport inhibitors (Invitrogen,
Thermo) in 2 ml complete RPMI medium (RPMI 1640
supplemented with 10% FCS, 2mM L-glutamine, 10 mM non-
essential amino acids, ImM sodium pyruvate, 25 mM HEPES, 50
uM 2-ME, and IU/ml penicillin-streptomycin [GIBCO]) in each
well of a 24 well plate (Costar) for 6 h at 37° C in a humidified
atmosphere containing 5% CO, in air. Cells were harvested,
washed, and stained with SN Cy5, the antibodies against surface
molecules depicted in the Supplementary Table 1 and Zombie
Green as described above. Samples were resuspended in 100pl of
4% paraformaldehyde in DPBS, mixed gently for 10 min at RT for
fixation, washed with Perm Buffer (DPBS, FCS 1%, saponin,
0.025%), and stained for intracellular cytokines for 10 min at RT,
in darkness, using the same buffer. Finally, cells were washed in
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Perm Buffer, resuspended in 200 pl DPBS, and analyzed by
flow cytometry.

Data and statistical analysis

Flow cytometry data were analyzed using FlowJo Software
V10.8 (Becton Dickinson) using the gating strategy depicted in
Supplementary Figures 1-4, and statistical analysis was performed
with the PRISM Software V9.2 (GraphPad). The Shapiro-Wilk test
was used to assess data normal distribution and the Brown-Forsythe
test for equal variances. Data with a normal distribution and equal
variances were further analyzed using one-way ANOVA and
Bonferroni’s multiple comparison test or two-tailed unpaired ¢-
test; for data without a normal distribution, differences were
determined using Kruskal-Wallis nonparametric test followed by
Dunn’s multiple comparison test or two-tailed Mann-Whitney test.
Finally, for data with a normal distribution but different variances,
the Brown-Forsythe and Welch ANOVA tests followed by Dunnett
T3 multiple comparison test or two-tailed unpaired t-test with
Welch’s correction were used; in all cases, a minimum p< 0.05 value
was considered statistically significant.

Results

Sial 02,6 downregulates in CD4* and CD8*
splenocytes from mice acutely infected
with Toxoplasma gondii

We studied cell surface glycosylation patterns and changes in
spleen CD4" and CD8" lymphocytes during acute T. gondii
infection. To that end, we analyzed the binding of 4 lectins:
Peanut agglutinin (PNA) and Amaranthus leucocarpus lectin
(ALL), which bind asialylated and sialylated/asialylated core 1-O-
GalNAc glycans, respectively, and Maackia amurensis lectin II
(MAL 1II) and Sambucus nigra lectin (SN), which bind to 02,3
and 02,6 sialylated molecules (Sial 02,6 and Sial 0:2,3), respectively
(Supplementary Table 2). The binding patterns and changes of
these lectins on conventional (Foxp3’) CD4" and CDS8"
lymphocytes were studied by flow cytometry using the strategy
depicted in Supplementary Figure 1. We found that PNA lectin
bound 82.19% of CD4" and 96.15% of CD8" lymphocytes from
uninfected mice (Figures la, b, d, e) indicating that most cells of
these subtypes express asialylated 1-Corel O-GalNAc glycans on the
surface. Although the percentage of PNA™ cells, either CD4" or
CD8", did not significantly change during T. gondii infection
(Figures 1b, e), PNA expression did increase as infection
progressed, and at 10 dpi a significant 2- and 1.5-fold increase
was observed in CD4" and CD8" cells (Figures I, f), respectively.
These results indicate that aSial Core-1 O-GalNAc glycan
expression increased in both cell subtypes during infection.

In agreement with previous reports (32, 33), ALL binding was
different between CD4" and CD8" cells from uninfected mice since
only 50.85% of CD4" cells and most CD8" cells (94.54%) were ALL"
(Figures 1g, h, j, k). CD4" ALL" cells increased at 10 dpi, but it was
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FIGURE 1

The proportion of CD4* and CD8* lymphocytes binding PNA, ALL, and MALIl does not change during acute T. gondii infection. BALB/c Foxp3£<F”
mice were orally infected with 10 cysts from the ME49 strain, and spleens were obtained after 3, 7, and 10 days post'infection (dpi). Splenocytes
were obtained, stained using the panels indicated in Supplementary Table 1, analyzed by flow cytometry, and gated as described in Supplementary
Figure 1. Representative histograms are shown for PNA (a, d), ALL (g, j) and MALII (m, p) binding to CD4* and CD8" cells at 3 (blue line), 7 (yellow
line), and 10 (black line) days post-infection, or from uninfected mice (red line); Fluorescence minus one (FMO) controls for all lectins are shown in
gray. Data were obtained from 2 independent experiments for 3 and 7 dpi analysis and 3 independent experiments for 10 dpi analysis, including at
least 2 mice per group and are expressed as % cells binding each lectin (b, e, h, k, n, g) and as a percentage of glycosylation expression (c, f, i, |, o, r)
in CD4* (0) and CD8+ (@) cells. Geometric Mean Fluorescence intensity from infected animals (red) was normalized to the corresponding average
value of uninfected mice (blue) per experiment and graphed as a percentage expression. Data were analyzed using one-way ANOVA with
Bonferroni's multiple comparison test, **p<0.001; Krustal-Wallis with Dunn’s multiple comparison test, # # #<0.005; or the Brown-Forsythe and
Welch ANOVA tests followed Dunnett T3 multiple comparison test, *p<0.05, * *p<0.001.
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not statistically significant (Figure 1h); the percentage of CD8"
ALL" cells, however, remained unchanged during infection
(Figure 1k) while a slight increase (13%) in CD4" ALL" cells was
observed only at 10 dpi (Figure 1i). Accordingly, Sial core-1 O-
GalNAc glycans expression remained unchanged through infection
in CD8" cells (Figure 11) and slightly increased at 10 dpi in CD4"
cells only (Figure 1i). In contrast, all CD4" and CD8" cells expressed
the Sial 02,3 residue recognized by MAL II lectin (Figures 1m, n, p,
q). We found that this glycosylation was highly expressed by both
cell subtypes, as shown by a very high MFI, which remained
unchanged during infection (Figures 1m, pm, o, r).

SN lectin binding was similar to MAL II on both subtypes since
most (>98%) CD4" and CD8" cells from uninfected animals were
SN* and expressed an elevated density of Sial 02,6 linkage surface
glycoconjugates (Figures 2A-a, b, d, e). No changes were detected at
early times after infection (3 and 7 dpi). However, at 10 dpi, a slight
reduction of CD4" SN* and CD8'SN™ cells (10.58 and 16.33%,
respectively) was observed (Figures 2A-b, e) along with a
statistically significant decrease of their Sial 02,6 expression
(Figures 2A-c, f). Moreover, as can be seen in the SN binding
histograms (Figures 2A-a, d. red arrows), an SN"™ cell population
emerged at 10 dpi in both subtypes, indicating the loss of Sial 0:2,6
as a consequence of infection. The [SNEFiEMt cellg: SN7/P™™ cells] ratio
at each time point showed that the SNP™ cells started to expand at
7 dpi (Figures 2A-g, h). Overall, these results show that each of the
tested lectins bound CD4" and CD8" cells with different patterns,
both among lectins and between subtypes. Although CD4" and
CD8" glycophenotypes are different and are modified during acute
T. gondii infection, SN was the only lectin whose binding revealed a
novel T cell population that lost Sial 02,6 due to infection.

The unexpected appearance of such a distinctive population
(SNP™ cells) arising at 10 dpi prompted us to further examine it at
this particular time point. We analyzed the proportion of CD4" and
CD8" cells that were SN®¢™ and SN/ and found that most cells
(either CD4* or CD8") were SNP#" (596%) in uninfected mice
(Figures 2B, C). At 10 dpi, a reduction of 30% and 50% of SN Bright
CD4" and CD8" cells, respectively, was detected (Figure 2C);
consequently, a high proportion (40-60%) of both subtypes were
essentially SN”P'™ cells at this time point (Figure 2D). Sial 02,6

expression in the remaining SN®8"

cells remained unchanged
(data not shown). These results demonstrate that losing Sial 0:2,6
expression is a hallmark event for T cells after infection, which is

probably related to activation.

Reduced Sial 02,6 expression correlates to
activation progression and IFN-y
production in CD4" and CD8™ cells

We thus determined if Sial 02,6 downregulation detected by SN
binding during infection was related to activation progression. To
that end, we used CD69 and CD25 expression to identify cells at
different activation time points (Figure 3A): resting cells (stage a:
CD69 CD25), early (stage b: CD69" CD25), intermediate (stage c:
CD69" CD25"), and late activated cells (stage d: CD69” CD25"). As
expected, most CD4" and CD8" cells from uninfected mice were on
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stage a (Figures 3A, B. 89.87% and 92.22%, respectively), and very
few cells were on stage b-d (<10%). At 10 dpi, a sizable proportion of
activated lymphocytes (stage b-d) was apparent in both cell
subtypes (Figures 3A, B). In contrast, a lower percentage of cells
on stage a were detected (~60%), indicating that cells were indeed
activated due to the infection. Notably, CD4" cells activate faster
than CD8" since most activated CD4" cells express CD25 only
(stage d, 17.98%), while most CD8" cells are primarily early
activated CD69" CD25" cells (stage b, 63.36%).

Next, we analyzed SN binding in the stages mentioned above.
Representative histograms (Figure 3C) indicated that CD4" and
CD8" cell subtypes are SN during the first 2 activation steps but
lost SN binding as activation progressed to stages ¢ and d. Data from
different experiments (Figure 3D) showed that most CD4" (64.1%)
and CD8" (84.8%) cells in stages a and b are SNBright 5nd only a
small proportion (15% and 25%, respectively) are SN”°™; however,
60-80% of cells in stage ¢ are SNP™, this proportion increased on
stage d, turning the SN”P™ population into the predominant one.

The increasing SN/P™

cell population observed through the
defined stages during infection indicates that Sial ®2,6
downregulation is related to CD4" and CD8" activation progress.
To further understand the relationship between Sial «2,6
expression and T cell functionality, we analyzed the cytokines
produced by the SN”/P™ and SNPM€M cells, As observed in
Figures 4A, B, CD4" cells from uninfected mice produced mainly
IL-2, all of which had the SN®"8"" glycophenotype, while very few
cells producing IFN-y or IL-10 were detected. As expected, in T.
gondii infected mice, the main cytokine produced was IFN-y (4, 34),
whose detection along with IL-10 was, however, was mainly produced
by the SNP™ population. Both glycophenotypes produced IL-2,
although to a lesser extent than non-infected animals, showing
reduced IL-2 production in T. gondii infected mice; this
observation agrees with previous reports (35). To further verify that
each glycophenotype produced independent cytokine patterns, we
analyzed the simultaneous production by both subtypes. Figure 4C
shows that after infection, most IFN-y and IL-2 are produced by
independent populations, the SN7/P™™ and SNBright cells

correspondingly. A small SN”P™

population produces both IFN-y
and IL-2, and a small amount of IL-10 was simultaneously detected
with TEN-y by SN™™ cells. A similar cytokine production pattern
was observed on CD8" cells (Figures 5A-C), that is, IFN-y producing
cells showed the SN"P™ phenotype and IL-2 producing cells showed
mainly an SN®"™ phenotype in infected animals; a small number of
IL-10 producing cells was detected showing a SN”/P™

These results show that Ty; and T, polarized cells can be further

phenotype.

sub-classified according to the predominant cytokine produced, and
this is directly related to Sial 02,6 expression.

Sial a0 2,6 expression distinguishes a new
active state in CD4" and CD8" cells

Then, we analyzed how Sial 02,6 expression relates to T cell
differentiation. To this end, we determined SN binding on each T-cell
subpopulation identified by CD62L and CD44 expression: naive
(CD62L°"8" CD447/1°%)  central memory (CM) (CD62LMish
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FIGURE 2
Decreased Sial 02,6 expression is a CD4* and CD8" hallmark event after T. gondii infection. Mouse splenocytes obtained at different dpi, as depicted
in Figure 1, were stained using the panels indicated in Supplementary Table 1, analyzed by flow cytometry, and gated as described in Supplementary
Figure 1. (A) Representative histograms are shown for SN binding to CD4* (a) and CD8" (d) cells at 3 (blue line), 7 (yellow line), and 10 (black line) dpi,
or from uninfected mice (red line); FMO controls are shown in gray. Red arrows highlight the SN /bim populations found at 10 dpi (a, d). CD4™" (0) and
CD8" (©) cells, data were obtained from 2 independent experiments for 3 and 7 dpi analysis and 3 independent experiments for 10 dpi analysis,
including at least 2 mice per group, and are expressed as percentage SN* binding cells (b, e), levels of Sial 02,6 expression (c, f), and the [% SN/P'™
cells]: [% SNBM9"t cells] ratio (g, h). In (c, f), geometric mean fluorescence intensity from infected animals (red) was normalized to the corresponding
average value of uninfected mice (blue) per experiment and graphed as a percentage expression. (B) Representative dot plots are shown for SN
binding within CD4" and CD8" cells at 10 dpi and from uninfected mice. The percentage of SN&M (C) and SN™/®'™ (D) cells from uninfected (NI,
blue) and infected (Inf, red) mice within CD4" (0) and CD8™ (©) lymphocytes is depicted; data were obtained from 7 independent experiments,
including at least 2 mice per group. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA with Bonferroni's multiple comparison test, **p<0.001,
**%p<0.005, ****p<0.0001; Krustal-Wallis with Dunn’s multiple comparison test, # # #p<0.005, # # # #5<0.0001 or the Brown-Forsythe and Welch
ANOVA tests followed Dunnett T3 multiple comparison test, *p<0.05.
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FIGURE 3

Sial 02,6 expression decreases in CD4* and CD8" lymphocytes as activation progresses. Mouse splenocytes obtained at 10 dpi, as depicted in

Figure 1, were stained using the panels indicated in Supplementary Table 1, analyzed by flow cytometry, and gated as described in Supplementary
Figure 2. (A) Representative dot plots show CD69 and CD25 expression in CD4* and CD8* cells from uninfected animals or at 10 dpi. Four activation
stages were identified: Stage a (CD69™ CD25, resting cells), Stage b (CD69* CD25", early activated cells), Stage ¢ (CD69* CD25", intermediate
activated cells), and Stage d (CD69™ CD25", late activated cells). (B) CD4™ (0) and CD8" (@) cell percentage per stage from infected (INF, red) and
uninfected (NI, blue) animals. (C) Representative histograms showing SN binding on CD4" and CD8" cell subtypes on each activation stage at 10dpi.
(D) Percentage of SNEM9" (purple) and SNP'™ (green) cells at 10 dpi. Data were obtained from 3 independent experiments for 10 dpi analysis,
including at least 3 mice per group, and analyzed using the Brown-Forsythe and Welch ANOVA tests followed by Dunnett T3 multiple comparison

test, ¥ ¥<0.001, ¥ * * * p<0.0001.

CD44™i#) " effector or effector memory (Ef/EM) (CD62L7ow
CD44"8") and TEMRA (CD62L" CD44"Y'%) cells (27, 28). These
subpopulations were clearly detected in CD4" and CD8" subtypes
from uninfected and T. gondii infected mice (Figure 6A). Results
showed that in both CD4" and CD8" naive cells, either from
uninfected or from infected mice, accounted for >91% of SNPigh
cells and expressed similar high amounts of Sial 02,6 (Figures 6A-C).
TEf/EM and TCM from uninfected mice all show high SN binding,
but in infected mice, a high proportion of cells became SNP™,
mostly in CD8" cells; a similar pattern was observed in Tcy cells
(Figures 6B, C). In TEMRA cells, the emergence of SNPIM cells was
more discreet (< 40%) in infected mice for both CD4" and CD8" cells.
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Since the SN”P™ population is detected only in infected animals,
these results strongly suggest that Sial 02,6 allows the differentiation
of quiescent cells (SNP"8"%) from infection-induced active cells
(SN/PIm™) " A final analysis (Figure 7) demonstrates that all
differentiated subpopulations of active cells (SN”P™) exhibit a
distinctive pattern with high CD25 and CD4/CD8 expression
levels. In contrast, quiescent cells (SNP8hY " either from uninfected
or infected animals, show a lower CD4/CD8 and CD25 expression
pattern. This confirms that in the absence or presence of infection,
quiescent cells present similar characteristics that clearly differentiate
them from infection-induced active cells and that they can be
differentiated through their Sial 02,6 expression.
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Sial 2,6 expression level relates to cytokine production patterns in CD4* lymphocytes. Mouse splenocytes obtained at 10 dpi were stained using the
panels indicated in Supplementary Table 1, analyzed by flow cytometry, and gated as described in Supplementary Figure 3. (A) Representative dot
plots showing IL-2, IFN-y and IL-10 produced by CD4* cells from uninfected (NI) or infected (INF) mice. (B) Statistical analyses showing the
percentage of IL-2, IFN-y and IL-10 production in SN&M9 and SN/P'™ CD4* cells (0) from NI (blue) and INF (red) mice. (C) Overlaid data from
SNB9 (burple) and SN/DIm (green) is depicted. Cells were obtained from 3 independent experiments, including at least 2 mice per group. Data
were analyzed using the Krustal-Wallis with Dunn's multiple comparison test, *### p<0.0001, or the Brown-Forsythe and Welch ANOVA tests
followed by Dunnett T3 multiple comparison test, * * *<0.0005, * * * * p<0.0001.

Discussion

glycosylations involved in T cell activation and/or maturation,
like Sial 02,3, Sial 02,6 linkages, and asialylated/sialylated Core-1

This work aimed to analyze sialylation dynamics in  O-GalNAc glycans. To this end, we first evaluated the binding of
conventional CD4" and CD8" subtypes during T. gondii SN, MAL II, PNA, and ALL lectins by flow cytometry in T. gondii
infection. We wanted to analyze previously reported infected mice splenocytes during the first ten days of infection.
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Sial 02,6 expression level relates to cytokine production patterns in CD8* lymphocytes. Mouse splenocytes obtained at 10 dpi were stained using the
panels indicated in Supplementary Table 1, analyzed by flow cytometry, and gated as described in Supplementary Figure 3. (A) Representative dot plots
showing IL-2, IFN-y and IL-10 produced by CD8" cells from uninfected (NI) or infected (INF) mice. (B) Statistical analyses showing the percentage of IL-
2, IFN-y and IL-10 production in SN®9" and SN™/P'™ CD8* cells (©)from NI (blue) and INF (red) mice. (C) Overlaid data from SN®"9" (purple) and SN™/P'™
(green) is depicted. Cells were obtained from 3 independent experiments, including at least 2 mice per group. Data were analyzed using the Krustal-
Wallis with Dunn’s multiple comparison test, # p<0.05, #### p<0.0001, or the Brown-Forsythe and Welch ANOVA tests followed by Dunnett T3
multiple comparison test, *p<0.05, * ¥p<0.001 * * ¥<0.0005, * * * * p<0.0001.

Analyses revealed that while the percentage of CD4" and CD8"  population. PNA recognizes the OH-in C4 of Gal in the T-antigen,
cells binding PNA, ALL, and MAL II remained constant through  and ALL recognizes the OH- on C4 and the C-2 acetamido groups
infection, a slight expression increase in the glycans recognized by  of the reduced GalNAc residue of the T-antigenic disaccharide; the
these lectins was found at ten dpi, particularly within the CD4"  former, but not the latter interaction is blocked by the presence of

Frontiers in Immunology 09 frontiersin.org


https://doi.org/10.3389/fimmu.2024.1429302
https://www.frontiersin.org/journals/immunology
https://www.frontiersin.org

Sierra-Ulloa et al.

10.3389/fimmu.2024.1429302

A cpa cD8*
Uninfected Infected Uninfected Infected
o 105' 105'
o
'8 4 | Naive CcM Naive cMm 4 Naive cm
= 107 103
a
4
& 1037 103j
)
> 01d LE oty
8 3 3 3 JTEMRA Ef_EM
0”7 11077
S— . . L — . —
10 0 10 10 10 0 10 10 10
SN Cy5
-390.9684 [ Wl 261938387 CD44 PE
B Naive TEf/EM TCM TEMRA
CD44- CD62L* CD44*CD62L- CD44+*CD62L* CD44 CD62L
a0 /\ [\ \
N N
o | |
a4 g | / | f\
o \ [\
50 ) \/\ Al
S —
E = P‘\ { 1 I
cpg 2 |= I 1 /\ | /‘\
o f N } (T—
I M N\ i Inf
I I\
el i S\ J \
SN Cy5 (Sia 0.2,6)
C Naive TEf/EM TCM TEMRA
120 CD44 CD62L* CD44* CD62L- CD44* CD62L* CD44 CD62L
“ # # ### # 4 #### #H#E 4
ey gy o ae ' e
& god ####‘ g o @ ﬁ
2 — e © ©
[} @
£ 607 s ©
3, 40 © ; &
(&)
20+

##tH##

#H##H#

FIGURE 6

g ©
©
@ © ©
co
T 1 w 1
% et e Y ey o
a o o o Qo o o 0o Qo
[S) o O O o o O O O
nf NI Inf NI Inf

TEf/TCM and TCM subpopulations from CD4* and CD8" cells generated during acute T. gondii infection are mainly Sial 22,6 /°™. Mouse
splenocytes obtained at 10 dpi were stained using the panels indicated in Supplementary Table 1, analyzed by flow cytometry, and gated as
described in Supplementary Figure 4. (A) Representative dot plots for CD44, CD62L, and SN (Sial &2,6) analysis in CD4* and CD8" cells are shown.
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from uninfected (NI, blue) and 10 dpi infected animals (Inf, red). (C) Percentage of SN and SN™/P'™ cells within CD4* (0) or CD8" (@) naive, TEf/
EM, TCM, and TEMRA subpopulations from uninfected (NI, blue circles) and 10 dpi infected animals (Inf, red circles). Data were obtained from 3
independent experiments, including at least 3 mice per group. Data were analyzed using Krustal-Wallis with Dunn’s multiple comparison test,

#5<0.05, * #p<0.001, * # #p<0.005, * * # #p<0.0001

sialic acid at C-3 or C6 (30). Glycans recognized by these two lectins
are essential during T cell ontogeny since their differential
expression relates to T cell maturation and thymus location. PNA
binds mainly to cells found at the thymus cortex and ALL to cells at
the medulla, which correlates with immature and mature
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lymphocytes, respectively (18, 36, 37). Loss of the PNA™
glycophenotype is related to an increased 02,3 sialyltransferase
expression (38), which could explain the PNA-ALL" mature T
cell glycophenotype observed in the thymus. Our results show that
all mature CD4" and CD8" cells are PNA" and that PNA ligands
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FIGURE 7

Sial 02,6 expression distinguishes quiescent and infection-induced active CD4" and CD8* lymphocytes during acute T. gondii infection. Average
CD25, CD4, or CD8 and Sial ¢:2,6 geoMFI from SN®M (quiescent) and SN/P™ (active) naive, TEf/EM, TCM, and TEMRA subpopulations defined in
Figure 7 were compared within CD4" (A, 0) and CD8" (B, @) subsets using bubble plots. Phenotypic characteristics are observed comparing (A) CD4
or (B) CD8 expression (x-axis), CD25 expression (y-axis), and Sial 02,6 expression (circle perimeter). Raw data and statistical analysis are found in

Supplementary Figure 5.

expression increases at ten dpi. These agree with the previously
reported molecules recognized by this lectin (17, 23, 39); CD8,
CD43, and CD45, among which the latter has been shown to convey
most PNA ligands in activated CD8" lymphocytes (40).
Contrastingly, we found that while all CD8" are ALL", half of
CD4" cells bind ALL, and only a slight expression increase was
observed at 10 dpi in the CD4" subtype. Our observations agree
with previous reports showing the same glycophenotype in CD4"
and CDS8" cell subtypes from healthy mouse splenocytes (32, 33).
Additionally, the primary ALL ligand, Moesin, can provide a
costimulatory signal, equivalent to CD28, in vitro that induces T
cell activation, proliferation, and IL-2 production, suggesting that
ALL ligands could be more related to signal amplification or
maintenance at very early activation points rather than being
involved in differentiation (33, 41). MAL II recognizes the Sial
02,3 linkage, critical for cell interactions, as described for human
malignancies, T and B cell communication, and bacterial and viral
infection (42-45). Although this moiety was found at the highest
cellular density in all conventional CD4" and CD8" cells, only a
subtle statistically significant increase was observed at ten dpi in the
former population. The same analyses were performed on Tieg
(Foxp3™) cells and no differences were found (data not shown),
which agrees with previous reports (46). Interestingly, it has been
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described that T. gondii PLK tachyzoites attach preferentially to
cells expressing higher levels of Sial 02,3 than Sial 02,6 in vitro (45);
the ubiquitous Sial 02,3 cell expression could partly explain T.
gondii ability to infect a wide variety of cell types.

SN recognizes Sial 02,6 linkage within the minimal determinant
Neu5Ac02-6Gal1-4GlcNAc (47); it is crucial for leukocyte
adhesion, neutrophil transmigration (48, 49), fertility (50), and
cell interaction between cancerous cells (51). SN binding analysis
showed that Sial 02,6 expression in CD4" and CD8" cells from
uninfected animals is constitutive and high. However, at 10 dpi, we
found a distinctive population with an SN®™ glycophenotype in
both cell subtypes. A similar observation has been reported in
human CD4" cells, where after in vitro polyclonal activation, Sial
02,6 downregulates under Tyy; polarizing conditions (25). However,
this is the first time that such glycophenotype is described using a
Ty, polarizing infectious model, demonstrating that Sial 02,6
downregulation is not limited to the CD4" subtype and occurs in
vivo due to an immunological response.

Infection with T. gondii induces a very strong Ty; immune
response characterized by the production of high levels of IL-2 and
IFN-v, but also of TNF-q, IL-1p, IL-10, IL-27, and IL-13 (1). Innate
immune response is essential for initiating the protective immune
response against T. gondii. TLR11 and TLR12 expressed by CD8"
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dendritic cells recognize a profilin-like protein (TgPRF) produced
by the parasite (52, 53), and upon recognition of this protein,
dendritic cells produce IL-12; this cytokine, in turn, stimulates the
production of high levels of IFN-y by NK cells and CD4" T cells,
leading to protection of the host (54). Thus, the parasite itself
is responsible for the induction of the strong Ty, response. It is
tempting to speculate that such a polarized Tyy; immune response is
responsible for the downregulation of Sial 02,6 expression observed
in CD4" and CD8" cells of infected mice, since Toscano et al.
demonstrated in vitro that activated CD4" T cells under Tyy; and
Ti17, but not under Ty, conditions, showed downregulation of Sial
02,6 expression (25). Analysis of a different infection inducing a
Ty response would demonstrate if this hypothesis is true. Whether
molecules produced by the parasite are also responsible for such
downregulation remains to be established.

Previous reports describe that Sial 02,6 downregulation provides
a signal that increases apoptotic sensitivity (25), susceptibility to
galectin-1-induced cell death (25), and phagocytosis of apoptotic
lymphocytes (55). Viability analysis of our data showed that in both
uninfected and infected animals, dead cells are primarily Sial 02,6,
especially within the CD8" cell subset (Supplementary Figure 6).
Thus, it is tempting to speculate that decreased Sial 0.2,6 expression in
IFN-y—producing CD4" and CD8" subsets described herein also
works as a regulating signal that helps to contract the response
against the parasite. Future experiments analyzing these cells at
longer time points and anatomic sites after infection would provide
more insight into this idea.

Further characterization of CD4" and CD8" SN/Pi™
populations showed that these are highly activated cells, as
depicted by CD69 and CD25 expression, with a TEf/EM or TCM
phenotype, as defined by their CD44 and CD62L expression pattern
that produce high IFN-y levels. This agrees with previous reports
demonstrating that in T cells, particular glycosylations relate to
specific cytokine production patterns. For example, cells with
reduced N-glycosylation of TCR chains secrete higher levels of IL-
2 and IFN-y (56) and CD4" T cells expressing B1,6GlcNAc-
branched N-glycans produce higher IL-4 and lower IFN-vy,
promoting a Ty, microenvironment (57).

Recently, transcriptomic analyses have provided further insight
into T cell heterogeneity and function, opening a perspective that
now includes timing and novel transitional subsets (12, 58). Such
complexity keeps expanding as more detailed analyses are
performed; in our case, determining sialic acid expression adds
another layer to the already complicated protein analysis. This is
moving us to redefine the vocabulary we use to describe T cells. For
example, Cano et al. coined the term effectorness, referring to the
CD4" T cell potential to initiate a rapid and robust response upon
stimulation (58). Chung et al. have discussed the necessity of talking
about cell types, fates, and states by considering their stability,
function, and temporality rather than limiting our description to
subsets as defined by phenotype (13).

Traditionally, the terms subsets and subpopulations are used
indistinctively in T cell analysis regardless of the combination of
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molecules used for phenotyping. Herein, we phenotyped cells
regarding lineage, activation, differentiation, and glycosylation.
Although each phenotypic analysis showed clear results
(Figures 2-7), we still believe that a richer cell hierarchy depiction
and more descriptive and integrative terms are needed to describe T
cells better. To this end, we unified the terms used in this work using
“subtype” to indicate lineage, “subset” to describe polarization,
“subpopulation” for differentiation, and “stage” to describe steps
within a process. Furthermore, we propose the use of the term
“state” to describe the populations that we characterized herein; this
is, we consider that SNEH8h ol are in a “quiescent state” and SN/
Dim o][s in an “active state”. Thus, we use the term “state” as a result
of the global analysis of different phenotypes.

Our results reveal Sial 02,6 glycophenotyping as a novel,
robust immune response analysis tool to easily detect active cells
since it can be distinguished with a simple and single ex vivo
staining without secondary in vitro activation processes to induce
proliferation or activation marker expression (59). Moreover, this
observation is not restricted to BALB/c mice, since the same
results were obtained using mice from the C57BL/6] strain.
Purifying the SN/P™ state generated after infection could allow
the identification of the complete TCR antigen repertoire of
infection-specific expanded clones, which can be a determinant
for the generation of more effective vaccines. In vitro experiments
have shown that downregulation of Sial 02,6 observed after
activation occurs only under Ty; and Tyy; but not Ty
conditions (25); thus, it remains to be determined if similar
behavior is observed using other in vivo models with equivalent
cell polarizations. It could also be an effective tool to study T cell
proliferation and differentiation biology. Previous studies in CD8"
T cells show that after in vivo activation, a single naive cell
differentiates into both effector and memory cells (60), a process
related to asymmetric division, where daughter cells proximal to
the immunological synapse have an “effector phenotype” (FSC
High ggC Mgt CDe2', CD8 Mg, CDe9 e, CD43 e, CD25
High cD4q High) and express [IFN-y mRNA. In contrast, distal cells
have an opposite phenotype, resembling a memory phenotype
(61). Interestingly, our CD4* and CD8" SN®"8" and SN7/P'™ cells
resemble such phenotypes, suggesting that Sial 02,6 expression
could be a helpful marker to distinguish these populations using a
single direct immunofluorescence.

These new described states open the door for new approaches to
analyze T cell biology but also remind us that glycosylations are a
fundamental path to further understanding how T cells adopt each
of the roles they play, like becoming memory cells, getting activated,
anergic, polarized, regulated or targeted for death. After all, the
theoretical number of glycan determinants in the human glycome is
approximately 7000 (62), with over 80 different glycan-binding
proteins (63, 64). Finally, the potential clinical use of identifying
active cells migrating to the infection/inflammation site by adding a
single glycophenotypic marker provides novel approximations to
patient monitoring, antigen discovery, and immunotherapy in
infectious, autoimmune, or cancerous contexts.
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