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RESUMEN

La proteina pridnica consiste en un conjunto de variantes glicosiladas o
glicoformas. Las enzimas que dirigen el procesamiento de oligosacaridos y, por
lo tanto, controlan el perfil de glucano para cualquier glicoproteina dada, a
menudo son muy sensibles a otros eventos que tienen lugar dentro de la célula
en la que se expresa la glicoproteina. Las alteraciones en las poblaciones de
azucares unidos a las proteinas pueden reflejar cambios causados, por
ejemplo, por procesos de desarrollo o por enfermedades. Aqui informamos que
las proteinas pridnicas (PrP) normales (PrP ¢) y patogenas (PrP s¢) de
h&dmsteres sirios contienen el mismo conjunto de al menos 52 oligosacéaridos
ligados a N bi-, tri- y tetraantenary, aunque las proporciones relativas de
individuales los glicanos difieren. Esta conservacion de la estructura sugiere
gue la conversiéon de PrP¢ en PrP S¢ no se limita a un subconjunto de PrP que
contienen azlcares especificos. En comparacion con la PrP ¢, la

PrP sc¢ contiene niveles reducidos de glicanos con residuos de GIcNAc que se
bisecan y niveles elevados de azucares triantenarios y tetraantenarios. Este
cambio es consistente con una disminucion en la actividad de N -
acetilglucosaminiltransferasa Il (GnTIll) hacia PrP ¢ en células donde se forma
PrP sc¢y argumenta que, al menos en algunas células que forman PrP s¢ | la
maquinaria de glicosilacion ha sido perturbada. La reduccién de la actividad de
GnTIll es intrigante tanto con respecto a la patogenia de la enfermedad pridnica
como a la ruta de replicacién de los priones.

Palabras clave: N -acetilglucosaminiltransferasa Il prurigo lumbar

La transmisién de enfermedades pridnicas, también conocidas como
encefalopatias espongiformes, implica la conversion de la proteina prionica
normal (PrP ¢) en un conférmero causante de enfermedades (PrP S¢)

(1). Numerosos datos sostienen que los priones son proteinas infecciosas
compuestas exclusivamente por PrP S¢; la formacion de PrP Scimplica la
adquisicién de una gran cantidad de hoja B y una reduccion modesta de la
hélice a (2).

La proteina pridnica contiene dos sitios de N -glicosilacion conservados (Asn-
181 y Asn-197 en el hamster sirio). Las funciones de los azlUcares aln no estan
establecidas, aunque los ratones transgénicos que expresan priones con
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deleciones de uno o ambos sitios de glicosilacién muestran patrones inusuales
de depdsito de PrP s¢(3 ). También se ha propuesto que los patrones de
bandas SDS/PAGE especificos, que representan el nlcleo resistente a la
proteasa de PrP s¢ (designado PrP 27-30) con cero, uno o dos sitios de
glicosilacion ocupados, se correlacionan con diferentes cepas de priones ( 4)

. Esta hipoétesis ha resultado controvertida y el trafico subcelular de PrP
argumenta en contra de que las cadenas de azucar especifiquen las
propiedades codificadas por cepas.5 — 9 ). En la actualidad, no se han
informado comparaciones detalladas de la glicosilacién entre PrP ¢y Prp sc.
aunque estudios anteriores de PrP 27-30 de hémsteres SiriOS (10_14) \i ratones

(15) han indicado gue la glicosilacién es compleja. Un estudio reciente de
glicanos PrP S¢ murinos por MS ( 15 ) ha demostrado que ambos sitios estan
parcialmente ocupados y que contienen conjuntos de azucares diferentes pero
superpuestos.

Ahora hemos comparado la composicion del grupo de oligosacaridos liberados
de la PrP ¢ aislada de cerebros normales de hamster sirio (SHa) (PrP ¢) con la
del grupo de azucares liberados de la PrP 27-30 aislada de los cerebros de
hamsteres infectados con scrapie.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de PrP ¢ y PrP 27-30.

Se preparo PrP ¢ de longitud completa a partir de cerebros adultos de SHa
usando el mAb 3F4 unido a proteina A agarosa. A continuacion, se paso PrP ¢2

través de proteina A Sepharose y una columna TSK 3000 HPLC GPC para eliminar los niveles bajos de 1gG y polimeros de glucosa

lixiviados de las columnas anteriores. | a5 fracciones que contenian PrP ¢ se combinaron y
dializaron durante la noche a temperatura ambiente frente a agua pura MilliQ
gue contenia NaN ; al 0,005 % y se liofilizaron antes de la hidrazinolisis.

La PrP 27-30 se preparé a partir de cerebros SHa infectados con scrapie
mediante digestion con proteinasa K, que escinde la region N-terminal de la
proteina dejando los residuos 90-231 (1_6 ) Por lo tanto, la PrP 27-30 fue representativa de toda la
poblacion de PP Sc conformacionalmente alterada en el cerebro, incluido el amiloide,
la PrP Sc¢ adherida a las superficies celulares y la PrP S¢ que se somete al
proceso de reciclaje celular. La PrP 27-30 se concentré mediante
centrifugacion en gradiente de sacarosa. El sedimento se resuspendié en 1 ml
de guanidina HCI 6 M durante 18 horas a 4 °C. La proteina se precipité en
guanidina HCI con 5 volumenes de etanol y se centrifug6 a 100 000 x gdurante
30 min. El sedimento se lavo con etanol y se resuspendié en NaOAc 20 mM
(pH 5,5) y SDS al 0,1 %, finalmente se purificd por GPC en una columna HPLC
TSK 3000, se dializé en agua que contenia NaN3 al 0,005 % vy se liofiliz6 antes
de la hidrazinolisis. Los glicanos se liberaron en dos reacciones separadas de
hidrazinolisis a partir de dos preparaciones diferentes de SHa PrP 27-30y

PrP ¢y por el péptido N -glucosidasa-F de geles SDS/PAGE siguiendo el
procedimiento descrito anteriormente ( 17 ).
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Liberaciony Re - N -Acetilacion de Glicanos.

Aproximadamente 30 pg de cada proteina se dializaron contra agua y se
liofilizaron. Los glicanos se liberaron con hidracina a 85 °Cy se re- N -
acetilaron usando un GlycoPrep 1000 (Oxford GlycoSciences, Abingdon, Reino
Unido).

Marcaje fluorescente del terminal reductor con 2-aminobenzamida (2-AB).

Los glicanos liberados se evaporaron a sequedad usando una centrifuga de
vacio. El marcaje con 2-AB se llevo a cabo mediante aminacién reductora
utilizando el kit de marcaje Oxford GlycoSciences Signal ( 18 ).

Secuenciacion simultanea de exoglucosidasa del conjunto de glicanos liberados.

Las soluciones de glicano se evaporaron a sequedad en una centrifuga de
vacio. Se afadio un total de 10 pl de soluciones de enzimas estandarizadas
(obtenidas de Oxford GlycoSciences) de la siguiente manera y las mezclas se
incubaron durante 16—24 h a 37 °C en tampon de citrato/fosfato 100 mM (pH 5)
gue contenia acetato de zinc 0,2 mM y Cloruro de sodio 0,15 M. Las
condiciones para las enzimas individuales en las matrices fueron las
siguientes: Arthrobacter ureafaciens sialidasa (EC 3.2.1.18 , ABS): 1-2
unidades/ml; concentracion de sustrato, 5—-30 uM; a-fucosidasa de harina de
almendras (EC 3.2.1.111 , AMF): 10 unidades/ml/1 mg/ml BSA, B-galactosidasa
testicular bovina (EC 3.2.1.23 , BTG): 3 miliunidades/ml; concentracion de
sustrato 20 uM: a-fucosidasa de rifion bovino (EC 3.2.1.51, BKF). Las muestras
se purificaron de enzimas y sales antes del tiempo de vuelo de ionizacién por
desorcion laser asistida por matriz MS (MALDI-TOF MS) pasandolas a través
de resinas de lecho mixto de Chelex 100 (Na * )/Dowex AG50X 12 (H *)/Ag3X
4A ( OH - )/QAE Sephadex A-25. Las muestras se purificaron de las
exoglucosidasas antes del analisis por HPLC pasandolas a través de un tubo
de microcentrifuga insertado con un filtro de unién a proteinas (Microspin 45
um CN, Pro-Mem, RB Radley, Essex, Reino Unido). Los filtros se lavaron con
15 ul de acetonitrilo al 5%.

Separaciones de fase normal de oligosacaridos neutros y acidos.

Las separaciones de fase normales se realizaron en una columna de
cromatografia GlycoSep-N (Oxford GlycoSciences) y las estructuras se
asignaron de acuerdo con laref. 19

Separacion de Glicanos por Carga.

La cromatografia de intercambio aniénico débil se llevé a cabo utilizando una
columna GlycoSepC (Oxford GlycoSciences) segun la ref. 20

MALDI-TOF MS.

Los datos se adquirieron en un instrumento de sector magnético Micromass
AutoSpec-FPDQ equipado con un laser de nitrégeno pulsado (337 nm) y un
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detector de matriz ( 21 ), (Micromass , Manchester, Reino Unido). Las muestras
se prepararon afiadiendo la muestra de oligosacarido (1 yl) en agua a la
solucion matriz [3 ul de una solucion saturada de acido 2,5-dihidroxibenzoico
(2,5-DHB) en acetonitrilo] en el objetivo del espectrémetro de masas y
permitiéndole para secar a temperatura ambiente. A continuacion, la mezcla se
recristalizé en 1 ul de etanol ( 22). El detector de matriz se fij6 en la posicion de
alta resolucién y el rango de masas se fij6 para que fuera apropiado para la
muestra que se estaba examinando. Para la adquisicion de datos, el laser se
hizo funcionar a plena potencia y el rayo laser se moviéo manualmente sobre la
muestra para compensar el agotamiento de la muestra bajo el rayo laser.

Modelado Molecular.

Esto se realizé en una estacion de trabajo Silicon Graphics Indigo 2 utilizando
el software INSIGHTII y DISCOVERY (Molecular Simulations, San Diego). Las
figuras se produjeron utilizando el programa MOLSCRIPT ( 23 ).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los conjuntos de glucanos de PrP ¢y PrP 27-30 se liberaron mediante
hidrazindlisis y los glucanos se analizaron mediante MALDI MS (Fig.(Figura
1;1; MesaTabla 1)1) y, después del marcaje fluorescente con 2-AB ( 18),
mediante cromatografia de intercambio anidnico débil (datos no mostrados) y
HPLC de fase normal (NP) (Fig.(Figura 2;2; MesaTabla 1).1). Las estructuras
se asignaron a partir de las composiciones de MS, las posiciones de elucién de
NP HPLC expresadas en unidades de glucosa, los valores incrementales
previamente asignados para la adicion de residuos de monosacaridos a los
nucleos de glucano ( 19 )y los resultados de las digestiones de cada conjunto
de glucanos mediante el uso de matrices de exoglucosidasas ( 24 ). (Higo.
(Figura 2;2; MesaTabla 1).1).

Figura 1

Extraccion retardada de iones positivos MALDI MS de los glucanos neutros de PrP € (traza
superior) y PrP 27-30 (traza central) registrados a partir de 2,5-DHB. La identificacion de
los picos se da en la TablaTabla 1.1. Los glicanos se observaron como [M+Na] ...
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tabla 1

Estructuras y datos analiticos de glicanos en las glicoproteinas priénicas

.I-l.._

Figura 2

El analisis de HPLC de fase normal de las agrupaciones de glicanos marcados con 2-AB
derivados de PrP € ( A) y PrP 27-30 ( B ). Se sometieron alicuotas de las mezclas de
glucanos a digestiones con exoglucosidasa utilizando las matrices de enzimas que se
muestran en cada panel. Picos sombreados ...

La cromatografia de intercambio aniénico débil ( 20 ) y el analisis MALDI MS de
los grupos de glicanos intactos (datos no mostrados) revelaron que no habia
una diferencia significativa en las proporciones relativas de las poblaciones de
estructuras sialiladas en PrP ¢y PrP 27-30. En cada caso, =48 % de los
azucares eran neutros, el 20 % contenia un residuo de acido siélico, el 18 %
estaba disialilado, el 10 % estaba trisialilado, el 3,5 % estaba tetrasialilado y el
0,5 % contenia cinco &cidos sialicos.

Los pools de glucanos desialilados también fueron analizados por MALDI MS
(Fig.(Figura 11 Ay B). En los espectros de PrP ¢y PrP 27-30, estaban
presentes 54 picos de iones con masas consistentes con estructuras de
oligosacéridos. Muchos de estos picos contenian glicanos isoméricos (Tabla
(Tabla 1).1). NP-HPLC resolvio al menos 10 de estas estructuras isoméricas y
confirmo6 que hay muy pocas diferencias entre los dos grupos (Fig.(Figura

22 Aii y Bii ). Los productos de la digestion resultantes de la incubacion de las
reservas de glicanos con sialidasa y fucosidasa de harina de almendras
(especificidad para la fucosa unida a1-3/4 a GIcNAc) fueron consistentes con
la presencia de fucosa del brazo externo que forma parte de un Lewis X ° sialil
Lewis * tipo de estructuras (Fig.(Figura 22 Aiii y Biii ). Analisis de la reserva de
glicanos después de la digestion con una matriz de enzimas que contiene 3-
galactosidasa de testiculos bovinos (Fig.(Figura 22 Aiv y Biv ) mostraron
pérdidas de galactosa consistentes con la presencia de estructuras bi-, tri- y
tetraantenarias que contenian fucosilacion central (confirmado por incubacién
con a-fucosidasa de rifion bovino (Fig.(Figura 22 Avy Bv ). La incubacion de
los glicanos en esta fraccidn con Streptococcus pneumoniae - N -
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acetilhexosaminidasa a una concentracién especifica de brazo (5
miliunidades/ml, datos no mostrados) confirmoé la presencia de estructuras bi-,
tri- y tetraantenarias bisectadas y no bisectadas y mostroé que la mayoria de
glucanos triantenarios se ramificaron en el brazo a1,3 del nucleo de trimanosilo.

Los glucanos que se identificaron tanto en PrP € como en PrP 27-30 eran
tipicos de los azucares cerebrales en el sentido de que estaban muy sialilados
y contenian una alta proporcion de estructuras con uno o mas residuos de
fucosa del brazo externo (59 %) y con GIcNAc bisectriz ( 25 %). ). El noventa y
cinco por ciento de las estructuras contenian nucleo de fucosa (Fig.(Figura

22 Aiv y Biv ). Las estructuras no bisectadas se encontraron con y sin ndcleo
de fucosa, mientras que las estructuras bisectadas generalmente tenian el
nucleo fucosilado. Después de la desializacion, la estructura principal (=9,5 %
en PrP ¢y 7,9 % en PrP 27-30) fue el glicano biantenario monogalactosilado
gue contenia un residuo de fucosa en el brazo externo [A2G1FBF (a1,3 a
GIcNAC) véase la nota al pie de la TablaTabla 11para la designacion de
estructuras]. Higo.Figura 22destaca la digestion de este oligosacarido por los
arreglos enzimaticos.

El grado de heterogeneidad y la conservaciéon de las estructuras hace que sea
poco probable que un subconjunto de moléculas de PrP © que llevan azucares
particulares esté predispuesto a convertirse en PrP S¢. También es poco
probable que la estructura de la proteina alrededor de los sitios de glicosilacion
sea significativamente diferente en estos dos conjuntos hipotéticos de
moléculas de PrP ¢ cuando el procesamiento de glucano tiene lugar en el
aparato de Golgi, porque se sabe que la estructura tridimensional local juega
un papel en la direccion su propia glicosilacion ( 26 ). El trabajo anterior de
Endo et al. ( 12) concluye que ambos sitios de glicosilacién en SHa PrP 27-30
estan ocupados. Nuestros datos preliminares (datos no mostrados) basados en
el analisis SDS/PAGE de SHa PrP 27-30 y PrP ¢ sugieren que no hay
diferencias importantes en la ocupacion del sitio entre las dos formas y que la
mayoria de las glicoformas de SHa PrP contienen dos sitios de glicosilacion
ocupados. Por lo tanto, la ocupacién selectiva del sitio y el procesamiento
especifico del sitio no parecen explicar los datos actuales, ni el nivel de
ocupacion del sitio en si mismo es un requisito para la formacion de PrP S¢-Sin
embargo, las variaciones en la ocupacion del sitio pueden afectar la orientacion
neuronal de PrP Cy, por lo tanto, la deposicion selectiva de PrP ¢ ( 3 ).

Aungue el rango de oligosacéridos en PrP ¢y PrP 27-30 fue idéntico, las
proporciones relativas de algunos glicanos fueron diferentes en las dos
formas. En particular, en el resumen final . donde todos los azlcares del brazo
exterior se han digerido para revelar las estructuras de los nucleos de glicano
(Fig.(Figura 22 Av y Bv ; MesaTabla 2),2), se hizo evidente que la proporcion
de glucanos bisectados se redujo en un 11 % en PrP 27—-30 en comparacion
con la de PrP ¢, mientras que la proporcién de glucanos triantenarios y
tetraantenarios aumenté en un 5 % y un 10 %, respectivamente. La proporcion
de glicanos bisectados a no bisectados en PrP 27-30 fue de 1,3:1 en
comparaciéon con 2:1 en PrP ¢ . MALDI MS confirmé este hallazgo. El espectro
de diferencia (Fig.(Figura 1,1, trazo inferior) destaca los cambios en la
concentracion de todos los glicanos de PrP 27-30 en comparacién con los de
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PrP ¢y muestra la reduccion en la abundancia de azucares bisectados y un
aumento en la proporcion de glicanos tri y tetraantenarios en PrP 27-30 .
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Tabla 2

Las estructuras y proporciones relativas de los glicanos en la Fig.Figura
22 Avy Bv (Fig.(Figura 22 Ay B)

Los glicanos se liberaron en dos reacciones de hidrazinolisis separadas de dos
preparaciones diferentes de SHa PrP 27-30 y PrP €y por la proteina N -
glucosidasa-F de geles SDS / PAGE siguiendo el procedimiento descrito en la
ref. 17 _ No se observaron diferencias significativas en las proporciones de las
poblaciones de glicoformas en la HPLC final (error inferior a £1%) o en los
perfiles MALDI. Se realizaron muchas digestiones de enzimas utilizando
enzimas en matrices y de forma individual para confirmar los hallazgos. Los
datos mostrados son de dos analisis representativos.

Estos resultados se explican mas simplemente por una regulacion a la baja de
la actividad de la N -acetilglucosamina transferasa-Ill (GnTIll) en las células a
partir de las cuales se formo la PrP S¢-En cualquier etapa del procesamiento de
glicanos, es posible una mayor ramificacion siempre que no se haya agregado
un residuo de GIcNAc bisectriz en el enlace 31-4 al nlcleo de pentasacarido
conservado (Fig.(Fig. 3).3). Nuestros datos argumentan que una porcion
sustancial de PrP ¢ se convierte en PrP S¢ en células en las que se ha
perturbado la maquinaria de glicosilacion.

figura 3

Las proporciones relativas de ntcleos que contienen GIcNAc bisectriz en PrP €y PrP 27—
30 en el contexto de la ruta de glicosilacion ligada a N. Los porcentajes de diferentes
clases de glicanos que contienen nucleos bisectados y no bisectados en PrP © (nimeros ...

Los cambios observados en la glicosilacion entre PrP ¢y PrP Sc probablemente
reflejan cambios bioquimicos que ocurren dentro de las células, quizas aquellos
involucrados en la patogénesis de la neurodegeneracion. Los hamsters sirios,
de los que se aislé la PrP 27-30, mostraron signos clinicos de disfuncion del
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sistema nervioso central. Estudios anteriores mostraron que tales hamsters
también muestran cambios neuropatolégicos francos ( 27 ). Las asociaciones
entre la perturbacion de la maquinaria de glicosilacion y la patologia han sido
bien documentadas en varios estados de enfermedad. Por ejemplo, en la
artritis reumatoide (AR) hay una disminucién en la poblacion de azucares I1gG
séricos que contienen galactosa terminal, lo que se correlaciona con la
actividad de la enfermedad ( 28 ) y el mal pronéstico (29 ). En la PrP S¢, como
en la AR, no hay glicanos asociados con el estado patolégico que no estén
presentes en la glicoproteina normal. En el caso de la AR, los cambios en el
patrén de glicosilacién de 1gG pueden reflejar una disminucion en la actividad
de la galactosil transferasa (GTasa) ( 30, 31 ). Curiosamente, también se
observé una alteracion en la actividad de GnTIIl en la AR donde hubo un
aumento especifico de Fab en los oligosacaridos que contenian una N -
acetilglucosamina bisectriz ( 32 ). Queda por determinar si la reduccion de la
actividad de GnTlll en las células productoras de PrP Sc se correlaciona con la
gravedad de la enfermedad y si la glicosilacion de otras glicoproteinas en

PrP scLas células productoras se ven afectadas de manera similar. Asimismo,
gueda por determinar la causa subyacente de la regulacion a la baja de la
actividad de GnTIII.

La prevalencia de GnTlll en el tejido cerebral en comparacion con muchos
otros tejidos se ha demostrado en ratones ( 33 ) y muchos estudios han
demostrado una asociacion de niveles alterados de GIcNAc bisectriz con
procesos patologicos (17, 31-35) . La regulacion del gen humano GnTlII
(Mgat3) es compleja y tiene multiples promotores ( 34 ), lo que sugiere que hay
muchos puntos en los que la expresion génica podria verse afectada por
eventos celulares. Los ratones deficientes en GnTIII exhibieron celularidad y
morfologia normales en una variedad de érganos, incluido el cerebro ( 35).

En la Fie .Figura 4.4. Ambos N -glicanos estan unidos a la region de la proteina
con la estructura secundaria mejor definida, el motivo hélice-bucle-hélice con
puente disulfuro en el extremo C terminal ( 36 , 37 ). Esta cara de la proteina
tiene una carga negativa neta ( 37) y, por lo tanto, es poco probable que los
glicanos cargados negativamente participen en interacciones de largo alcance
con la superficie de la proteina. Los glicanos impediran estéricamente cualquier
interaccion proteina-proteina directa con esta cara de la molécula, ya sea
intramolecularmente, involucrando los residuos 1-90, o intermolecularmente. En
promedio, los acidos sialicos de cada glucano aportan tres cargas negativas a
la glicoproteina; por lo tanto, dos glucanos aumentaran significativamente la
carga negativa en esta region y, por lo tanto, aumentaran el momento dipolar
general de la proteina. Los glucanos tri y tetraantenarios, de los cuales hay una
mayor proporcién en PrP S¢ | son mas grandes y mas rigidos que las
estructuras biantenarias ( 38 ). Dos orientaciones posibles se muestran en la
Fig.Figura 4,4, uno con la proteina extendiéndose lo mas lejos posible de la
membrana y otro con la proteina orientada de modo que su cara positiva esté
hacia la membrana ( 37 ). En ambos casos, la regién de la proteina que se
aleja de la membrana esté cubierta por un glicano y protegida de influencias
externas.
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Figura 4

Un modelo molecular de PrP €, residuos 90-231, basado en una de las estructuras de
RMN de la proteina recombinante ( 36 ), la secuencia del ancla GPI ( 39) y el analisis
de N -glicanos. Las estructuras de glicano (A3G3FBS3 en el sitio 181 y AAG4FBS4 en el
sitio ...

Tanto las proteinas pridnicas normales como las patogénicas muestran una
amplia heterogeneidad en sus poblaciones de glicanos. El andlisis de glicanos
demuestra que el mismo conjunto de glicanos esta presente tanto en las
moléculas normales como en las enfermas y que las diferencias en las
proporciones relativas de los glicanos bi-, tri- y tetraantenarios, asi como la
disminucion de las estructuras divididas en PrP ¢ pueden ser explicado por una
disminucion en la actividad de una enzima, GnTIll. Estos hallazgos sugieren
gue algunas células que forman PrP S¢ experimentan un cambio que disminuye
la actividad de una enzima en la ruta de glicosilacion. Queda por determinar la
causa Yy el significado de este cambio, cuyo impacto podria no limitarse a la ruta
de glicosilacion.
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