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1.0 INTRODUCCION

La glicosilacion es un proceso co- y post-
traduccional que permite la adicion
covalente de glicanos o carbohidratos a
proteinas, lipidos y ARNs formando los
llamados glicoconjugados. Este proceso
tiene lugar en el reticulo endoplasméatico
(RE) y el aparato de Golgi.

Existen dos tipos principales de
glicosilacion: N- y O-glicosilacion. La N-
glicosilacion consiste en la unién covalente
de glicanos al atomo de nitrdgeno de un
residuo de asparagina en la secuencia
consenso Asn-X-Ser/Thr; donde X puede
ser cualquier aminoé&cido, excepto prolina.
Por otro lado, en la O-glicosilacion, los
glicanos se unen a un &tomo de oxigeno de
serina o treonina. En los seres vivos
existen tres tipos principales de N-glicanos
: complejos, de alto contenido de manosa
e hibridos. Los N-glicanos complejos
poseen residuos terminales de &cido
neuroaminico o acido sialico (Neu5Ac) y

son los mas abundantes en células de

mamifero.
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Figura 1: A) Esquema de glicoproteina con ejemplos de
estructuras de N-y O- glicanos. B) Estructuras de los principales
tipos de N-glicanos encontrados en proteinas humanas. Fuc,
Fucosa; Gal, Galactosa; Glc, Glucosa; Man, Manosa; GIcNAc,
N-Acetilglucosamina; Neu, acido N-acetil-neuraminico o acido
sialico.

La glicosilacién es un proceso que necesita
de varios elementos, como enzimas
glicosiltransferasas, nucleotidos
carbohidratos y transportadores
nucleétido-carbohidrato. El transportador
de CMP-4cido sialico (CST) es crucial para
la incorporacion del sustrato CMP-acido
sidlico al lumen del Golgi, donde las
sialiltransferasas transfieren el acido

sialico a los glicoconjugados.

El CST es una proteina codificada por el
gen SLC35A1 que juega un papel

importante en diversas funciones celulares



porque de su actividad transportadora
depende la cantidad de acido sialico en las
células y su silenciamiento puede estrés en
las células, deficiencia en la sialilacion de
glicoconjugados y perturbacion de la
morfologia del Golgi, entre otros. Su
importancia en aplicaciones
biotecnolégicas destaca que el &cido
sidlico es considerado pardmetro de
calidad en la liberacién de bioterapéuticos
por que la vida media de algunas proteinas
como eritropoyetina depende de su grado

de sialilacion.

En el laboratorio trabajamos con una linea
celular derivada de HEK293 (células
embrionarias de rifidn humano), que son
HEK293T WT (derivadas de HEK293 que
expresan el antigeno SV40) y HEK293T
KO. Es esta ultima es una mutante del
SLC35A1 generada por CRISPR/Cas y
presenta un sialofenotipo disminuido a un
25-30% de acuerdo analisis por citometria

de flujo.

Por lo anteriormente mencionado, el
objetivo de este proyecto fue establecer
una metodologia de analisis del perfil de N-
glicosilaciéon de las células HEK293T WT y
KO y determinar diferencias en el perfil de

N-glicanos.

2.0 METODOLOGIA
2.1 Cultivo Celular

Los cultivos celulares de las lineas
celulares HEK293T y HEK293T KO se
realizaron en frascos T-25 con 5 mL de
medio DMEM  (12100-038, Gibco)
suplementado con 1 % de antibidtico
penicilina/estreptomicina (15140148,
Gibco) y 10 % de suero fetal bovino (SFB)
(1600044, Gibco). Las lineas celulares
HEK293T y HEK293T KO fueron
amablemente donadas por A. Banning.

2.2 Extraccién de proteina de las células
HEK293T.

Las células se lisaron las células utilizando
350 pL de buffer RIPA. El pellet de células
se lavo con PBS 1X y se resuspendi6é con
buffer RIPA. Posteriormente, las muestras
se centrifugaron a 13,500 rpm durante 15
minutos y el sobrenadante se transfirio a

un microtubo limpio.
2.3 Cuantificacién de proteina total.

La cuantificacion de los lisados se realiz6
método de BCA (acido

bicinconinico). Se utilizd6 una curva

por el

estandar de albumina bovina (BSA) con 5
niveles de concentracion 125, 250, 500,
750 y 1000 pg/mL. La cuantificacion se
realizd en una placa de 96 pocillos,

colocando 25 pL de blanco (agua), muestra
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y de estandar. Las muestras de lisados de
HEK293T WT y KO fueron diluidas 1:10 y
1:50 previamente. Posteriormente se les
agregaron 200 pL de mezcla acido
bicinconinico: sulfato de cobre 1:8. La
placa se incub6 a 37 °C durante 30 minutos

y las muestras se leyeron a 562nm.

Las densidades Opticas de BSA se

graficaron en el eje de las “y” versus la
concentracion (ug/mL) en el eje de “X".
Para obtener las concentraciones de cada
muestra se utilizé la ecuacién de la recta
obtenida de la regresién lineal de la curva

estandar.

2.4 Deglicosilacion de N-glicanos vy

derivaciéon con 2AB.

Se cuantificaron los lisados de proteinas y
se tomaron 100 pg para su andlisis. Luego
de un proceso de secado, Las proteinas se
desnaturalizaron con 2.5 pL de solucion
desnaturalizante beta-mercaptoetanol,
SDS y agua) a 100°C y posteriormente se
afiadieron 5 puL de solucién IGEPAL que
solubiliza las proteinas de membranay 5puL
de buffer 10X PNGasa F para facilitar la
accion de la enzima PNGasa F.
Finalmente, se incubd la muestra a 37°C

para permitir la actividad enzimatica.
2.5 Andlisis por UHPLC

En viales de HPLC, se adicionaron 2 uL de

la escalera de calibracion de dextran (2AB)
y 23 uL de acetonitrilo. Para el blanco, se
realizd una mezcla de formato de amonio
50mM pH 4.4 y acetonitrilo (ACN) 80:20.
Las muestras se prepararon diluyendo 10

uL en ACN para obtener 25 pL de volumen
final. Se utlizo un flujo de 0.5mL/min y una
temperatura de columna a 30°C. El
gradiente de corrida de la fase movil se

indica en la tabla 1.

Tabla 1: Gradiente de concentraciéon del método de anélisis

Tiempo %Linea A  %linea B
(min) (formato (ACN
de amonio 100%)
50 mM pH
4.4)
0 25 75
30 50 50
30.5 60 40
32 60 40
32.5 25 75
40 25 75

2.6 Obtencion de los cromatogramas

Con ayuda del software Chromeleon se
obtuvo un cromatograma Los tiempos de
retencion se convirtieron a unidades de
glucosa (UG) con un estandar de glucosa
(dextran) que es un polimero de unidades
de glucosa. Con esta informacion, bases
de datos y literatura se propusieron
estructuras de glicanos, las cuales fueron
realizadas en el software DrawGlycan. Se
utilizo el software Graphpad Prism 8 para
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el disefio de los cromatogramas
correspondientes al perfil de N-
glicosilacion de las células HEK293T WT y

KO.
3.0 RESULTADOS

3.1 Anadlisis de proteina total de células
HEK293T WT Y KO.

La concentracion de proteinas presentes
en las muestras se obtuvo al sustituir la D.
O en la ecuacion de la recta y = 0.0008x +
0.1109, con un R2 = 0.95, obtenida de la
curva estandar de BSA. En la tabla 2 se
muestran las concentraciones de proteina
total determinadas de los lisados obtenidos
de las células HEK293T WT y KO.

Tabla 2. Concentracién de proteina total en las células
HEK293T WT y HEK293T KO.

Muestra  Concentracion
[mg/ml]
HEK293T 4.93
WT
HEK293T 2.59
KO

3.2 Anélisis del perfil de N-glicosilacion de
las células HEK293T WT y KO

Posterior a la determinacion de proteina,
los de N-glicanos recuperados se
derivaron con 2AB y fueron analizados por
UHPLC. En la figura 2, se muestran los
cromatogramas correspondientes al perfil

de N-glicanos de los lisados de las células
HEK293T WT y KO.
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Figura 2: Perfil de N-glicanos. En la figura se muestra el
cromatograma del perfil de N-glicanos obtenidos en las células
HEK293T WT (fig. 2A) y KO (fig. 2B).

Como principales diferencias en las células
HEK293T KO se puede apreciar dos picos
adicionales no identificados en el perfil de
las WT. También se observd Ila
desaparicion del pico 20 tomando como
referencia las células HEK293T WT (fig.3)
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Figura 3: Comparacion del perfil de N-glicanos. Cromatogramas
de HEK293T WT (azul) y HEK293T KO (rojo) en donde se
aprecia la presencia del pico E1 (recuadro 1), E2 (recuadro 2) y
desaparicion del pico 20 (recuadro 3) en las células HEK293T
KO.

En las células HEK293T WT se identifico
un total de 21 N-glicanos en cambio en las
células HEK293T KO se identificaron 22
glicanos, con la aparicion de dos glicanos
extras, el primero E1 (M5A1G(4)1) con un
tiempo de retencion de 15.63 min. y 7.53
UG. El segundo E2 (A2G2GIcNAc) con un
tiempo de retencion de 17.84 min y 8.51
UG. Por otro lado, se registr6 la
desaparicion del pico 20 correspondiente
al glicano A2BG(4)2S(6,6)2 (ver tabla 3).



Tabla 3: Comparacion del perfil de N-glicanos. Se describe el nimero de pico, tiempo de retencion en minutos (T.R), unidades de

glucosa (UG), nombre y estructura del glicano en funcién de los cromatogramas obtenidos. Las células HEK293T WT (A) y

HEK293T KO (B)
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3.3 Abundancia relativa de N-glicanos en
las células HEK293T WT y KO

Con base en la abundancia (area relativa
%) se obtuvieron las siguientes diferencias:
en las células HEK293T KO se identifico un
7% mas glicanos altos en manosa y un 4%
mas glicanos neutros. En contraste, se
obtuvo una reduccion del 10%
aproximadamente en glicanos sialilados y
una disminucién del 2% aproximadamente

para glicanos fucosilados.
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Figura 4 Porcentaje de N-glicanos. De acuerdo con su tipo de
estructura en verde altos en manos, en azul neutros, en rosa
sialilados y en rojo fucosilados. Células HEK293T WT (izq) y
HEK293T KO (der)

4.0 CONCLUSIONES

La metodologia para comparar el perfil de
N-glicanos de las células HEK293T vy
HEK293T KO mediante UHPLC fue
establecida. Se encontré una disminucion
del 10% aproximadamente de glicanos
sialilados en células HEK293T KO. Es

necesario confirmar las estructuras de los

glicanos obtenidos por espectrometria de
masas. También se propone analizar el
perfil de O-glicosilacion de las células
HEK293T KO.
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