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1.0 ABREVIACIONES

Ac-CoA: Acetil coenzima A

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero

Arg: Arginina

Asn: Asparagina

CDG: Desordenes congénitos de la glicosilacion
C: Control promedio

C1: Control 1

C2: Control 2

ADNc: Acido desoxirribonucleico codificante
Dol-P-Glc: Dolicol-fosfato- glucosa

Dol-P-Man: Dolicol-fosfato-manosa

F-1-P: Fructosa-1-fosfato

Fuc: Fucosa

Gal: Galactosa

GDP: Guanidina difosfato

GDP-Man: Guanidina difosfato manosa

Glc: Glucosa

GIcNAc: N-acetil-glucasamina

HBP: Rutabiosintética de las hexosaminas (por sus siglas en inglés “hexosamine
biosynthetic pathway”)

IEF: Isoelectroenfoque

LLO: Oligosacarido precursor ligado a lipido (por sus siglas en inglés “lipid linked
oligosaccharide”)

Man-1-P: Manosa-1-fosfato

Man-6-P: Manosa-6-fosfato

Man: Manosa

MOGT: O-GIcNAc transferasa mitocondrial

MPI: Fosfomanosaisomerasa



ncOGT: O-GIcNAc transferasa nucleo-citoplasmica
OGA: O-GIcNAcasa

OGA-L: O-GIcNAcasa larga

OGA-S: O-GIcNAcasa corta

OGT: O-GIcNAc transferasa

OGT-S: O-GIcNAc transferasa corta

P1: Paciente 1

P2: Paciente 2

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (por sus siglas en ingles ‘polymerase
chain reaction”)

PMM2: Fosfomanomutasa 2

PMM2-CDG: Desorden congénito de la glicosilacién por fosfomanomutasa 2
RE: Reticulo endoplasmico

Ser: Serina

Sia: Acido sialico

Thr: Treonina

TPR: Tetratricopéptidos

UDP: Uridina difosfato

UDP-GIcNAc: Uridina difosfato N-acetil-glucosamina
WB: Western Blot

Xyl: Xilosa



2.0 INTRODUCCION

Los desérdenes congénitos de la glicosilaciéon (CDG) son un grupo de sindromes
clinicos y genéticamente heterogéneos causados por mutaciones en genes
implicados en la glicosilacion celular; la cual consiste en la modificacion de
biomoléculas como proteinas, lipidos y ARN mediante la union covalente de
carbohidratos [1]. Se han identificado mas de 137 tipos de CDG [2], siendo PMM2-
CDG el trastorno con mayor incidencia en el mundo (mas de 1000 casos reportados)

[3].

El PMM2-CDG es causado por mutaciones en el gen que codifica para la
fosfomanomutasa 2 (PMM2), enzima que cataliza la conversion de manosa-6-
fosfato (Man-6-P) a manosa-1-fosfato (Man-1-P) [4]. La Man-1-P que deriva de esta
reaccion es utilizada para la sintesis de GDP-Manosa (GDP-Man) y dolicol-fosfato-
manosa (Dol-P-Man) [4]. En consecuencia, las mutaciones en PMM2 causan
defectos en la primera etapa de sintesis de la N-glicosilacion que requiere de estos
sustratos donadores para las manosiltransferasas [4]; sin embargo, en este estudio
gueremos determinar si los pacientes con PMM2-CDG podrian tener afectaciones

en la O-GIcNAcilacion.

La O-GIcNAcilacién regula la actividad de diversas proteinas que son modificadas
mediante la union y remocion ciclica de una sola unidad de N-acetilglucosamina, la
cual es catalizada por las enzimas O-GlcNac transferasa (OGT) y O-GIlcNAcasa,
respectivamente (OGA). Esta hipotesis se fundamenta en que la fosfomanosa
isomerasa (MPI) compite con PMM2 por la disponibilidad de Man-6-P para sintetizar
F-6-P [5]. PMM2 utiliza aproximadamente el 2-5% de la manosa que ingresa a la
célula, mientras que el 95-98% restante es catabolizada por MPI [5]. El incremento
de F-6-P en pacientes PMM2-CDG causado por el impedimento en el uso de M-6-
P, causaria un incremento en el flujo metabdlico de F-6-P hacia la ruta biosintética
de las hexosaminas hasta convertirse en UDP-GIcNAc, el sustrato donador en la O-
GlIcNAcilacion [6]. Lo anterior, resultaria en alteraciones relevantes en la actividad

de multiples proteinas que son reguladas por esta modificacion postraduccional.
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En este proyecto se evalud lo antes sefialado mediante Western Blot de muestras
proteicas obtenidas a partir de lisados celulares totales de fibroblastos, obtenidos
tanto de pacientes con PMM2-CDG como de controles sanos, en los que se
identificaron los cambios en la O-GlcNAcilacion de proteinas. Asi como también, se
evaluo por PCR punto final el nivel de ARN mensajero de OGT y OGA, el cual se
extrajo a partir de cultivo celular primario de fibroblastos control y fibroblastos
PMM2-CDG. Es importante mencionar que los pacientes a partir de los cuales se
obtuvieron las muestras son los primeros diagnésticos de PMM2-CDG reportados
en México, y fueron identificados en nuestro laboratorio [7,8].
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3.0 ANTECEDENTES

3.1 Glicosilacion
La glicosilacién es un tipo de modificacién co- y postraduccional que consiste en la

union covalente de carbohidratos a proteinas, lipidos, ARN u otros glicanos,
formando asi glicoconjugados. Este proceso ocurre principalmente en el reticulo
endoplasmico (RE) y en el aparato de Golgi en eucariotas; aunque también puede
haber glicosilacion de proteinas en ndcleo y citoplasma, tal es el caso de la O-
GlIcNAcilacion. Para que el proceso de glicosilacion ocurra, es necesaria la actividad
de enzimas glicosiltransferasas y glicosidasas, asi como la disponibilidad de sus
sustratos donadores; sin embargo, también se requiere la participacion de
transportadores de glicosilnucleotidos y proteinas que mantienen la homeostasis en

el aparato de Golgi y en el RE [9].

Antes de ser transferidos a la molécula aceptora, los monosacéaridos son activados
en forma de donadores altamente energéticos. Los monosacéridos activados se
encuentran en forma de glicosilnucledtidos y también pueden encontrarse
acoplados a lipidos. Los glicosilnucleétidos son internalizados desde el citoplasma
al lumen del RE o Golgi a través de distintos transportadores de glicosilnucleétidos
que son especificos para cada tipo de monosacarido. Los transportadores funcionan
mediante un sistema antiportador independiente de energia, en el cual el
glicosilnucledtido entra al organelo al mismo tiempo que un nucledtido monofosfato
sale [10]. En el lumen, la adicion y remocion de los monosacaridos es catalizada por
las enzimas glicosiltransferasas y glicosidasas, respectivamente [9].

Existen diferentes tipos de glicosilacion que se clasifican dependiendo del tipo de
enlace que se forma entre la molécula aceptora y el primer monosacarido afiadido.
Esto, en la mayoria de los casos, determina la naturaleza de las unidades de
carbohidratos que posteriormente seran formadas por la maquinaria enzimatica
celular; lo que a su vez influye en la actividad biologica de la proteina [11]. Se han
descrito al menos 31 tipos de enlaces glicosidicos diferentes que se distribuyen
entre las glicoproteinas que se encuentran en todos los organismos vivos, desde

eubacterias hasta eucariotas. Sin embargo, las rutas mas descritas en humanos son
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la N-glicosilacion y la O-glicosilacién. La unién covalente entre una proteina y un
carbohidrato a través del grupo amino de un residuo de asparagina (Asn) resulta en
la formacion de un enlace N-glicosidico, a este tipo de modificacién se le denomina
N-Glicosilacion. Cuando el monosacérido afiadido se une covalentemente al grupo
hidroxilo de un residuo de serina (Ser) o treonina (Thr), se forma un enlace O-

glicosidico; esto se conoce como O-Glicosilacion [12].

3.2 N-Glicosilacién
La N-glicosilacion es un proceso conservado a través de la evolucion, el cual

involucra diversas glicosiltransferasas que transfieren monosacaridos especificos
desde un donador altamente energético a una proteina en residuos especificos de
asparagina (Asn) [11,13]. La N-glicosilacién inicia en la cara citosélica del RE con la
sintesis del oligosacarido precursor ligado a lipido (LLO, por sus ingles “lipid linked
oligosaccharide”), y continua con la maduracion del N-glicano en el aparato de Golgi
[13]. El primer paso consiste en la transferencia de GIcNAc-1-P desde el UDP-
GIcNAc al Dol-P (el Dol-P es un lipido poli isoprenoide que funciona como un glicosil-
acarreador en la membrana del RE). Subsecuentemente, se transfieren una GIcNAc
y cinco Man (una a una) desde UDP-GIcNAc y GDP-Man, respectivamente. El
Man5GIcNAc2-P-P-Dol formado en la cara citoplasmatica del RE es translocado al
lumen; donde cuatro manosas y cinco glucosas son transferidas desde el Dol-P-
Man y Dol-P-Glc, respectivamente [14]. La GDP-Man y el Dol-P-Man utilizados en
la sintesis del LLO derivan de la Man-1-P formada por la catélisis de la enzima
fosfomanomutasa 2 (PMM2). El Glc3Man9GIcNAc2-P-P-Dol formado es transferido
en bloque a una proteina aceptora por el complejo oligosacariltransferasa (OST). El
complejo OST adiciona el oligosacarido precursor de N-glicanos en secuencias
especificas Asn-X-Ser/Thr (donde X puede ser cualquier aminoacido, excepto
prolina debido al impedimento estérico ocasionado por su estructura) [13,14]. La

biosintesis del LLO se ilustra en la Figura 1.

Cerca del 70% de las proteinas en eucariotas contienen la secuencia consenso Asn-
X-Ser/Thr, y el ~70% de estas secuencias estan sujetas a N-glicosilacion. Los N-

glicanos estan implicados en varios procesos biolégicos ya que, definen

13



propiedades de las glicoproteinas; como su plegamiento conformacion, estabilidad,
solubilidad y orientacion a sitios subcelulares y extracelulares; asi como las
interacciones célula-matriz, interacciones célula-célula y propiedades antigénicas
[13,14]. Cabe resaltar que la manosa es uno de los principales componentes
monosacaridicos de los N-glicanos; por lo que el suministro de este monosacarido
en forma de Man-6-P, Man-1-P, GDP-Man y Dol-P-Man es importante para la
formacion del oligosacarido precursor en la N-glicosilacion. La Man-6-P puede ser
producida mediante la fosforilacion directa de manosa por una hexocinasa, 0
mediante la conversion de frunctosa-6-fosfato (F-6-P) a Man-6-P catalizada por la
enzima fosfomanosa isomerasa (MPI). Posteriormente, la enzima PMM2 convierte
la Man-6-P en Man-1-P; el cual es utilizado para sintetizar GDP-Man y este, a su
vez, se usa para sintetizar Dol-P-Man. No obstante, la deficiencia de PMM2
compromete la disponibilidad de los intermediarios GDP-Man y Dol-P-Man,

causando defectos en la biosintesis del LLO necesario para la N-glicosilacion [15].
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Figura 1. Biosintesis del oligosacarido precursor de N-glicanos ligado a
dolicol. La sintesis inicia en la cara citoplasmética del RE con la union de una
GIcNAc-P al dolicol fosfato, y la subsecuente adicion de GICNAc y cinco
manosas. La adicion de monosacaridos es catalizada por glicosiltransferasas
especificas, utiizando UDP-GIcNAc y GDP-Man como donadores.
Posteriormente, el oligosacarido es internalizado al lumen de ER y se
adicionan cuatro manosas Yy tres glucosas extras desde Dol-P-Man y Dol-P-
Glc, respectivamente. Finalmente, el complejo OST transfiere el oligosacarido
precursor a secuencias Asn-X-Ser/Thr. La acciéon de PMM2 es importante para
la disponibilidad de GDP-Man y Dol-P-Man. www.Biorender.com

Una vez sintetizado el GlcsManeGIcNAc2-P-P-Dol, se verifica el correcto
plegamiento de la glicoproteina y se inicia su procesamiento en RE y Golgi como se
muestra en la figura 2. El N-glicano puede ser modificado mediante la remocién de
monosacaridos en cis-Golgi, la elongacion de ramificaciones iniciadas con GIcNAc
en medial-Golgi, y la adicion de residuos terminales de galactosa y acido sialico en

trans-Golgi para formar N-Glicanos maduros [13].
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Figura 2. Procesamiento y maduracion de N-Glicanos.
transferencia de Glc3Man9GIcNAc2 a la proteina. El precursor N-glicano es
modificado en ER y en los diferentes compartimentos del aparato de Golgi
mediante la adicion y remocion de monosacaridos al “core”, la elongacion de los
residuos de GIcNAc ramificados y la adicién de Fuc y residuos terminales de Gal
y Sia (que son caracteristicos de N-glicanos maduros). Modificada de Stanley et

al. 2017.

Después de la
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Los N-glicanos comparten una estructura core en coman, MansGIcNAc2-Asn, y se
clasifican en tres tipos que difieren en sus ramificaciones, tal como se ilustra en la
figura 3. Las oligomanosas, u oligosacaridos altos en manosa , suelen tener de dos
a seis residuos de manosa adicionales unidos al core pentasacéarido. Las
estructuras de tipo complejo tienen "antenas" iniciadas por GIcNAc que se extienden
mediante la adicibn de monosacaridos extra. Los N-glicanos hibridos tienen
caracteristicas tanto de oligosacaridos altos en Man como de oligosacaridos de tipo

complejo [13].

@ Man
@ Acido sialico
. GlcNac
Fuc
O Gal
Asn Asn
Oligomonosa Complejo Hibrido

Figura 3. Tipos de N-Glicanos. Los N-glicanos se clasifican tres tipos
principales: altos en manosa, complejos e hibridos. Estos comparten una
estructura core, sefialada en rojo, pero difieren en sus ramificaciones. La
union de un monosacérido a otro se da a través del grupo hidroxilo del
carbono anomérico, generando enlaces a o enlaces 3. Modificada de Stanley
et al. 2017.

3.3 O-Glicosilacion
A diferencia de la N-glicosilacién, en la O-glicosilacion no hay sintesis de un

oligosacarido precursor ni de intermediarios lipidicos. Los enlaces O-glicosidicos se

forman entre el carbohidrato y el grupo hidroxilo de una Ser, Thr, Tyr, hidroxiprolina
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o hidroxilisina. La O-glicosilacién no se limita a un solo tipo de monosacarido para
iniciar las cadenas oligosacaridas, como ocurre en la N-glicosilacion (que siempre
inicia con la adicion de GlcNac), ya que los O-glicanos pueden comenzar con
residuos de Man, GalNAc, GlcNac, Xyl o Fuc [12]. No obstante, para el desarrollo
de este trabajo solo se describe la O-GIcNAcilacion.

3.4 O-GIcNAcilacion

La O-GIcNAcilacion es una modificacion postraduccional dinamica que consiste en
la union O-glicosidica de una B-N-acetilglucosamina (GIcNAc) a residuos
especificos de Ser o Thr, como se ilustra en la figura 4 [16]. La modificacion de
proteinas con O-GIcNAc difiere de otros tipos de glicosilacion en varios aspectos ya
que ocurre en el citoplasma, nicleo y en las mitocondrias, y no se ha descrito en
membrana plasmatica; ademas, no hay elongacién ni formacién de glicanos
complejos [17]. No hay una secuencia consenso que determine los sitios de O-
GIcNAcilacion, sin embargo, se ha observado que ocurre en regiones
intrinsecamente desordenadas de las proteinas, donde los sitios O-GIcNAcilados se
encuentran flanqueados por residuos de prolina y valina [17,18]. Se estima que
alrededor de un 10-20% de las proteinas estan O-GlcNaciladas [17]. Sin embargo,
la identificacion de sitios con O-GIcNAc ha resultado complicada y solo se han
identificado alrededor de 1000 proteinas en la célula que son modificadas por este
carbohidrato. Entre estas se incluyen proteinas del citoesqueleto, proteinas de
poros nucleares, ARN polimerasa Il (ARN Pol Il), factores de transcripcion,
productos protooncogénicos, supresores de tumores, receptores hormonales,
fosfatasas y cinasas. Por lo tanto, la O-GIcNAcilacion esta implicada en una gran
variedad de procesos biolégicos que van desde regulacion de la transcripcion,
regulacion epigenética, cascadas de sefializacidén, regulacion del ciclo celular,

desarrollo neuronal y desarrollo embrionario; por mencionar algunos [19].
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Figura 4. La O-GIcNAcilacién es una modificacion postraduccional dinamica
gue consiste en la unién covalente de GIcNAc a residuos de Ser o Thr en
regiones intrinsecamente desordenadas de las proteinas en nucleo, citoplasma
y mitocondrias. La adicién y remocion ciclica de O-GIcNAc es catalizada por las
enzimas OGT y OGA, respectivamente. www.Biorender.com

3.4.1 Ruta biosintética de las hexosaminas
El sustrato donador en la O-GlcNacilacion es el UDP-GIcNAc, siendo este el

producto final de la ruta biosintética de las hexosaminas (HBP, por sus siglas en
ingles “hexosamine biosynthetic pathway”). La HBP utiliza del 2-5% de la ingesta de
glucosa; e integra moléculas derivadas de otras rutas metabdlicas celulares como
carbohidratos, aminoacidos (glutamina), lipidos (Acetil-Coenzima A, Ac-CoA) y
nucleodtidos (uridina) para sintetizar UDP-GICNACc, por lo que es considerada como
un sensor metabdlico [5, 20]. Los primeros dos pasos de la HPB estan compartidos
con la glucdlisis, y divergen en la fructuosa-6-fosfato(F-6-P). La F-6-P y el glutamato
gue entran a la HBP son convertidos en glucosamina-6-fosfato por accion de la
enzima F-6-P amidotransferasa (GFAT), siendo este el paso limitante de la ruta. La
F-6-P utilizada en este paso también se puede obtener a partir de la manosa la que
es ingerida. La Man es fosforilada por enzimas cinasas para producir Man-6-P, este
altimo puede ser catabolizada por MPI para producir F-6-P o por PMM2 para formar
Man-1-P. La MPI compite con PMM2 por la disponibilidad de Man-6-P para sintetizar
F-6-P [5]. PMM2 utiliza aproximadamente el 2-5% de la Man que ingresa a la célula,
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mientras que el 95-98% restante es catabolizada por MPI [16]. En el paso siguiente,
la glucosamina-6-fosfato y el Ac-CoA son catalizados por la enzima glucosamina-6-
fosfato N-acetiltransferasa para formar N-acetilglucosamina-6-fosfato (GIcCNAc-6-P).
Posteriormente, GIcNAc-6-P es isomerizado a GIcNAc-1-P por la GlcNac
fosfomutasa (PGM3). Finalmente, la enzima UDP-GIcNAc pirofosforilasa (UAP1)
utiliza UTP y GIcNAc-1P para sintetizar UDP-GIcNAC y que este sea utilizado por la

OGT [22], como se muestra en la imagen 5.
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Glucolisis
Hexocinasa A ATP
ADD Fosfoglucosa J 95-98% ADP
i 1 MPI

isomerasa

Gic-6-PO, <—> Fru-6-POs \——» Man-6-POs
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Metabolismo J'k’ l PMM2
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Figura 5. Ruta biosintética de las hexosaminas. La UDP-GIcNAc es el producto
final de la ruta biosintética de las hexosaminas. Esta ruta comparte los primeros
dos pasos con la glucdlisis, y ambas divergen luego de la formacion de F-6-P.
Unicamente el 2-5% de la F-6-P es destinada a la HBP, pero también se puede
obtener F-6-P a partir de Man-6-P (utilizando el 95-98% de la Man que ingresa a
la célula). La Fru-6-P se transforma en GIcN-6-P en el paso limitante de la HBP
para formar UDP-GIcNAc, el cual es utilizado en la O-GlcNAcilacion, O-
glicosilacion y N-Glicosilacion. www.BioRender.com

La cantidad de UDP-GIcNAc intracelular y el flujo metabélico de HBP se encuentran

modulados por los cambios en la concentracion de nutrientes. Se ha caracterizado
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como los cambios en el flujo a través de la HBP (por una mayor disponibilidad de

metabolitos) inducen un incremento de O-GIcNAcilacidon de proteinas totales debido

a un aumento en la sintesis de UDP-GIcNAc en tejido cardiaco murino (Fig. 6),

segun un estudio publicado por Olson et al. (2019) [23]. Ellos hicieron perfusiones

en corazones de ratén con diferentes concentraciones de [U-'3Ce] glucosamina

(1,10,50 y 100 uM) y midieron la concentracion de metabolitos que participan tanto

en la HBP como en la glucolisis por cromatografia liquida acoplada a espectrometria

de masas, ademéas comprobaron el incremento en el nivel total de O-GIcNAc por

western blot.
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Figura 6. Incremento de la O-GIcNAcilacion por aumento en el flujo
metabdlico a través de la HBP. La alimentacion de la ruta biosintética de las
hexosaminas con glucosamina resulta en un incremento de la siintesis de UDP-
GIcNAc y de la O-GIcNAcilacion de proteinas (b y ¢). La concentracion de UDP-
GIcNAc se midio por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
en tejido cardiaco murino suplementado con 1,10,50 y 100 pM de glucosamina
(a); y se analizo el nivel relativo de O-GIcNAc por WB (b y c). Modificada de
Olson et al.2019
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Se han identificado mutaciones en genes que participan en la sintesis de

intermediarios en la ruta biosintética de las hexosaminas, descritos en la tabla 1.

Como consecuencia de estas mutaciones, las perturbaciones en la HBP también

alteran la O-GIcNAcilacion de proteinas y el neurodesarrollo [24-29].

Tabla 1. Genes asociados con defectos en la O-GlcNAcilacion de proteinas.

pirofosforilasa

pirofosfato

Proteina Simbolo [Funcign Afectaciones Referencia
Transfiere GlchN Ac desde UDP-|OGT-CDG, discapacidad
GlcNAcal grupo OHde un intelectual y retraso en el |(Pravataet
O-GlcMactransferasa|0OGT residuo de Ser/Thr desarrollo al. 2020)
Elimina O-GlcNAcde las (Muhaetal.
0-GlcNacasa OGA proteinas modificadas 2020
Sindromes miasténicos
congénitos, un grupo de
Transfiere un grupo amino de SFecdones debidas a
Fructosa-6- laglutaminaalafructosa-6- |4efectosenla (Senderek
fosfato- GFAT fosfato para producir i i etal. 2011)
amidotransferasa transduccidn de sefiales
glucosamina-6-fosfato de las células nerviosas a
los musculos.
Defectos en la biosintesis
Glucosamona-6- Convierte glucosamina-6- de UDPGIcNAL, (Boehmetl
fosfato- fosfato en GlcNAC-6 modificacin de O-GIcNAC |t al. 2000)
amonitransferasa 1 Gy ay fosfato y proliferacidn celular
Disminucidn de los niveles
de UDP-GlcMN Ac
. citoplasmica, alteracidn de .
Fosfoglucomutasa 3 | PGM3 Convierte GlcN Ac-6-fosfato la O-GlcNAdlacian de |a (Mariappa
en GlcNAc-1-fosfato proteina y finalmente etal. 2011)
bloqueo del desarrollo
mesodérmico.
Litiliza GlcNAc-1-fosfato y
UDP- . . UTP como sustratos para la Anomalias craneales y (Chen et al
Nacetilhexosamina |ap1 sintesis de UDP-GIcNACy esqueléticas y ’
2021)

discapacidad intelectual

3.4.2 OGTy OGA
Las enzimas que modulan la adicion y remocion ciclica de O-GIcNAc son la O-

GIcNAc transferasa (OGT), que cataliza la trasferencia de GIcNAc; y la O-

GIcNAcasa (OGA), que cataliza la hidrolisis de O-GIcNAc. Se han caracterizado tres

isoformas de OGT (Figura 7a): la OGT nucleo-citoplasmica (ncOGT), la OGT
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mitocondrial (MOGT) y la OGT corta (OGT-S). Todas las isoformas de OGT tienen
un dominio C-terminal con dos regiones cataliticas, pero se distinguen entre si por
sus dominios N-terminales que contienen un numero variable de repeticiones
tetratricopéptido (TPR). Cada unidad TPR contiene una secuencia de 34
aminoécidos, los cuales funcionan como un dominio de interaccion proteina-
proteina y median las interacciones de la enzima con sus sustratos. La isoforma
ncOGT humana (~ 110 kDa) contiene 13 TPR, mientras que mOGT (~ 103 kDa) y
OGT-S (~ 75 kDa) contienen 9 y 3 TPR, respectivamente [30]. Se han identificado
dos isoformas de OGA generadas por splicing alternativo (Figura 7b): OGA larga
(OGA-L), en nucleo y citosol; y OGA corta, en gotas lipidicas (OGA-S). La OGA-L
(~130 kDa) contiene un dominio N-acetil-B-D-glucosamindasa N-terminal y, dentro
de su dominio C terminal, una regién que comparte homologia de secuencia con las
enzimas acetiltransferasa (dominio pseudo-HAT). La isoforma OGA-S (~75kDa)
carece del dominio de pseudo-HAT debido a un evento de splicing del intrén 10,

pero tiene una secuencia Unica de 15 aminoacidos en el extremo C-terminal [30].

a) b)
TPR Dominio catalitico Dominio catalitico  Pseudo-HAT

- T} > e

DN )
. _:l

15aa dnicos

} sOGT

Figura 7. Topologia de OGT y OGA. La estructura de OGT (a) consta de un
dominio C-terminal con dos regiones cataliticas y dominios repetidos tipo TPR N-
terminales que son importantes para el reconocimiento del sustrato y, ademas,
varian en cuanto a secuencia y niamero de repeticiones entre una isoforma y otra.
Las isoformas de OGA (b) tienen un dominio catalitico con actividad N-acetil-3-
D-glucosamindasa N-terminal y un dominio C terminal con un dominio pseudo-
HAT (en el caso de OGA-L) o una extension de 15aa (OGA-S). Modificado de
Bond et al. 2015.

Diversos estudios han demostrado que la expresion de OGT y OGA se modifica en

respuesta a las fluctuaciones en los niveles celulares de O-GIcNAc. Debido a esto,
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ambas enzimas estan catalogadas como sensores nutricionales. Las alteraciones
en el nivel de O-GIcNAc intracelular son consecuencia de distintos factores como lo
son: el estado nutricional de la célula, estrés ambiental, cambios en el flujo
metabdlico a través de la ruta de las hexosaminas, una actividad enzimética
reducida de OGT y OGA o defectos en genes que participan en la sintesis de
precursores de UDP-GIcNAc [31].

Un ejemplo de cdmo la célula modula la expresion de OGT y OGA cuando el nivel
de O-GIcNAc se altera se muestra en los estudios de Lin et al. (2021). En dicho
trabajo se cultivaron células de adenocarcinoma de pulmoén humano (CL1-5 o A549)
y se evalué el comportamiento de OGT y OGA cuando aumenta y cuando disminuye
el nivel de O-GIcNAc. En el primer caso, las células se trataron con TMG (un
inhibidor de OGA) o glucosamina (GIcN) para elevar la O-GlcNAcilacion; este
tratamiento dio como resultado un aumento de OGA y una disminucion de la
proteina OGT (Figura 8a y 8b). No obstante, el nivel de ARNm no presenté un
cambio significativo en OGT, pero hubo un aumento en el nivel de ARNm de OGA
(Figura 8c). En el segundo caso, las células se trataron con 6-Diazo-5-o0xo-L-
norleucina (DON), un inhibidor de la enzima GFAT, para bloquear el flujo a través
de la HBP y disminuir los niveles intracelulares de UDP-GIcNAc. Esto condujo a una
regulacion positiva de OGT y una disminucién de OGA, que se ve reflejado tanto en
el nivel de ARNm como en el nivel proteina [31]. Otros autores han obtenido
resultados similares en una variedad de lineas celulares, incluidas las de cancer de
cuello uterino, neuroblastoma, leucemia, cancer de colon y fibroblastos
embrionarios [32-35]. Lo anterior indica que las células son sensibles a los cambios
en los niveles de O-GIcNAc, y que las alteraciones por tiempos prolongados haran
qgue la expresion proteica de OGT y OGA cambie en un esfuerzo por restaurar la
homeostasis de O-GIcNAc, sin embargo, los mecanismos para coordinar la
expresion de OGT y OGA siguen sin conocerse a detalle. Algunos estudios sugieren
una regulacion a nivel traduccional. Se piensa que el factor 4E-BP1 (el cual esta O-
GIcNAcilado) regula de manera negativa la transcripciéon de OGT impidiendo la
union de la subunidad ribosomal 40s en un estado de hiper O-GlcNAcilacion [31,36].

Otros estudios muestran de una regulacion negativa de la transcripcion de los genes

24



gue codifican para OGT y OGA, modulada por el factor transcripcional E2F1 y Rb1

[37].
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Figura 8. La expresiéon de OGT y OGA se modifica en respuesta a las
fluctuaciones en el nivel de O-GIcNAc intracelular. WB revelado contra O-
GlcNac, OGT y OGA de lisados celulares CL1-5 y A549 suplementado con GIcN
o TMG para aumentar el nivel de O-GIcNAc (a y b), en respuesta a este cambio
la proteina OGT disminuye y OGA aumenta. Los resultados luego de incubar con
TMG de gPCR (c) muestran un aumento en el nivel de ARNm de OGA, pero no
hay cambio significativo en OGT. Cuando las células son con DON para reducir
la O-GIcNAcilacién (d) se observa un incremento de OGT y una disminucién de
OGA, esto mismo se observa en el nivel de ARNm de ambas enzimas (e).
Modificado de Lin et al (2021).

Adamas de los cambios en la expresion de OGT y OGA, la afinidad de la OGT por

el

UDP-GIcNAc exhibe distintas constantes de

unién

bajo diferentes
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concentraciones de UDP-GIcNAc. De modo que, los niveles variables de UDP-
GIcNAc también influyen en la incorporacion de O-GIcNAc en sustratos especificos.
Esto sugiere que las fluctuaciones en las concentraciones globales de UDP-GIcNac

dentro de la célula altera la especificidad del sustrato de OGT [5].

3.4.3 O-GIcNAcilacion y Fosforilacion
Se ha visto que la O-GIcNAcilacion compite con la fosforilacion por los sitios en el

sustrato. Muchas proteinas se modifican reciprocamente en diferentes condiciones
en el mismo sitio mediante la adicion de O-GIcNAc o fosfato, algunos ejemplos son
la proteina oncogénica c-Myc [38], receptor de estrogeno 3 [39], algunos sitios en
la ARN polimerasa Il [40], 6xido nitrico sintasa endotelial [41], por mencionar
algunas. Otras proteinas son competitivamente modificadas por O-GIcNAc o fosfato
en sitios proximales o distales, pero no en el mismo residuo, de tal modo que ambos
tipos de modificacion pueden influir en la funcion, la estabilidad, la localizacion, la
actividad enzimatica e interacciones de las proteinas blanco [42]. Existe ademas
una regulacion cruzada entre ambas vias, puesto que OGT y OGA se encuentran a
menudo en complejos de proteinas que contienen tanto cinasas como fosfatasas,
lo que indica que el mismo complejo enzimético puede eliminar el fosfato y agregar
un residuo O-GIcNAc en algunas proteinas [43,44]. Ademas, OGT es activada al ser
fosforilada por por el receptor de insulina, CAMKIV, lo que puede desempefar un

papel en la interaccion de la OGT con los sustratos [42].

3.5 Desordenes congénitos de la glicosilacién (CDG)
Tanto la N- como la O-glicosilacion (incluida la O-GlcNAcilacion) estan reguladas

por distintos factores para la correcta sintesis de glicoconjugados. Estos factores
incluyen la disponibilidad de sustrato, la actividad enzimatica, los niveles de
transcripcion de genes, la ubicacién de las enzimas glicosiltransferasas y
glicosidasas dentro de RE y Golgi, y la homeostasis dentro de estos organelos. Las
mutaciones en genes cuyos productos participan en las vias de glicosilacion son la
causa de enfermedades raras denominadas trastornos congénitos de la
glicosilacién (CDG) [45].
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Los CDG son un grupo de sindromes, clinica y genéticamente heterogéneos,
causados por defectos en la biosintesis y metabolismo de glicanos, que resultan en
la formacién de estructuras de glicanos aberrantes. Estos defectos derivan de
mutaciones en genes implicados en glicosilacién [46]. La mayoria de los CDG son
enfermedades monogénicas que presentan un patron de herencia autosémica
recesiva, aunque también se han descrito trastornos que siguen un patron de
herencia autosémica dominante y ligada al cromosoma X [47]. Las personas
afectadas con algun tipo de CDG presentan manifestaciones multisistémicas que
varian entre un paciente y otro, incluso si el gen afectado es el mismo. Algunos de
los signos y sintomas mas representativos incluyen retraso en el desarrollo,
hipotonia, anomalias neurolégicas, hepatopatia, y coagulopatias. Las personas
afectadas también pueden presentar enfermedades oculares, cutaneas, cardiacas
y dismorfismos faciales [46,47].

Los CDG pueden estar relacionados con defectos en la N-glicosilacion de proteinas,
en la O-glicosilacion de proteinas, en la glicosilacion de lipidos o en la biosintesis
de anclas de GPI, o pueden afectar a mas de una via de glicosilacion [46]. Esta
familia de enfermedades metabdlicas sigue creciendo rapidamente, ya que
aproximadamente el 17% de los 137 tipos de CDG que han sido descubiertos hasta
la fecha fueron reportados en los ultimos tres afios [47]. Y, en su mayoria, son genes

gue afectan la N-glicosilacién [45].

Los CDG que afectan la N-glicosilacion se clasifican en dos categorias: CDG-l y
CDG-II. Los CDG-I son causados por defectos en la biosintesis y transferencia del
oligosacérido precursor ligado a lipido en RE; y los CDG-II son causados por
defectos en la maduracién de N-glicanos en el aparato de Golgi [48].

3.5.1 Diagnéstico de CDG
El primer paso para la deteccion de CDG en el de laboratorio es hacer un

isoelectroenfoque (IEF) de transferrina sérica para detectar defectos en la N-
glicosilaciéon [49], mientras que para determinar si hay defectos en la O-glicosilacion
se hace un isoelectroenfoque de la apolipoproteina C-Ill [47,48]. No obstante, para
identificar cual es el gen afectado se deben realizar otros analisis como: ensayos

enzimaticos, mediciones de metabolitos, HPLC y espectrometria de masas [48].
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El IEF es una técnica que consiste en la separacion de proteinas con base en su
punto isoeléctrico en un gradiente de pH. Los pacientes con CDG presentan una
glicosilacion anormal de proteinas séricas comunes derivadas del higado, entre
ellas la transferrina sérica (Tf) [49]. La transferrina es la principal glicoproteina de
union a hierro en el plasma sanguineo humano. Consiste en una sola cadena
polipeptidica con dos dominios de unién a hierro N-terminales y C-terminales
homologos, y dos sitios N-glicosilados en la Asn 432 y Asn 630 [51]. Por lo tanto, en
una persona sana, el patrén normal de Tf-IEF muestra una prevalencia de la
isoforma tetrasialilada. Por el contrario, en personas con algun tipo de CDG, se
pueden detectar diferentes glicoformas de transferrina que difieren en la cantidad
de acidos sialicos terminales en sus antenas, como se observa en la figura 9. Un
patron de CDG-| es caracterizado por un aumento de di- y / o asialotransferrina;
mientras que un patron de CDG-Il se caracteriza por un aumento de las formas tri-,

di-, mono y / o asialotransferrina [50].
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Figura 9. Enfoque isoeléctrico de transferrina. Un paciente sano presenta
una prevalencia de la isoforma de transferrina tetra sialilada (cuatro acidos
sialicos). Los pacientes con CDG-I muestran un aumento de las isoformas
di- y asialilada. Los pacientes con CDG-II presentan, ademas, un aumento
de la transferrina tri- y monosialilada. Modificado de Goreta et al. 2012.

3.5.2 PMM2-CDG
El PMM2-CDG (o CDG-la) es un sindrome causado por mutaciones en el gen que

codifica para la enzima fosfomanomutasa 2 (PMM2), el cual sigue un patrén de
herencia autosémica recesiva [52]. La enzima PMM2 se encuentra codificada en el
cromosoma 16p13 con un marco de lectura abierto de 738 pares de bases, cuyo
producto es una proteina de 246 aminoacidos. La PMM2 cataliza la conversion de
Man-6-P a Man-1-P. La Man-1-P derivada de esta reaccion es utilizada para la
sintesis de GDP-Man y Dol-P-Man, que son precursores para la sintesis del
oligosacarido precursor ligado a lipido, necesario en la N-glicosilacion. El LLO es
transferido a la proteina receptora por accion del complejo OST, pero la OST tiene
una afinidad reducida por los LLO inmaduros [42]. En consecuencia, las mutaciones
en PMM2 causan defectos en la primera etapa de sintesis de N-glicanos que

requiere de estos sustratos donadores para las manosiltransferasas [4].

Las mutaciones en el gen que codifica para PMM2 afectan las propiedades de la
proteina al inducir cambios que resultan en: a) defectos de splicing; b) defectos en
el plegamiento y estabilidad de la proteina; c) alteraciones en el sitio catalitico de la
enzima; d) disminuyen el tiempo de vida media y evitan la formacion de dimeros
(PMM2 es activa cuando esta en su forma dimétrica) [53]. Estos cambios afectan la
actividad catalitica de la proteina en diferente medida, ya que algunas mutaciones
dan como resultado proteinas sin actividad enzimatica o enzimas con actividades
residuales que van del 16 al 54% con respecto a proteinas wild type [3]. Algunas de
las mutaciones mas comunes reportadas en PMM2 se describen en la tabla S1 en

anexos.
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Los pacientes con PMM2-CDG muestran un cuadro clinico variable. Los signos y
sintomas caracteristicos incluyen retraso mental, hipoplasia cerebelosa, pezones
invertidos, hipotonia, formacion de depdsitos de grasa en gluteos y pubis, y
malformaciones en extremidades [2]. Se han reportado pacientes con PMM2-CDG
de distintos origenes étnicos, especialmente en Europa (Tabla S2 en anexos). Sin
embargo, no se habian reportado casos de PMM2-CDG en México hasta junio del
2020. En el laboratorio de Glicobiologia humana y diagndstico molecular se
identificaron los primeros dos pacientes con PMM2-CDG en México. Ambos
pacientes presentaron signos y sintomas caracteristicos desde su nacimiento, sin
embargo, hay diferencias entre el cuadro clinico de cada uno de ellos, las cuales se
especifican en la tabla 2. El diagndstico se hizo mediante un isoelectroenfoque de
transferrina sérica y, mediante secuenciacion exdmica, se identificaron dos
mutaciones de pérdida de sentido (una en cada alelo). El primer paciente present6
un cambio c¢.422G > A (p.R141H) en el exdn 5 del gen PMM2, heredada
parentalmente (cabe mencionar que este es el tipo de mutacion mas comun); y
c.395 T > C (p.1132T) heredada maternalmente [7]. El segundo paciente present6
una mutacion ¢.422G > A (p.R141H) heredada de manera materna, y una mutacion
c.178G>T (p. V60Cfs*3) en el ultimo nucledtido del exdén 2, que fue heredada de
manera paterna; esta ultima no habia sido reportada en la literatura antes del trabajo
de Gonzales-Dominguez et al. (2021) Por lo que aun no se caracteriza su efecto en
la funcionalidad de PMM2. Se sugiere que la patogenicidad de esta variante podria
anular el sitio donador de splising e inducir un empalme alternativo aberrante.
Ambos pacientes son importantes para el desarrollo de este proyecto, ya que se
cultivaron fibroblastos obtenidos de una biopsia de piel para analizar si PMM2-CDG
afecta la O-GIcNAcilacion [8].

Tabla 2. Cuadro clinico de los pacientes 1y 2 (denominados P1 y P2) identificados
en el laboratorio. Las celdas marcadas con “x” indican que el paciente presenta el

rasgo especificado.
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P1 P2

Cariotipo 46XY 46Xy
Padres
cosanguineos No No
Embarazo a termino
normal Si Si
c.422G > A
(p.R141H)/
c.422G > A (p.R141H)/ c.178G>T
Mutaciones €.395T>C (p.11327) (p.V60Cfs*3)
% Actividad
enzimética de PMM2 23-41% No reportado
Cuadro clinico:
Hipotonia X X
Hipoplacia cerevelosa X
Otras anomalias
cerebelares X
Retraso psicomotor X X
Problemas audivos X
Estravismo X X
Razgos dismorficos X X
Pezones invertidos
Depositos de grasa X
Retrasoneurolégico X
Dificultad para caminar X X
Problemas de lenguaje X X
Caries X
Ataxia
Anomalias cerebrales X X

En este trabajo se sugiere que PMM2-CDG podria incidir en la O-GlcNacilacion
debido a la competencia que existe entre MPl'y PMM2 por la disponibilidad de Man-
6-P [54]. En condiciones normales, PMM2 cataliza aproximadamente 1.32 mU por
minuto, mientras que MPI cataliza 14.6 mU por minuto. No obstante, cuando la
actividad enzimética de PMM2 disminuye, los niveles de Glc3Man9GIcNAc2-P-P-
Dol bajan al 58% en comparacién con controles, y la concentracion de Man-6-P
aumenta hasta 1.9 veces [60]. Subsecuentemente, la cantidad de
Glc3Man9GIcNAc2-P-P-Dol y Man-6-P vuelve a la normalidad después del rescate
mediante la co-inyeccion de ARNm de PMM2. Esto ultimo se fundamenta segun los
resultados obtenidos mediante electroforesis de carbohidratos asistida por
fluoréforos (FACE) en modelos de PMM2-CDG en morfolinos de embriones de pez

cebra (Fig.10) [55]. Lo anterior sugiere una mayor disponibilidad de Man-6-P para
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ser procesado por MPI en pacientes con PMM2-CDG. En consecuencia, nosotros
teorizamos que el aumento en F-6-P causaria un incremento en el flujo metabdlico
de F-6-P hacia la ruta biosintética de las hexosaminas hasta convertirse en UDP-
GIcNAc, con base en lo antes discutido (Figura 11) [31,49].
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Figura 10. Los defectos en PMM2 resultan en un aumento en la
concentracion de Man-6-P intracelular. a) Electroforesis de carbohidratos
asistida por fluoréforos (FACE) para medir los b) niveles de LLO y Man-6-P en
modelos de PMM2-CDG en morfolinos de pez cebra antes (gris claro) y después
(gris) del rescate con ARNm de PMM2. Modidicado de Cline et al. 2012.
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UDP-GIcNAc. www.BioRender.com
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4.0 JUSTIFICACION

Se estima que alrededor de un 10-20% de las proteinas estan O-GlcNaciladas [9].
Sin embargo, la identificacién de sitios con O-GIcNAc ha resultado complicada y
solo se han identificado alrededor de 1000 proteinas en la célula que son
modificadas por este carbohidrato. Entre estas se incluyen proteinas del
citoesqueleto, proteinas de poros nucleares, ARN polimerasa II, factores de
transcripcion, productos protooncogénicos, supresores de tumores, receptores
hormonales, fosfatasas y cinasas [19]. Por lo tanto, la O-GIcNAcilacion esta
implicada en una gran variedad de procesos biolégicos que van desde regulacion
de la transcripcion, regulacion epigenética, cascadas de sefializacion, regulacion
del ciclo celular, desarrollo neuronal y desarrollo embrionario; entre otros. Ademas,
debido a que las tasas de flujo de la HBP son sensibles a las alteraciones en el
metabolismo de cada molécula que la compone (glucosa, F-6-P, GIcNAc, acetil
CoA, ATP y glutamina) la OGT y la OGA se han caracterizado como sensores de
nutrientes celulares [17,22]; y un desequilibrio en la homeostasis de O-GIcNAc
conlleva al desarrollo de enfermedades que incluyen cancer, diabetes y Alzheimer
[5]. Las fluctuaciones en el nivel de O-GIcNAc son consecuencia, entre otras
causas, de las mutaciones en los genes que participan en la sintesis de
intermediarios en la ruta biosintética de las hexosaminas. Pero debido a la
interconexién de esta ruta con el metabolismo de manosa, pensamos que los
defectos en PMM2 podrian incidir en la O-GlcNAcilacion. Aun no hay reportes en
donde se analicen los niveles de O-GIcNAc en pacientes con PMM2-CDG, razén
por la cual se estudiara dicho proceso en este proyecto. Se espera que este estudio
tenga contribuciones en ciencia béasica y clinica, al ampliar el conocimiento que se
tiene sobre el impacto de estas modificaciones que de suma importancia para
regular la actividad de los sustratos modificados. Ademas, de permitir comprender
mecanismos adicionales de la patologia de estos pacientes, lo cual podria ayudar a
determinar si hay tratamientos para corregir alteraciones metabolicas generados por

los cambios en la O-GIcNAcilacion.
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5.0 HIPOTESIS

Los fibroblastos PMM2-CDG presentan un incremento en la O-GIcNAcilacién de

proteinas.

6.0 OBJETIVOS

6.1 General

e Determinar si la O-GIcNAcilacién en fibroblastos de pacientes con PMM2-

CDG incrementa con respecto a fibroblastos control.

6.2 Particulares
1. Estandarizar las condiciones para la deteccion de O-GlcNac por Western

Blot.

2. Analizar y comparar el perfil de O-GIcNAcilaciéon de proteinas totales en
fibroblastos de pacientes con PMM2-CDG, respecto a controles sanos; asi
como la expresion de las enzimas OGT y OGA.

3. Determinar si los niveles de ARN mensajero de OGT y OGA, cambian en

pacientes con PMM2-CDG con respecto a controles sanos.
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7.0 MATERIALES Y METODOS

7.1 Cultivo celular
Se hizo un cultivo primario de fibroblastos obtenidos a partir de una biopsia de piel

de pacientes (pacientes 1 y 2, denominados como P1 y P2) y controles sanos
(controles 1y 2, denominados como C1 y C2). Los fibroblastos fueron cultivados
con medio AmnioMAX adicionado con 15% de suplemento (Gibco™ AmnioMAX™
C-100) y 1% de antibiético estreptomicina/penicilina (Invitrogen) en frascos de
cultivo T-25. Los cultivos de fibroblastos se mantuvieron a una temperatura de 37°C
en una atmosfera humidificada con CO:2 al 5%. Las células se mantuvieron en cultivo
por aproximadamente 7 dias, hasta tener la confluencia deseada. Posteriormente,
fueron procesadas para la obtencion de muestras proteicas y de ARN, segun el
caso. Cabe mencionar que los cultivos se hicieron por duplicado, de modo que se

tuvieran dos experimentos independientes para cada procedimiento.

7.2 Lisis celular
Las células se lavaron con PBS para retirar deshechos celulares y células muertas.

Luego de retirar el PBS, se despegaron de la superficie en que crecieron tras
adicionar tripsina 1X (Gibco™ by life technologies) y se incubaron por 2 minutos a
37°C. La tripsina se inactivdo con medio de cultivo suplementado vy
subsecuentemente se centrifugé a 1750 rpm, por cinco minutos, a temperatura
ambiente y se descarto el sobrenadante. El botén celular obtenido se resuspendio
con medio fresco suplementado para hacer subcultivo o bien para lisarse. El botdn
celular destinado para generar lisados se resuspendié con 150 pL de Buffer RIPA
(NaCl 150mM, NP-40 1.0%, deoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1%, Tris-base pH=8
50nM, EDTA 1mM, inhibidor de proteasas) y la mezcla se homogeneizé en vortex
durante 10 segundos. Enseguida se incubaron las muestras en hielo durante 30
minutos con una agitacion de 120 rpm en el orbital (mezclado 10 segundos en vortex
luego de los primeros 15 minutos). Posterior al tiempo de incubacion, las muestras
se centrifugaron a 13,500 rpm durante 15 minutos, a 4°C. Finalmente, el
sobrenadante se recupero y se guardé a -80°C hasta su uso.
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7.3 Cuantificacion de Proteinas
Se prepararon alicuotas con diferentes concentraciones de albumina sérica bovina

(2.0 mg/ml, 0.8 mg/ml, 0.6 mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.2 mg/ml y 0.1 mg/mi
respectivamente), las cuales se usaron como escalera de calibracion para
determinar la concentracion de las muestras problema. Se tomaron 10 ul de cada
una de las diluciones seriadas de albumina, y 10 pl de las cada una de muestras
problemas diluidas 1:5; estas se adicionaron en celdas de plastico con 790 pl de
agua miliQ méas 200 pl de Bradford. Ademas, se prepard una celda tnicamente con
800 pl de agua mili Q méas 200 pl de Bradford, que se usé como blanco. Las
muestras se homogeneizaron y se dejaron incubar a temperatura ambiente durante
cinco minutos. Concluido el tiempo de incubacién, se midio la densidad optica de
cada celda en un espectrofotdmetro a 595nm. La absorbancia (eje “y”) se grafico
con respecto a la concentracion de albumina (eje “x”) y se obtuvo la ecuacién de la
recta a partir de la cual se calculé la concentracién de proteina de las muestras

problema (Tabla S3 y grafica S1 en anexos).

7.4 SDS-PAGE y Western Blot
Las muestras proteicas fueron preparadas con buffer Laemmly 5x mas 10% de (-

mercaptoetanol y se calentaron en un termoblock a 100°C durante 5 minutos. Se
cargo la cantidad correspondiente de cada muestra (45 ug en el caso de O-GIcNAc
y OGA, y 75 ug para OGT) en un gel de poliacrilamida al 10% de 1.5 mm de grosor
en condiciones desnaturalizantes y se resolvié aplicando una corriente eléctrica de
45 mA constantes durante una hora. Posterior a la electroforesis, el contenido del
gel se transfirio a una membrana de dicloruro de polivinilideno (PVDF) (Merck
Millipore Immobilon), previamente activada con metanol. La membrana y el gel se
colocan juntos entre papel filtro y esponjas, cuidando que el gel quede orientado
hacia el anodo y la membrana hacia el catodo, y se dejo transferir a 400 mA
constantes durante 2 horas a 4°C. En la seccion de anexos (tablas S4 y S5) se
especifican los reactivos empleados durante estos procedimientos. A partir de este
punto, las membranas se bloquearon e incubaron bajo distintas condiciones

dependiendo del anticuerpo utilizado.
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7.4.1 Bloqueo e Incubacién con anticuerpos (O-GIcNAc)
La membrana se bloqueé durante dos horas a temperatura ambiente con 30 ml de

TBS 1x mas 5% de leche en polvo Svelty® baja en grasa a 60 rpm. Posteriormente,
se hicieron dos lavados de quince minutos con 40 mL de TBS-T al 0.3 %. Al finalizar
los lavados, la membrana se incub6 durante dieciséis horas con una disolucion
1:1000 del anticuerpo primario O-GIcNAc, clona CTD110.6 (Santacruz
Biotechnology) en TBS-T 0.2% mas leche 0.3% a  4°C, en rosticero. Concluido
el tiempo de incubacion, la membrana se lavo dos veces a temperatura ambiente
con 40 ml de TBS-T al 0.3% a 80 rpm, durante 15 minutos cada lavado. A
continuacion, se incubd por dos horas a temperatura ambiente con una dilucién
1:40,000 del anticuerpo secundario IgM-HRP, clona A90-101P (Bethyl Laboratories)
en de TBS-T 0.2% mas 0.3% de leche. Finalmente, se hicieron seis lavados de 15
minutos cada uno con TBS-T al 0.3% a 100 rpm.

7.4.2 Bloqueo e Incubacion con anticuerpos (OGA)
La membrana se bloque6 durante una hora con PBS-T al 0.1% mas 5% de leche a

60 rpm. Posterior al tiempo de bloqueo, la membrana se lavo en tres ocasiones con
PBS-T al 0.1% a 85 rpm, durante cinco minutos cada lavado. Al concluir los lavados,
se incubo en una dilucién 1:1000 del anticuerpo primario OGA, clona NCOAT(G-12)
(Santacruz Biotechnology), por dieciséis horas a 4°C en rosticero. Enseguida, se
hicieron tres lavados de cinco minutos con PBST al 0.1% a 85 rpm. Al finalizar los
lavados, la membrana se incub6 con el anticuerpo secundario IgG-mouse HRP,
ab6728 (Abcam) 1:10,000 en PBS-T 0.1% mas 0.3% de leche durante dos horas a
60 rpm. Posterior a la incubacion, se hicieron cuatro lavados con PBS-T al 0.1%,

cada lavado fue de diez minutos a 85 rpm.

7.4.3 Bloqueo e Incubacién con anticuerpos (OGT)
La membrana se bloqueé durante una hora con PBS 1x mas 5% de leche a 60 rpm.

Al terminar el blogueo, la membrana se lavé en dos ocasiones con PBS-T al 0.05%
a 80 rpm, durante cinco minutos cada lavado. Después de concluir los lavados, la
membrana se incubd en una dilucion 1:1000 del anticuerpo primario OGT, clona F12
(Santacruz Biotechnology) en PBS-T 0.05% mas 0.3% de leche, por dieciséis horas,

a 4°C en rosticero. Enseguida, se hicieron tres lavados de cinco minutos con PBST
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al 0.5% a 80 rpm. Al finalizar, la membrana se incub6 con el anticuerpo secundario
IgG-mouse HRP, ab6728 (Abcam) 1:10,000 en PBS-T 0.05% mas 0.3% de leche
durante dos horas a 60 rpm. Posterior a la incubacion, se hicieron cuatro lavados
de diez minutos con PBS-T al 0.05% a 90 rpm.

7.4.4 Deteccion
Las bandas se visualizaron mediante quimioluminiscencia en filmes de rayos X.

Para ello, la membrana se cubrié con 200ul de ECL (GE Healthcare - Life Sciences,
RPN2232). Se mezclaron 100 pl de solucion A (luminol) méas 100 pL de solucién B
(peroxido de hidogeno) y la mezcla se incubo a temperatura ambiente durante 15
minutos. Pasado ese tiempo, la mezcla se coloc6 sobre la membrana y se guardo
en un cassette. Posteriormente, el cassette se llevd a un cuarto oscuro donde la
membrana se expuso con un film de rayos x dentro del cassatte durante
aproximadamente un minuto. Luego de la exposicion, el film se sumergié en
solucién reveladora (carestream, #5158613) hasta observar el patron de bandeo, se
sumergié un minuto en solucién de fijacién (carestream, #5158597) y se enjuagd

con agua.

7.5 Stripping
Este ultimo procedimiento se hizo con la finalidad de corroborar que se haya

cargado la misma cantidad de proteina de cada muestra, utilizando tubulina como
control de carga. Las membranas utilizadas para la deteccién de O-GIcNAc y de las
enzimas OGT y OGA se lavaron con PBST al 0.2% y se incubaron con buffer de
stripping (Tris-base 0.76%, SDS 2%, B-mercaptoetanol 0.7%) a 75°C durante 30
minutos. Durante la incubacién, el recipiente que contenia la membrana se movio
en forma circular cada 5 minutos. Después del tiempo de incubacion, se hicieron
tres lavados de diez minutos con PBS-T al 0.2%. Enseguida, las membranas se
bloquearon durante una hora con PBT-T al 0.1% mas 5% de leche, a 60 rpm, a
temperatura ambiente. Al terminar de bloquear, se hizo un solo lavado de 5 minutos
a 80 rpm con PBS-T al 0.2%. Luego de lavar, se incubd con IgG Anti-a-Tubulin,
clona DM1A (Bioscience) 1:6000 en PBST 0.1% con 0.3% de leche durante
dieciséis horas a 4°C, y se hicieron tres lavados de cinco minutos con PBS-T al

0.2% a 80 rpm. Posteriormente, la membrana se incubé con anticuerpo secundario
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IlgG-mouse HRP, ab6728 (Abcam) 1:10,000. Al finalizar la incubacion, se hicieron
cuatro lavados de diez minutos con PBS-T al 0.2% a 80 rpm. Finalmente, cada
membrana se cubrio con ECL (GE Healthcare - Life Sciences, RPN2232) y se revel6

en un cuarto oscuro tal como se describié anteriormente.

7.6 Extraccién de ARN
Las muestras de ARN se obtuvieron partir de cultivos celulares de controles y

pacientes sembrados en frascos T-25. A cada uno se adiciono 1ml de Trizol,
cuidando cubrir toda la superficie de la caja, y el total de la muestra se guardé en
tubos de 1.5 ml; los cuales fueron incubados 5 minutos a temperatura ambiente, y
se almacenaron a -80°C hasta su uso. Para hacer la extraccion, se descongelaron
los tubos de trizol y a cada uno se les adicioné 200 pl de cloroformo, se
homogeneiz6 en vortex por 20 segundos y se dejo incubar a temperatura ambiente
durante 3 minutos. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 13500 rpm durante
15 minutos a 4°C y se recuperé la fase acuosa (en este caso, 500 ul de cada uno).
A continuacién, se afiadieron 500 ul de isopropanol, se homogenizd en vortex por
20 segundos y se dejé incubar por 10 minutos a temperatura ambiente, para
después centrifugar a 13500 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se decanté el
sobrenadante, cuidando no perder el boton. Enseguida, se adiciond 1 ml de etanol
al 70% y se homogeneiz6 en vortex y se centrifugd a 13500 rpm durante 5 minutos
a 4°C. El tubo se colocé invertido sobre papel toalla para evaporar el exceso de
etanol, y el botdn se resuspendié en 50 pl de agua libre de ADNsas y ARNsas. Se
tomo 1 ul de cada muestra y se cuantifico en un espectrofotometro (IMPLEN
NanoPhotometer® N50/N60).

7.7 Sintesis de ADNc
El ADNc se sintetizo a partir de 1 u de ARN. Para ello, se prepard un mix para cada

muestra: 1) C1, 2) C2, 3) P1, 4) P2, 5) control negativo. Cada mix contenia 1 ug de
ARN, 1ul de Oligo dT (Thermoscuentific, REF SO131), 1ul de dNTPs
(Thermoscuentific, REF R0181)10 uM, y la cantidad correspondiente de H20 libre
de ARNsas y ADNsas para un volumen total de 12 pl. El mix 1 se incubd 5 minutos
a 65°C en un termociclador (Axygen ® Max gene Il). Posteriormente, los tubos se

colocaron en hielo y se incubaron durante 5 minutos. Al concluir el tiempo de
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incubacion, se adicionaron 7 ul de mix 2 (4 pl de Buffer 5X (Invitrogen, REF 28025-
021), 2 pl DTT (Invitrogen, REF 28025-021), 1 ul Ribolock (Thermoscuentific, REF

EO0381)) a cada tubo. Una vez que la temperatura del termociclador llegé a 37°C,

las muestras se incubaron durante 2 minutos. Pasado el tiempo de incubacién, se

afadio 1pl de transcriptasa reversa M-LV (Invitrogen, REF 28025-021), y el

programa del termociclador continuo con la incubacién a 37°C por 50 minutos, y 15

otros minutos de incubacion a 70°C. Al terminar el termociclaje, los ADNc se

guardaron a -20°C hasta su uso.

7.8 PCR punto final
Se hicieron PCR para B-actina (como gen de referencia), OGT y OGA, utilizando los

oligos de la tabla 3.

Tabla 3. Oligos empleados para PCR punto final de OGT, OGA y B-actina.

Gen Oligo 5'- 3' Oligo 3'- 5 Amplicon Tm
OGT GAGGAACACGTCAGGAGAGG | AGAGGACATCCATCCCTGTG 88 pb 58°C
OGA AATTGAAGAATGGCGGTCAC GAGAGCCGAGTGAACATTCC 78 pb 58°C
Actina | GCTCCGGCATGTGCAA AGGATCTTCATGAGGTAGT 571 pb 55°C

Para cada una de las PCR se prepar6 un mix para 5.5 reacciones: 1) C1, 2) C2, 3)

P1, 4) P2, 5) control negativo. Las condiciones del mix para las PCR de actina y

OGT y OGA se especifican en la tabla 4.

Tabla 4. Condiciones para PCR punto final de actina, OGT y OGA.

R . Actina (una OGT y OGA (una

eactivo - -
reaccion) reaccion)

H20 libre de DNA/ARNsas 17.0 ul 13.75 ul

NH4(SO4)2 2.5 ul 2.5 pl

MgCl2 2.5 ul 4.5 ul

Mix dNTPs 10 mM 0.5 ul 1 ul

Oligo sentido 0.5 pl 1l

Oligo antisentido 0.5 ul 1ul

Tag-polimerasa 0.5 ul 0.25 ul

ADNCc 1l 1 ul
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En el caso de las PCR de actina, las muestras se incubaron durante 3 minutos a
95°C en el termociclador; seguido de 33 ciclos en los cuales la temperatura de
desnaturalizacion fue de 95°C por 33 segundos, la temperatura de alineamiento (a
la cual los oligos se unen a las hebras de DNA) fue de 55°C por 30 segundos, y la

temperatura de elongacion fue de 72°C por 30 segundos.

En el caso de las PCR de OGT y OGA, el termociclaje consistié en 29 ciclos en los
cuales la temperatura de desnaturalizacion fue de 95°C durante un minuto, la
temperatura de alineamiento fue de 58°C por un minuto, y la temperatura

polimerizacion fue de 72°C por un minuto.

Al finalizar cada reaccion. Los productos de PCR se cargaron en un gel de agarosa
al 2% adicionado con 1 pl de Bromuro de etidio 10 mM por cada 10 ml de buffer
TAE 1x (A partir de solucion 50x: Tris-base 4M, acido acético glacial 17.5%, EDTA
0.5 M). Las muestras se resolvieron mediante una electroforesis horizontal aplicado
un potencial eléctrico de 90 voltios constantes por 40 minutos. Al concluir la

electroforesis, los geles se revelaron en un transluminador de luz UV.

7.9 Analisis desitométrico
Para evaluar el nivel de O-GIcNAc, OGT y OGA de pacientes respecto a controles,

se midio la intensidad relativa de cada banda de los resultados obtenidos por WB y
PCR punto final en Image J. Los valores obtenidos se normalizaron al dividirlos entre
el valor de tubulina (en el caso de los WB) o actina (en el caso de los PCR), y a su
vez este resultado se normalizé al dividirse entre el valor de C1 o C2. Sin embargo,
debido a las variaciones que puede haber entre un control y otro, se decidié hacer
también la normalizacién con el promedio de ambos controles. Los datos del analisis

se encuentran en las tablas S6-S11, en anexos.
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8.0 RESULTADOS

8.1 Obtencion de lisados celulares totales
Se cargaron 35 ul de lisados totales obtenidos a partir de cultivo primario de

fibroblastos control y de pacientes en un gel de acrilamida al 10%, el cual se resolvio
mediante electroforesis y posteriormente se tifid con azul de coomassie. De este
modo se comprobo que las proteinas no estaban degradadas y que las muestras

mostraban el mismo patrén de bandeo (Figura 12).

C1

P1 Cc2 P2
kDa <
=B f’?”“‘*ﬁ
100- e - : L = 3
70y ;
56 = N"v—v’-ﬂ
35 | btk et Figura 12. SDS-PAGE de
25- e : muestras de proteinas obtenidas
a partir de lisados celulares de

. control 1 (C1), control 2 (C2),

P paciente 1(P1) y paciente 2 (P2).
10- o

8.2 Estandarizacion WB O-GIcNAc y Enzimas

Para la deteccion de O-GIcNAc, se hicieron varias pruebas utilizando diferentes diluciones
del anticuerpo secundario IgM-HRP, clona A90-101P (Bethyl Laboratories) debido a
gue este genera ruido de fondo. Se utilizaron diluciones de 1:20,000; 1:30,000 y
1:40,000. Como se observa en la figura 13a, se obtiene un blot mas limpio y con un
patron de bandeo mas completo la dilucién 1:40,000, por lo que se decidi6 usar esta
concentracion en experimentos posteriores. Se hizo ademas una prueba en la cual
la membrana se incubo so6lo con anticuerpo secundario (sin anticuerpo primario) con
el que comprobamos que las bandas que se observan si son proteinas O-
GIcNAciladas y no se trata de inespecificidad del anticuerpo. Cabe mencionar que
la obtencion de un WB limpio de O-GIcNAc con un perfil de bandeo completo fue
uno de los principales retos durante la realizacion de este proyecto, y aun se puede

mejorar.
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Para estandarizar la detecciéon de las enzimas OGT y OGA se utilizaron lisados
totales de células Jurkat (una linea celular derivada de linfocitos T con leucemia
linfoblastica) las cuales habian sido cultivadas previamente en frascos T-75 con
medio RPMI 1640 (GIBCO™) suplementado al 10% con suero fetal bovino y 1% de
antibiético. Se decidié utilizar esta linea celular para estandarizar debido a que ya
se ha reportado antes como modelo de estudio de la O-GIcNAcilacion y ademas
sobre expresa OGT [56,57]. En el caso de la deteccion de OGA, se probaron
diferentes diluciones del anticuerpo primario NCOAT(G-12) (Santacruz
Biotechnology). Las diluciones empleadas fueron 1:800, 1:950 y 1:1000. No
obstante, se decidio utilizarlo 1:1000 debido a que con esta dilucion se obtiene una
banda mejor definida y sin ruido de fondo (Figura 13b). Para el caso de OGT, se
intento repetir las mismas pruebas que con OGA sin éxito; por lo que concluy6 que
la cantidad de proteina que se habia estado utilizando (45 pg) no era suficiente, y
se decidié aumentar la concentracién a 75 ug. De este modo, logramos detectar la
enzima como se muestra en la figura 13c.

a)

Cc2 Cc2 c2 Sp
1:20,000 1:30,000 1:40,000 1:20,000 b) c)

e Jurkat Jurkat Jurkat Jurkat Jurkat
1:800 1:950 1:1000 45ug 75ug
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- 25-
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15-

Figura 13. Estandarizaciéon de la deteccion de O-GIcNAc, OGA y OGT por
WB. (a) Western blot revelado contra O-GIcNAc a partir de lisados celulares del
control 2 (C2) utilizando diferentes diluciones de anticuerpo secundario. El cuarto
carril corresponde a la prueba de anticuerpo secundario sin anticuerpo primario
(denominado “SP”) (b) Western blot de OGA en el que se comparan distintas
diluciones de anticuerpo primario. (c)Western blot de OGT con 45y 75 pg de
proteinas totales.
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8.3 La O-GIcNAcilacion de proteinas totales aumenta en el P2
Para determinar si habia un cambio en el nivel total de O-GIcNAc en pacientes se

hizo un WB utilizando las condiciones descritas en la seccion de materiales y
métodos, en el cual se comparé el perfil de bandeo de controles y pacientes (Figura
14 a). Se midio la intensidad relativa de cada una de ellas por separado en Image
J, y se hizo la sumatoria para estimar el nivel total de O-GIcNAc. Debido a que los
controles mostraban diferencias entre si, los datos se normalizaron con C1, C2 y
con el promedio de ambos. En los 3 casos coincide que el porcentaje de O-GIcNAc
del P1 no cambia con respecto a control, pero el P2 presenta un incremento de
proteinas O-GIcNAciladas de alrededor del 20% (Fig. 13b y 13c). Observamos que
el patron de bandeo es similar entre todas las muestras (Fig. 13a), no obstante, hay
diferencia en la intensidad de algunas bandas. Esto sugiere que si puede haber un
cambio selectivo en la O-GIcNAcilacion de ciertas proteinas, pero este depende de
la condicion del paciente.
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Figura 14. Comparacion del perfil de O-GlcNacilacilaciéon de proteinas
totales de lisados celulares de fibroblastos PMM2-CDG (P1y P2) y control (C1
y C2) por Western Blot (a). (b) Nivel relativo de O-GIcNAc normalizado con
Cl(azul medio) y C2 (azul oscuro). (c) Nivel relativo de O-GIcNAc normalizado
con el promedio de ambos controles (azul claro).

8.4 La O-GIcNAcilacién de proteinas de pesos moleculares

especificos cambia de manera heterogénea
Debido a la diferencia de intensidad de las bandas a distintos pesos moleculares

entre las muestras, se decidié hacer el analisis individual de cada banda en Image
J. La primera banda se observa a 250 kDa (Figura 15), esta es mas visible en C1y
P2, pero apenas y se percibe en C2 y P1. Pese a la diferencia entre ambos
controles, la forma de la gréafica es la misma haciendo la normalizacidon con cada
control (Fig.15b). En ambos casos se tiene una disminucion de la reactividad del
anticuerpo en P1 y un aumento de mas del doble en P2 y esto mismo coincide con
la normalizacion hecha con el promedio de los controles (Fig. 15c¢). La segunda
banda es de 130 kDa (Figura 16) es poco visible en los controles, pero muestra un
aumento significativo en ambos pacientes (de alrededor del 40% en P1), el cual es
aun mayor en P2 (hasta el 200%). La tercera banda tiene un peso molecular de 100
kDa, es mas intensa en el C2 que en C1; no obstante, tanto P1 y P2 presentan un
aumento de O-GIcNAc en comparacién de ambos controles y este incremento es
mayor en P2 (Fig.17). La cuarta banda pesa 70 kDa y a diferencia de las anteriores,
el nivel de O-GIcNAc no cambia de manera significativa; puesto que, la diferencia
en la reactividad del anticuerpo es de alrededor del 5% entre cada muestra (Fig.
18). La quinta banda estad a 55 kDa, y en este caso hay una disminucion de O-
GIcNAc de entre el 30-40% en ambos pacientes en relaciébn con los controles
(Fig.19). La siguiente banda tiene un peso molecular de aproximadamente 45 kDa.
Esta ultima presenta un descenso del nivel de O-GIcNAc de alrededor del 30% en
P1; por el contrario, en P2 presenta un incremento de entre el 10-15% pero debido
a que solo se estan analizando 2 muestras, no podemos inferir si este cambio es
estadisticamente significativo (Fig.20). Se observa una banda siguiente de
aproximadamente 38 kDa, en la cual la reactividad del anticuerpo varia para ambos

controles (Fig.21a). En el P1 se muestra un nivel de O-GIcNAc intermedio entre C1
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y C2, mientras que en el P2 aumenta (Fig.21b). No obstante, al hacer la
comparacion con el promedio de controles podemos deducir que la O-GIcNAcilaciéon
de estas proteinas en especifico no cambia en P1, pero aumenta alrededor del 25%
en P2 (Fig.21c). A continuacién, se observan dos bandas muy juntas que
denominamos como 35y <35 kDa (Fig. 22 y 23). En 35 kDa hay una diferencia entre
la intensidad de C1 y C2 del 50%, mientras que los pacientes presentan valores
intermedios (Fig. 22b y 22c). Con estos datos se podria suponer que no hay un
cambio en O-GIcNAc para estas proteinas, sin embargo, para que sea
estadisticamente significativo se necesitaria analizar un mayor numero de
muestras. Por su parte, a <35 kDa se observa un aumento en la reactividad del
anticuerpo contra O-GIcNAc de P1y P2, comparado con ambos controles (Fig 23b
y 23c). La ultima banda que se analizo es la de 25 kDa, en este ultimo caso no hay
un cambio significativo de intensidad en P1, no obstante, el P2 aumenta su

intensidad alrededor de un 50% en comparacion con controles (Fig.24).
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Figura 15. Analisis de la O-GlcNacilacilacion de proteinas de 250 kDa de
lisados celulares de fibroblastos PMM2-CDG (P1y P2) y control (C1 y C2) por
Western Blot (a). (b) Nivel relativo de O-GIcNAc normalizado con C1(azul medio)
y C2 (azul oscuro). (c) Nivel relativo de O-GIcNAc normalizado con el promedio
de ambos controles (azul claro).
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Figura 16. Analisis de la O-GlcNacilacilacion de proteinas de 130 kDa de
lisados celulares de fibroblastos PMM2-CDG (P1 y P2) y control (C1 y C2) por
Western Blot (a). (b) Nivel relativo de O-GlcNAc normalizado con C1(azul medio)
y C2 (azul oscuro). (c) Nivel relativo de O-GIcNAc normalizado con el promedio
de ambos controles (azul claro).
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Figura 17. Analisis de la O-GlcNacilacilacion de proteinas de 100 kDa de
lisados celulares de fibroblastos PMM2-CDG (P1y P2) y control (C1 y C2) por
Western Blot (a). (b) Nivel relativo de O-GlcNAc normalizado con C1(azul medio)
y C2 (azul oscuro). (c) Nivel relativo de O-GIcNAc normalizado con el promedio
de ambos controles (azul claro).
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Figura 18. Analisis de la O-GlcNacilacilacion de proteinas de 70 kDa de
lisados celulares de fibroblastos PMM2-CDG (P1 y P2) y control (C1 y C2) por
Western Blot (a). (b) Nivel relativo de O-GlcNAc normalizado con C1(azul medio)
y C2 (azul oscuro). (c) Nivel relativo de O-GIcNAc normalizado con el promedio
de ambos controles (azul claro).
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Figura 19. Analisis de la O-GlcNacilacilacion de proteinas de 55 kDa de
lisados celulares de fibroblastos PMM2-CDG (P1y P2) y control (C1 y C2) por
Western Blot (a). (b) Nivel relativo de O-GIcNAc normalizado con C1(azul medio)
y C2 (azul oscuro). (c) Nivel relativo de O-GIcNAc normalizado con el promedio
de ambos controles (azul claro).

52




109.70
P2

100.00 |
c2
112.55
P2

2 —
2
I o
[1+]
o b= 8] O
k™ 2 I k™
L ] [¥p] m -
A = e g
& 4 I I i
{5, ]
= = = =
L= =]
G} 2 U]
3 - I d
R = X
=t
(2]
-5 I 8
(&)
g
S E——
8 [
-
8 28 88 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
$ S8 88§ 8 © § 8 8 8 ¢ 8§ =°
Lo D B
=) )
[&]
< s
= —_
=] S
o Q m S o
=0 = O
-
™~ J S
i 8
o~ | 9
o £
FNE
- 0 O g
o P S E ¢
- o o 8§
| =B =
- S 6 5
aaE
o | zZ z z
s B
- 4 2 80
o
-
-
O »
1 " & |
n w ||
- wn
G

Figura 20. Analisis de la O-GlcNacilacilacion de proteinas de ~45 kDa de
lisados celulares de fibroblastos PMM2-CDG (P1 y P2) y control (C1 y C2) por
Western Blot (a). (b) Nivel relativo de O-GIcNAc normalizado con C1(azul medio)
y C2 (azul oscuro). (c) Nivel relativo de O-GIcNAc normalizado con el promedio
de ambos controles (azul claro).
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Figura 21. Analisis de la O-GlcNacilacilacion de proteinas de ~38 kDa de
lisados celulares de fibroblastos PMM2-CDG (P1 y P2) y control (C1 y C2) por
Western Blot (a). (b) Nivel relativo de O-GIcNAc normalizado con C1(azul medio)
y C2 (azul oscuro). (c) Nivel relativo de O-GIcNAc normalizado con el promedio
de ambos controles (azul claro).
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Figura 22. Analisis de la O-GlcNacilacilacion de proteinas de 35 kDa de
lisados celulares de fibroblastos PMM2-CDG (P1 y P2) y control (C1 y C2) por
Western Blot (a). (b) Nivel relativo de O-GlcNAc normalizado con C1(azul medio)
y C2 (azul oscuro). (c) Nivel relativo de O-GIcNAc normalizado con el promedio
de ambos controles (azul claro).
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Figura 23. Analisis de la O-GlcNacilacilacion de proteinas de <35 kDa de
lisados celulares de fibroblastos PMM2-CDG (P1y P2) y control (C1 y C2) por
Western Blot (a). (b) Nivel relativo de O-GIcNAc normalizado con C1(azul medio)
y C2 (azul oscuro). (c) Nivel relativo de O-GIcNAc normalizado con el promedio
de ambos controles (azul claro).
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Figura 24. Analisis de la O-GlcNacilacilacion de proteinas de 25 kDa de
lisados celulares de fibroblastos PMM2-CDG (P11 y P2) y control (C1 y C2) por
Western Blot (a). (b) Nivel relativo de O-GIcNAc normalizado con C1(azul medio)
y C2 (azul oscuro). (c) Nivel relativo de O-GIcNAc normalizado con el promedio
de ambos controles (azul claro).

57




8.5 El nivel de OGA disminuye en P1, pero aumenta en P2
Se comparo el nivel relativo de OGA en fibroblastos de piel de pacientes (P1y 2)

con respecto a controles (Cl1 y C2) por Western Blot (Figura 25a). El
comportamiento de OGA en los controles es diferente, por lo que se hizo la
normalizacion con cada control por separado (Fig. 24b) y con el promedio de ambos
(Fig.25c). Pese a la diferencia de expresion de OGA entre los dos controles, el
analisis densitométrico coincide en que la expresion de la enzima se reduce mas de
la mitad en P1, pero aumenta méas del doble en P2. Esto coincide con lo antes
discutido en antecedentes, en donde se mostré6 que la expresion de OGA se
modificaba para contrarrestar los cambios en O-GlcNac. En este caso la
disminucién de OGA en P1 podria ser una respuesta a la disminucién de la O-
GIcNAcilacion de proteinas de 250, 55, y 45 kDa que se observé en el WB de O-
GIcNAc. Por el contrario, el aumento de OGA en P2 se puede explicar debido al
incremento de O-GIcNAcilacion de proteinas totales; al haber una mayor
concentracion de O-GIcNAc, hay una mayor expresion de OGA en un intento de la

célula para regresar a los niveles homeostaticos.
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Figura 25. Comparacion del nivel de OGA en lisados celulares de fibroblastos
PMM2-CDG (P1y P2) y control (C1y C2) por Western Blot (a). (b) Nivel relativo
de OGA normalizado con Cl(azul medio) y C2 (azul oscuro). (c) Nivel relativo de
OGA normalizado con el promedio de ambos controles (azul claro).

8.6 El nivel de OGT aumenta en P1y paciente 2, el aumento es
mayor en P2
Para el andlisis de la expresion de OGT se hizo un WB en que se comparo el nivel

de expresion de esta enzima en pacientes PMM2-CDG (P1 y P2) con un control
sano (C2) (Figura 26). Se decidio utilizar este unico control debido a que era el que
mejor crecia en cultivo. Los resultados muestran que el nivel de OGT en P1 aumenta
el doble, mientras que en P2 el incremento es de casi el triple. En el caso del P1
justificamos este incremento como una forma de contrarrestar la disminucion de O-
GIcNAc de proteinas con pesos moleculares de 250, 55, y 45 kDa, siendo este un
efecto contrario a lo que ocurre con OGA, lo cual es consistente con lo reportado en
la literatura en otras lineas celulares. No obstante, para entender lo que ocurre P2
y el por qué ambas enzimas se encuentran aumentades se necesitaria de mas
procesos experimentales.
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Figura 26. Comparacion del nivel de OGT en lisados celulares de fibroblastos
PMM2-CDG (P1y P2) y control (C1y C2) por Western Blot (a). (b) Nivel relativo
de OGT normalizado con C1(azul medio) y C2 (azul oscuro). (c) Nivel relativo de
OGT normalizado con el promedio de ambos controles (azul claro).

8.7 Sintesis de ADNc
Ademas del andlisis a de O-GIcNAc a nivel tradicional, también se estudid si habia

un cambio en el nivel de ARN mensajero de OGT y OGA. Puesto que, como se
mencionod en antecedentes, también pude haber regulacién de la expresion de OGT
y OGA a nivel transcripcional. Para ello se emplearon dos juegos de muestras de
control y pacientes (pacientes) a partir de los cuales se sintetizo ADN codificante
(ADNc) bajo las condiciones establecidas en la metodologia. La figura 27
corresponde un PCR punto final de B-actina a través del cual se corrobor6 que el

ADNCc se habia sintetizado correctamente.

Figura 27. ADNc sintetizado
a partir de ARN extraido de
fibroblastos control (Cl vy
C2) y de pacientes PMM2-
CDG (P1 y P2). (-) = Control
negativo de la transcriptasa
reversa para corroborar que el
material genético observado se
trata de ADNc y no de una
contaminacion.

8.8 Estandarizacién uso de oligos para OGA y OGT
Una vez que se comprobo que la sintesis de ADNc fue exitosa. Se procedio a buscar

las condiciones Optimas para la amplificacion de los genes OGT y OGA. Se
probaron dos condiciones que diferian en la cantidad de KCI, ambas PCR se
hicieron utilizando una Tm de 58°C y 29 ciclos. Se encontré que tanto para OGA

como para OGT habia una mejor amplificacion con la condicion 2.
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OGA OGT

pb

5000-

Condicion 1 2

1500- H,O libre de ADN/ARNsas | 13.75 pl 13.75 ul
NH,(SO,), 154l 25l
KCL 154l -

500- MgCl, 45l 45l
Mix dNTPs 10mM 1l 1l
Oligo sentido 1wl 1l
Oligo antisentido 1wl 1l
Tag-polimerasa 025 ul 0.25 ul

75- cDNA 1l 1l

Figura 28. Estandarizacion uso de oligos OGT y OGA. PCR punto final de
OGT y OGA utilizando dos condiciones diferentes (especificadas en panel
derecho). La estandarizacién se hizo con ADNc de C1.

8.9 El nivel de ARNm de OGA no cambia en pacientes con PMM2-CDG
Se hizo una PCR punto final de B-actina (como gen de referencia) y OGA a partir

de ADNCc de controles (C1y C2) y pacientes (P1y P2), los cuales se resolvieron en
un solo gel de agarosa al 2% (Fig. 29a). Los productos de ambas PCR se resolvieron
por electroforesis como se especifica en la metodologia. Los resultados se
analizaron en Image J, para comparar la intensidad relativa de cada banda
(Fig.29b). No obstante, se encontré que el nivel de ARNm de OGA no cambia en

ninguna de las muestras.
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Figura 29. PCR punto final OGA. Las PCR se hicieron con ADNc de controles
(Cly C2)y pacientes PMM2-CDG (Cly C2) y se us6 actina como gen de
referencia (a). (b)Nivel relativo de ARNm de OGA.

8.10 El nivel de ARNm de OGT no cambia en pacientes con PMM2-CDG
Se analizo el nivel de ARNm de OGT por PCR punto. Se hicieron PCR de B-actina

(como gen de referencia) y OGT a partir de ADNc de controles (C1y C2) y pacientes
(P1y P2), los cuales se resolvieron en un mismo gel de agarosa al 2% (Fig. 30a).
Se midid la intensidad relativa de cada banda con la herramienta Image J (Fig.29b).
Sin embargo, se encontr6 que el nivel de ARNm de OGT no cambia en ninguna de

las muestras.
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Figura 30. PCR punto final OGT. Las PCR se hicieron con ADNc de controles
(Cly C2)y pacientes PMM2-CDG (C1ly C2) y se us6 actina como gen de
referencia (a). (b)Nivel relativo de ARNm de OGT.
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9.0 DISCUSION Y CONCLUSIONES

El nivel total de proteinas O-GlcNAciladas, asi como el perfil de bandeo, es similar
entre controles y pacientes, con excepcion del P2 en donde notamos un aumento
de aproximadamente el 20% en la reactividad del anticuerpo CTD110.6 contra O-
GIcNAc.

En el P1, el nivel total de O-GIcNAc parece no cambiar, sin embargo, hay diferencia
en la intensidad de bandas especificas. En algunos casos la reactividad del
anticuerpo por ciertas proteinas con determinado peso molecular es mayor mientras

que para otras es menor, en contraste con los controles.

En P2 también se observa variacion en la intensidad de algunas bandas ya que,
angué la mayoria presenta un incremento, también hay bandas que disminuyen su

intensidad.

Lo anterior sugiere un cambio selectivo en la O-GIcNAcilacion de ciertas proteinas,
pero este podria depender de la condicion del paciente. Se sabe que la variante
patolégica de PMM2 presente en P1(p.R141H / p.1132T) disminuye la actividad de
la enzima de 23-41% [7, 58]. En este caso, la actividad residual de la enzima podria
contribuir a que su impacto en la O-GIcNAcilacion sea menor en comparacion del
P2 [aporte personal]. Por su parte, la variante patolégica del P2 (p.R141H /
p.V60Cfs*3), que da lugar a dos isoformas PMM2 y PMM3 por splicing alternativo,
aun no ha sido caracterizada funcionalmente. Se sugiere que la proteina resultante
no tendria actividad ya que los aminodcidos Arg123, Arg134 y Argl41 necesarios
para la union de GDP-manosa se verian afectados [8,59]. Como consecuencia, la
falta de actividad de PMM2 conduciria a un aumento de Man-6-P que al entrar a la
HBP en forma de F-6-P incrementaria el fujo metabdlico a través de dela ruta,
resultando en el aumento de O-GIcNAc total observado en el WB [aporte
personal].También es posible que las variaciones en la reactividad del anticuerpo
por O-GIcNACc estén relacionadas con fluctuaciones en la expresion de las proteinas
gue estan siendo modificadas por este carbohidrato puesto que la O-GIcNAcilacién

estéa relacionada con la regulacion de la transcripcion [17]. El estado de fosforilacidon
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es otro factor que influye en la O-GIcNAcilacion debido a la competencia que existe
entre ambos tipos de modificacion por los sitios Ser/Thr [42]; por lo que, aunque el
nivel de UDP-GICNAc aumente, este no puede ser adicionado a las proteinas si el

sitio se encuentra ocupado por fosfato.

Ademas de los cambios en el nivel de O-GIcNAc intracelular, la expresion de OGA
y OGT también se modifica en ambos pacientes.

En P1 se encontré una disminucién de OGA y un aumento de OGT, esto podria ser
una respuesta a la disminucion de la O-GIcNAcilacion de proteinas de 250, 55, y 45
kDa en un intento por restaurar los niveles homeostéaticos de O-GIcNAc, tal como
se ha observado que ocurre en otras lineas celulares como [32-34]. Por el contrario,
no hay cambio en el nivel de ARNm de OGA y OGT en P1 lo que sugiere que la
regulacion de la expresion de las enzimas ocurre a nivel traduccional, aunque
también es probable que la técnica empleada para medir el nivel de expresion de

los ARNm no sea lo suficientemente sensible para detectar cambios.

Lo que ocurre P2 es mas dificil de explicar puesto que, se esperaba encontrar una
disminucién de OGT y un aumento de OGA en respuesta de la célula para
contrarrestar el incremento de O-GIcNAc total. Sin embargo, el P2 presenta un
aumento en el nivel de ambas enzimas, pero no hay cambio en el nivel de ARNm.
Se necesita llevar a cabo otros procedimientos experimentales para entender cémo
se regula la expresion de OGA y OGT en este paciente, asi como la caracterizacion
funcional de PMM2 y su impacto en la O-GIcNAcilacion.

En conclusion, este trabajo demuestra que la O-GlcNacilacién, asi como la
expresion de las enzimas OGA y OGT, cambia de manera heterogénea en
pacientes PMM2-CDG sin alterar el nivel del ARN mensajero, dependiendo de la

gravedad de la enfermedad.
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10.0 PERSPECTIVAS

Hay algunas estrategias que se podrian implementar para optimizar los resultados
presentados en esta tesis. Tal es el caso de las diferencias que los controles
mostraron entre si en los resultados de WB. Dichas variaciones se pueden deber al
estado metabdlico de las células al momento de la lisis. Esto se puede solucionar
haciendo un arresto del ciclo celular y reactivando los fibroblastos al incubarlos con
medio por periodos de tiempo especificos. De este modo se asegura que todas las

células se encuentran en la misma fase del ciclo celular.

Durante la realizacion de esta tesis se hicieron cultivos simultaneos de controles y
pacientes. No obstante, los procesos experimentales para WB y "PCR se hicieron
por separado. Es recomendable que las células destinadas para WB y para PCR se
pongan en cultivo al mismo tiempo, asegurando asi que se tengan exactamente las

mismas condiciones en cada caso.

El protocolo para la deteccion de O-GIcNAc por WB también es mejorable, una
estrategia que propongo para obtener un blot mas limpio es cambiar el agente de
bloqueo por PVP.

Por su parte, se podria aumentar la sensibilidad de la deteccion de los ARN
mensajeros de OGT y PGA, si en lugar de hacer PCR punto final se hace una PCR

cuantitativa.

Una forma de complementar los resultados que aqui se presentan suplementando
el medio de cultivo con un exceso de glucosa o glucosamina. De este modo, la
entrada de estos sustratos a la HBP facilitaria la identificacién de cambios en el nivel
de O-GIcNAc, tal como se ha hecho en otros estudios con adipocitos y fibroblastos
de rata [60,61].

También seria interesante implementar el uso de inhibidores de OGT y OGA o hacer
un silenciamiento de genes que se sabe estan relacionados con la expresion de
estas enzimas (tales son los casos de E2F1 y Rb1), con el propésito de entender

como se coordina la expresion de estas enzimas en los Pacientes PMM2-CDG.
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Adicionalmente, se podria hacer una espectrometria de masas para identificar

cudles son las proteinas que estan siendo modificadas por O-GIcNAc.
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12.0 ANEXOS

12.1 Reportes de pacientes con PMM2-CDG y mutaciones mas comunes

Tabla S1. Efecto de algunas mutaciones frecuentes en pacientes con PMM2-CDG
en la actividad enzimatica de la proteina.

Actividad
Mutacion Efecto enzimatica Referencia
p.R123Q | Afecta la actividad
p.R141H catalitica de la Nula
p.D209G enzima (Vega et al. 2011)
p.P113L Residual
p.T118S | Afecta la formacion Residual
: de dimeros i .
r:)FElgl;I\_ Re;lgual (Andreotti et al. 2015)
p.V44A |Delecidén en exén 8 Residual (Schollen et al. 2007)
p.D65Y Residual
p.F157S Afecta estabilidd Nula
p.F207S estructural Nula (Vegaetal. 2011)
p.C241S Residual
Afecta plegamiento y
0.V231M estabilidad Residual (Schollen et al. 2007,
Lao et al 2019)
estructural
. . . (Vuillaumier-Barrot et
p.E139K | Delecion del exén 5 Residual al. 1999)
p.L32R | Afecta propiedades Residual
p.P184T estructurales y Nula (Vega et al. 2011)
p.T237M cataliticas Residual
p.E197A NR normal (Vega et al. 2011)

Tabla S2. Estudios realizados en PMM2 donde se muestra el nimero de casos
reportados y las mutaciones encontradas, asi como la metodologia empleada para
su diagndéstico.
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Casos 'Z?;;;ne Células/ Molécula
T del Mutaciones Metodologia tejido analizada | Referencia
R analizados | (DNA, cDNA)
paciente
Resonancia
magnética
E93A/R141H, .R123Q/C241S, F157S/C241S, mzzirg%fléel
L32R/R141H, RL62Wic.523 +3A > G, diametro relativo Sangre (Serrano et
13 Espafia | F157S/R162W, .P113L/D209G, C241S/R141H, del vermis sagital venosa cDNA al2015)
T237M/c.640-9T>G, .P113L/c.353C > T +¢.550C medio, prueba U ’
> A, R123X/1153T, P113L/P113L, E139K/E139K !
de Mann-
Whitney, analisis
Mutacional
RT-PCR,
IVS3-1 G>C/L32R, R141H/NV44A, F207S/V44A, | secuenciacion,
V44A /D65Y, R141H/D65Y, VS7-9 T>G/D65Y, |mutagénesis sitio
~ P113L/P113L, R141H/R162W, F157S/R162W, puntual, . (Vegaetal.
22 Espafia | 11530 /F183S, R141HT226S, R141HT237M, |  expresion | | Proplastos CDNA 2011)
F157S/T237M, T237M/T237M, R123Q/C241S, heteréloga,
R141H/C241S, F157S/C241S western blot,
dessitometria
Cromatografia de
exclusion de
tamario,
fluorimetria
diferencial de
V44A, DB5Y, P113L, R123Q, R141H, R162w, | Darmdo, westem | (Yuste-
9 Espafia ' ! ' ! ' " | blot, ensayos de | Fibroblastos cDNA Checaetal.
F207S, T237M, C241S L
actividad 2015)
enzimatica en un
sistema de
expresion
heteréloga,
modelo murino
R141H/C241S, L32R/R141H, R123Q/T226S,
F157S/C241S, R141H/T237M, R239W/F157S,
R141H/H195R, E151G/R141H, R141H/R162W,
R239W/F157S, R141H/E197A, R141H/D65Y,
R141H/NV231M, N216I/N216l, P113L/F157S, TH-IEF, andlisis
54 Bélgica D65Y/D65Y, 1132T/R141H, F119L/F119L, de SSCP, Fribroblastos y DNA (Grinewald
F157S/T237M, VS3+2>T/H218L, secuenciacion leucocitos genémico etal. 2001)
R123Q/1153T, V44A/R123Q, R141H/N231M, directa.
P69S/R141H, V44A/R141H, V129M,
F119L/R141H, P113L/T237M, R141H/N231M,
P113L/R141H, D188G/R141H, P113L/R123Q,
Y76C/F206T, D65Y/R123Q, D65Y/F157S,
Fibroblastos, (Vanetal
6 Belgica ND Enzayo enzimatico leucositos, ND '
) 1995)
higado
Clonacioén,
R141H/N2161, V129M/R162W, F119L/R162W, gg&?g:} E:gtt' Fibroblasto,
16 Diversos R141H/T237M, R141H/N231M, Y106C/R141H, Hibridacion ir’1 linfoblastos, cDNA (Matthijs et
P113L/R141H, A108V/R141H, F119L/R141H, - P linea celulas al 1997)
R141H/R162W situ, andlisis de BBYY
mutaciénes por
SSCP
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Tf-IEF, ensayos
enzimaticos,
1 Filipinas/ L104V, NS1-1G >A Secuencigf:ién, Secuenciacion cDNA'y DNA (Westphal et
Camboya expresion gendémico al. 2001)
exdégena en
S.Cerevisiae
D65Y, L32R, 139K, R141H/NV129M, R141H/C9Y, isoelectroenfoque| Leucocitos
R141HV231M, R141H/GIy214S, de transferrina, |mononucleado (Schiff et al
96 Francia R141H/C241S, V231M/R141H, E65Y/R141H, o ) ND ’
E65Y/F157S, V231M/F207S, F119L/R141H, |Secuenciacionde; s, fibroblastos 2017)
D139K/R141H Sanger de piel
Secuenciacion
de genoma
] completo por (Vals etal.
19 Estonia R141H, V231M, R239W, V67M, T237R llumina HiSeq X NR gDNA 2018)
Ten,
isoelectroenfoqu
e de transferrina
Secuenciacion ] )
exdémica, ensayo | Fibroblastos (Vuillaumier-
11 Francia T226S, C9Y, L32R, C241S S . cDNA Barrot et al.
de restriccion, RT{de piel, sangre 2000)
PCR
Secuenciacion ; )
exémica, ensayo | Fibroblastos (Vuillaumier-
2 Francia E139K, R141H T . cDNA Barrot et al.
de restriccién, RT{de piel, sangre 1999)
PCR
Secuenciacion DNA (Schollen et
2 Espafia V231M, V44A directa, RT-PCR, | Fibroblastos | gendmicoy al. 2007)
Western Blot cDNA )

12.2 Ensayo Bradfod.

Se disoluciones seriadas de albumina sérica bovina a partir de un stock 10mg/ml.
Cada una de las alicuotas contenia una concentracién de 1.0, 0.8,0.6, 0.4, 0.2y 0.2
mg/ml, y fueron preparadas como se describe en la seccién de metodologia. La
medicion de la densidad Optica de cada muestra se hizo por triplicado y se grafico
el promedio de las tres mediciones para obtener la curva de calibracion. A partir de
esta se obtuvo la ecuacién de la recta con la que se determiné la concentracién
proteica de las muestras problema.

Tabla S3. Medicién de la densidad 6ptica (D.O.). S.D= Desviacién estandar

Grafica S1. Curva de Calibracion de BSA,

BSA D.O.1 D.O.2 D.O0.3 Promedio S.D.
(ug/ml)

0 0.000 0.000 0 0.000 0.000
100 0.109 0.101 0.104 0.105 0.003
200 0.162 0.162 0.161 0.162 0.001
400 0.272 0.267 0.267 0.270 0.002
600 0.34 0.34 0.347 0.340 0.003
800 0.436 0.419 0.418 0.428 0.008
1000 0.518 0.517 0.518 0.518 0.00047871
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12.3 Condiciones SDS-PAGE
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El gel que se uso para resolver las muestras de proteina constaba de dos partes: 1)
gel stacking, que corresponde a la parte superior y permite la formacion de bandas
definidas y 2) gel de resolucién, que corresponde a la parte inferior y separa las
proteinas con base en su tamafo. Los componentes del gel stacking y del gel de
resolucion se enlistan en la tabla S4; y los componentes del buffer laemmly y el
buffer de corrida se enlistan en la tabla S5.

Tabla S4. Composicion del gel de electroforesis.

Reactivo Resolucion Stacking
H20 mQ, 3.33mL 3.100 mL
Acrilamida/bisacrilamida 30% | 3.33 mL 650 pL
Buffer Tris 1.5 mM, pH 8.8 3.33mL -

Buffer Tris pH 0.5 mM, pH 6.8 | - 1.250 mL
Acido persulfénico (APS) 10% | 50 pL 50 pL
TEMED 10 pL 10 pL

Composicion Buffer Tris

Buffer Tris 1.5 mM, pH 8.8

22.714 g de Tris mas 0.5 g de SDS (0,4%)
disueltos en 125mL de agua destilada.

Buffer Tris pH 0.5 mM, pH 6.8

6.0579 g de Tris mas 0.4 g de SDS (0,4%)
disueltos en 100mL de agua destilada.

Tabla S5. Composicion de los buffers a utilizar durante la electroforesis y la

transferencia.
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Buffer de corrida

Buffer de
Transferencia

Buffer Laemmly

e 4% SDS

e 10% BB-
Mercaptoetanol

e 20% Gilicerol

e 0.004% Azul de
bromofenol

e Tris-HCI0.125 M

[ ]
e Glicina
e 0.1%S

Tris base 25 mM

190 mM
DS

e Tris base 25 mM
e Glicina 190 mM
e 20% Metandl

12.4 Anédlisis densitométrico

Tabla S6. Nivel de OGA

Tubulina Intensidad  [Normalizacion con
(intensidad) |(Muestra |[(OGA) tubulina Proporcion respecto C1 |Proporcion respecto €2 |% (Respecto a C1) |% (Respecto a C1)
36003.924|C1 10230.388 0.28414p472 1 0.451451284 100.00 45.15
29034.439|P1 4397.853 0.151470225 0.533070931 0.240655556 53.31 24.07
8865.803|C2 5580.196 0.629406722 2.215078428 1 221.51 100.00
19254.631|P2 30562.681 1.587289884 5.58616733 2.521882639 558.62 252.19
Intemsidad promedio
Normalizacion con
Muestra Tubulina |0GA tubulina Proporcion %
Control 22434.864 7905.292] 0.352366396 1 100.00
Pl 29034.439 4397.853 0.151470225 0.429865692 42.99
P2 19254.631 30562.681 1.587289884 4504657371 450.47
Tabla S7. Nivel de OGT
Muestra Tubulina Normalizacion OGT Proporcion respecto a C1 (%
Cl 38185.158 12637.175| 0.230944683 1 100.00
P1 36820.078 24543,179| 0.666570533 2.014144862 201.41
P2 45225.794 41934.673| 0.927229116 2.801764659 280.18
Tabla S8. O-GIcNAc total
Intensidad
Muestra (tubulina) Sumatoria Normalizacion Proporcion (con C1) |Proporcion (con C2)|% Respecto C1 | % Respecto C2
C1 63794.593 206099.268 3.230669847 1 0.913829757 100.00 91.38
P1 62525.522 204531.858 3.271173938 1.012537366 0.925286775 101.25 92.53
c2 63853.3 225741.096 3.535308214 1.094295729 1 109.43 100.00
P2 62907.936 262447.234 4.171925685 1.291350055 1.180074107 129.14 118.01
INTENSIDAD
MUESTRA C1 Pl c2 P2
250 kDa 20266.175 7424.146 9812.752] 24286.903
130 kDa 10908.154 14565.924 10018.48| 22789.497|
100 kDa 12934.024 25175.752 20794.894 31338.803
75 kDa 34704.995 36718.874 33700.945 32005.246|
55 kDa 34140.669 22506.685 31897.48 20634.974]
~45 kDa 14078.589 10105.359 14843.125 16042.53
>35 kDa 19596.882 21653.317 27429.388 29008.267|
35 kDa 22593.116 23572.874 34000.702 29248.317|
<35 kDa 20588.468 26896.752 24910.196 30476.773
25 kDa 16288.196 15912.175 18333.134 26615.924]
Sumatoria 206099.268 204531.858 2325741.10 262447.23
Intensidad Tubulina Normalizacion Proporcion % |
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Tabla S10. Nivel de ARNm de OGA

Intensidad (OGA) |Mormalizacion [Proporcion( respecto C1)Proporcion( respecto C2|% (respecto C1) (% (respecto C2)
67813.831| 0.925752484 1 0.978989738 100.00 97.8989738
68678.831| 0.945620212 1.021461167 1 102.15 100
71503.709 0.975652737 1.05390237 1.031759605 105.39 103.1759605
71519.002| 0.977561881 1.055964632 1.033778538 105.60 103.3778538

Tabla S11. Nivel de ARNm de OGT

Muestra |Intensidad (Actina) |Intensidad (OGA) |Normalizacion|Proporcion( respecto C1)|Proporcion( respecto C2) % (respecto C1)|% (respecto C2)
C1l 74340.739 69315.718| 0.932405555 1 0.932208387 100.00 93.2208387
Cc2 74640.81 74656.597 1.000211506 1.072721522 1 107.27 100
P1 74565.395 71596.103| 0.960178686 1.029786536 0.959975645 102.98 95.99756452
P2 74746.931 70039.567| 0.937022645 1.004951805 0.936824501 100.50 93.68245009
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