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Resumen

El reticulo endoplasmico es el lugar en donde se sintetizan las proteinas que ingresan a la via
secretoria. Previo a su salida, las proteinas adquieren su estructura terciaria y, de ser
necesario, se ensamblan en oligdmeros funcionales. Para facilitar estos procesos existen una
gran variedad de chaperonas y enzimas facilitadoras del plegamiento. Asimismo, el estado de
plegamiento es monitoreado por un sistema de control de calidad, el cual retiene en el reticulo
endoplasmico a aquellas especies que no han adquirido su conformacion nativa. Si una
proteina es incapaz de plegarse correctamente es retenida en el reticulo endoplasmico y
eventualmente es retrotranslocada al citosol para ser degradada por el proteasoma.
Concomitantemente con el plegamiento tienen Ilugar diversas modificaciones
postraduccionales, siendo las mas destacadas la N-glicosilacion y la formacién de puentes
disulfuro. Cerca de un cuarto de las proteinas de una célula eucarionte son N-glicosiladas,
siendo la modificacion postraduccional mas frecuente. En las proteinas que alcanzaron su
destino final los N-glicanos cumplen papeles fundamentales en diversos procesos de
reconocimiento celular. Sin embargo los N-glicanos son utilizados también durante la
maduracioén de las glicoproteinas como un sistema que codifica informacién acerca de su
estado conformacional, siendo un elemento clave en varias instancias decisivas a lo largo de la
via secretoria. En este trabajo se presentan las diversas etapas que atraviesa una proteina
desde su ingreso al reticulo endoplasmico hasta su llegada a su destino final, poniendo
especial atencion a las funciones tempranas de los N-glicanos.

Palabras clave: BiP, calnexina, calreticulina, chaperona, control de calidad de plegamiento,

glucosiltransferasa, N-glicosilacion, oligosacaril transferasa, proteina disulfuro isomerasa,
reticulo endoplasmico.
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La dolce vita: the role of sugars on the biosynthesis of glycoproteins
Abstract

The proteins that enter the secretory pathway are synthesized in the endoplasmic reticulum.
Previously to their exit from the endoplasmic reticulum, the proteins acquire their tertiary
structure and, if necessary, they form oligomeric structures. These processes are monitored by
a folding quality control system. Those species unable to fold properly are retained in the
endoplasmic reticulum and, eventually, are retrotranslocated into the cytosol for their
degradation by the proteasome. Along the folding process, several postranslational
modifications take place, being the most important the addition of N-glycans and the formation
of disulfide bridges. About one quarter of the eucariotic proteins are N-glycosylated: this is the
most common postranslational modification. The N-glycans are fundamental in many molecular
recognition events once a protein has reached it final destination. In addition, the N-glycans are
also employed as a system that encodes information about the conformational status of a
glycoprotein, playing a central role in many decisive points along the life of a glycoprotein. Here
| present the journey of a protein form the endoplasmic reticulum to its final destination, focusing
the attention on the early roles played by the N-glycans.

Keywords: BiP, calnexin, calreticulin, chaperone, endoplasmic reticulum, folding quality control,
glucosyltransferase, N-glycosylation, oligosaccharyltransferase, protein disulfide isomerase, ,.

Abreviaturas: BiP, proteina que une la cadena pesada de las inmunoglobulinas (la HSP70 del
RE), CRT, calreticulina; CNX, calnexina; GRP94, proteina regulada por glucosa de 94 kDa (la
HSP90 del RE); GT, UDP-Gic:glicoproteina glucosiltransferasa; PDI, proteina disulfuro
isomerasa; RE, reticulo endoplasmico
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Introduccion

El reticulo endoplasmico (RE) es un sistema intracelular de compartimientos que
abarca cerca del 10 % del volumen de un célula eucarionte. Esta organela cumple al menos
tres funciones:
a) Segundo sitio de sintesis de proteinas, luego del citosol.
b) Principal lugar de sintesis de lipidos.
c¢) Principal reservorio intracelular de calcio en células no contractiles.

Las proteinas que ingresan al RE perteneces a lo que se denomina via secretoria.
Estas proteinas comprenden cerca de un tercio del genoma de una célula eucarionte y tienen
como destino final ciertas organelas (RE, aparato de Golgi o lisosomas), la membrana
plasmatica o la secrecion al medio extracelular. La gran diversidad de receptores,
transportadores y canales presentes en la membrana plasmatica dan cuenta en gran medida
de su abundancia en el genoma. En algunos tipos celulares especializados en secrecion
(linfocitos B activados, células pancreaticas beta, etc.) el RE comprende la mayor parte del
volumen celular, y la maquinaria de sintesis proteica esta dedicada principalmente a sintetizar
unas pocas proteinas. Cuando una proteina ingresa al RE, ya sea co- o postraduccionalmente,
lo hace a través de un complejo denominado translocén, cuyo componente central es una
proteina integral de membrana llamada SEC61 (1). Esta proteina forma un poro estrecho por el
cual ingresan las proteinas en forma desplegada. Luego de ingresar al RE, las proteinas
adquieren su estructura terciaria, y de ser necesario se ensamblan en complejos oligoméricos.
Estos procesos son supervisados por diversos sistemas de control de calidad, los cuales evitan
la salida de aquellas proteinas que no han adquirido su conformacion nativa. Las proteinas
incapaces de plegarse eventualmente son retrotranslocadas al citosol, en donde son
degradadas por el proteasoma en un proceso denominado ERAD (Endoplasmic Reticulum
Associated Degradation). Concomitantemente con el plegamiento y ensamblado tienen lugar
una serie de modificaciones post- y cotraduccionales, siendo las mas importantes la formacion

de puentes disulfuro y la N-glicosilacion.

Plegamiento de proteinas en el RE

El RE dispone de una enorme variedad de chaperonas y enzimas que asisten a la
maduracion conformacional de las proteinas. Entre las chaperonas clasicas se destacan BiP y
Grp94, las versiones del RE de HSP70 y HSP90', respectivamente (2-4). BiP es la proteina
mas abundante de esta organela, dando cuenta de aproximadamente el 5 % del total. Esta
chaperona reconoce péptidos hidrofébicos de unos 7 residuos de longitud, los cuales se unen
en un proceso acoplado a la hidrélisis de ATP (5). Para cumplir con su funcion BiP cuenta con
cochaperonas que la asisten en la union de los sustratos (SEC63 y ERd|3, que son homdlogas
a HSP40) y en el intercambio de ADP por ATP (denominadas NEFs, por nucleotide exchange
factor). Practicamente todas las proteinas sintetizadas en el RE son asistidas en su
plegamiento por BiP. Cuando las proteinas ingresan al RE usualmente son recibidas por BiP.
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Para ello son presentadas por SEC63, una homologa de HSP40 anclada a la membrana del
RE que se encuentra asociada al translocén. Se han resuelto varias estructuras del dominio de
union a péptidos y de unién a ATP, y recientemente aparecid la primer estructura de la DnaK
de E. coli completa (Fig. 1A). El sitio de unidén a péptidos esta formado por una hoja beta, el
cual esta cubierto por una hélice alfa que funciona como tapa. Esta disposicion obliga que los
péptidos adopten una conformacion extendida para poder unirse a estas chaperonas (Fig. 1B).
La estructura de BiP se predice que deberia ser muy similar a la de DnakK.

'HSP70 y HSP9O0 significa "heat shock protein" de 70 y 90 kDa, respectivamente.

Unidn de AT P 40P Uridn de péptidas
. . .

Figura 1. (A) Estructura de DnaK con sus dos dominios (PDB: 2KHO). (B) Dos vistas del
dominio de union de péptidos formando un complejo con el péptido NRLLLTG (PDB: 1DKZ).

Las HSP70 pueden adoptar dos conformaciones. En el estado que une ATP el dominio
de union a péptidos presenta una conformacion "abierta”, en donde la tapa esta distanciada de
la hoja beta. En esta conformacion la velocidad de entrada y salida del sustrato es rapida. La
union de los péptidos gatilla la hidrélisis del ATP y como consecuencia la chaperona sufre un
cambio conformacional hacia una forma "cerrada" que atrapa al sustrato (es la mostrada en la
Fig. 1B). El mecanismo por el cual la union del sustrato induce la hidrélisis de ATP, es decir
como se acoplan las actividades de los dominios, no es claro. A continuacién se intercambia el

ADP por ATP, la proteina vuelve a la conformacion abierta y el péptido es liberado (Fig. 2).
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Figura 2. Ciclo catalitico de la HSP70

Si bien las HSP70 son fundamentales para la maduracién conformacional de muchas
proteinas, su mecanismo de accion es llamativamente simple. En principio se limitan a unir y
soltar segmentos hidrofébicos en un proceso acoplado a la hidrélisis de ATP. Su efectividad
para favorecer el plegamiento es indirecta, y es principalmente una consecuencia de prevenir
la agregacion de proteinas mal plegadas. Esto se debe a que mientras la adquisicién de la
estructura terciaria es un proceso unimolecular, en la formaciéon de agregados intervienen
varias proteinas y su velocidad se incrementa notablemente con la concentracion. La unién de
los intermediarios de plegamiento a la HSP70 disminuye su concentracién como especies
libres, inhibiendo entonces la agregacién.

A diferencia de la HSP90 citosdlica, que cumple funciones reguladoras, la principal
funcién de Grp94 a asistir al plegamiento (6). El rango de sustratos de esta chaperona es mas
reducido que el de BiP, y en general actla durante etapas avanzadas del plegamiento. No
conocemos qué reconoce Grp94 en sus sustratos. Se especula que serian parches de
aminoacidos hidrofébicos expuestos en la superficie. Por otra parte, Grp94 une grandes
cantidades de calcio con baja afinidad, siendo uno de los dos buffer de calcio mas importantes
del RE (el otro es la calreticulina). Llamativamente en el RE no se ha encontrado ninguna
proteina de la familia de las chaperoninas (TRIC en el citosol de eucariontes, GroEL en
bacterias). Esto puede deberse a que algunas de las funciones que normalmente llevan a cabo
las chaperoninas en el citosol podrian ser suplidas en el RE por Grp94.

La principal funcion de BiP y Grp94 es evitar las interacciones inespecificas entre los
polipéptidos, de forma que previenen la formacién de agregados. Asimismo, al ser proteinas
residentes del RE, estas chaperonas evitan que las proteinas unidas a ellas prosigan su ruta
por la via secretoria. Es decir que una proteina con defectos estructurales sera retenida en el
RE. Si una proteina es incapaz de adquirir su conformacion nativa, por ejemplo por tener una
mutacion que afecte su plegamiento, eventualmente se convierte en sustrato del ERAD. Si bien
inicialmente se postulé que la degradacion de proteinas de la via secretoria ocurria en los
lisosomas, hoy sabemos que este proceso se lleva a cabo principalmente por el proteasoma en
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el citosol. Para ello las proteinas deben ser retrotranslocadas, en un proceso que
comprendemos muy parcialmente y en el que intervienen numerosos componentes (7).
Durante la retrotranslocacion las proteinas son desplegadas, y si bien originalmente se postul6
que atravesaban la membrana a través del SEC61, hoy sabemos que no es asi y han surgido
otras proteinas como posibles canales (DERLIN 1, 2 y 3). Del lado citosélico la proteina es
recibida por diversos componentes, entre los que se destacan una E3 ubiquitin ligasa asociada
a la membrana del RE, una AAA™ ATPasa soluble del citosol (p97) que ayudaria a sacar el
sustrato del RE, y una N-glicanasa que corta los N-glicanos de las glicoproteinas antes de su
ingreso al proteasoma.

Respuesta a las proteinas mal plegadas (UPR)

Al acumularse proteinas mal plegadas se activan diversos mecanismos tendientes a
restaurar la homeostasis celular, en un proceso denominado unfolded protein response (UPR).
La UPR modula la capacidad biosintética de la célula de formas muy variadas. Tres proteinas
de membrana residentes en el RE funcionan como sensores de estrés: PERK, ATF6 e IRE1
(8). Las levaduras solo cuentan con IRE1, mientras que los metazoos disponen de los tres
sensores. El mecanismo para detectar la acumulacion de proteinas mal plegadas es similar en
los tres casos (9). En condiciones de reposo estas proteinas se encuentran unidas a BiP, quien
las mantiene inactivas. Cuando se acumulan proteinas mal plegadas BiP se une a ellas,
desplazandose de su complejo con los sensores (Fig. 3). Este mecanismo de titulacidén ha sido
demostrado de diversas maneras, sin estar del todo claro la concentracién de proteinas
desplegadas y el grado de perturbacién estructural necesarios para iniciar la respuesta.

El primer sensor que se activa es PERK, quien frena la traduccién general de
proteinas. El sentido de esta respuesta inicial es darle tiempo a las chaperonas para que
recuperen las proteinas mal plegadas que se acumularon. El apagado de la traduccién sucede
bastante rapido (aproximadamente 30 minutos) y usualmente se reinicia al cabo de una o dos
horas. PERK es una proteina quinasa que al disociarse de BiP dimeriza, se autofosforila y
luego fosforila al factor de elongacion elF2a. Esto inhibe el ensamblado del complejo de
iniciacién de la traduccién. Sin embargo existen algunos mRNAs (ATF4, ATF3, etc) que al
fosforilarse elF2a aumentan su traduccién, por presentar marcos de lectura abiertos cerca del
extremo 5 de su mensajero. En condiciones normales estos marcos de lectura son leidos
eficientemente, de forma que el ribosoma saltea el marco de lectura que se encuentra rio
abajo. Al fosforilarse elF2a disminuye la eficiencia en la iniciacién de la traduccion, y en estas
condiciones se puede llegar a leer los marcos que se encuentran rio abajo. Eventualmente
elF2a es defosforilado por uno de estos productos, la primera parte de la UPR se apaga y la
célula se prepara para las etapas subsiguientes.

A continuacion se activan mecanismos que llevan a: (i) la sintesis de mas chaperonas,
(i) la activacion de la maquina de degradacion vy, (iii) la sintesis de membrana del RE. Esta
Ultima respuesta se cree que incrementa el volumen del RE, de forma de "diluir" las proteinas
mal plegadas y dar mas "espacio" para las chaperonas (esta interpretacion puede ser
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demasiado simple). El sensor que se activa a continuaciéon de PERK es ATF6. Esta proteina
posee sefales de localizacidon en el Golgi que se encuentran ocultas por BiP, de forma que en
condiciones de reposo el complejo se localiza en el RE. Al acumularse proteinas mal plegadas
y despegarse de BiP, ATF6 migra al Golgi en donde es cortada por dos proteasas (S1P y S2P)
que liberan el dominio citosdlico de la misma. Este dominio es un factor de transcripcién que
activa la sintesis de chaperonas y de XBP1, producto necesario para la siguiente etapa de la
UPR. Finalmente el ultimo efector en activarse es IRE1. Esta proteina, de forma similar a
PERK, al liberarse de BiP dimeriza, se autofosforila y se prende su actividad de
endoribonucleasa. IRE1 cataliza la escision de un intron en un mRNA que codifica para el
factor de transcripcion XPB1. Este proceso de corte y empalme genera una proteina XBP1 con
un extremo C-terminal alternativo, la cual presenta actividad como factor de transcripcién de
numerosos genes que codifican para chaperonas y componentes del ERAD.
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Figura 3. Las tres vias de activacion de la UPR.

Estas cascadas de senalizacién estan finamente reguladas, de forma que en
determinadas situaciones algunas vias puede no prenderse. Es importante mencionar que la
acumulacion de proteinas mal plegadas no necesariamente implica un proceso patolégico. Si
bien en el laboratorio la UPR se induce mediante agentes farmacolégicos (tapsigargina,
tunicamicina, DTT, etc), la UPR también se activa durante procesos de desarrollo y
diferenciacion celular, los cuales demandan una mayor sintesis de proteinas. Un ejemplo
clasico de aumento de demanda de la via exocitica es la diferenciacion de los linfocitos B en
células plasméticas, las cuales secretan miles de moléculas de anticuerpos por segundo.
Durante este proceso se activan IRE1 y ATF6, y no se prende la via mediada por PERK (10).
Esto tendria légica, dado que no tiene sentido frenar la traduccién justamente cuando se

necesita sintetizar proteinas.
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Formacion de puentes disulfuro

Topolégicamente el lumen del RE es equivalente al medio extracelular. Una de las
diferencias mas notables que presenta respecto del citosol es un potencial redox méas oxidante,
de forma que la oxidacion de cisteinas para formar puentes disulfuro es un proceso favorable.
Cuando una proteina ingresa al RE presenta sus cisteinas en forma reducida. Aquellas
proteinas con méas de dos cisteinas tienen la posibilidad de formar mas de un puente disulfuro.
Por ejemplo, una proteina con 8 cisteinas que dan lugar a 4 puentes disulfuro dispone de 105
combinaciones posibles para formarlos. En este caso, si el proceso de oxidacién fuera azaroso
tendriamos que menos del 1 % de las proteinas presentarian la combinacion adecuada de
puentes disulfuro. De no mediar ningin mecanismo que corrija esta situacion la mayor parte de
estas moléculas serian inactivas, lo cual implicaria un derroche enorme de energia. En la
evolucion han surgido una familia de enzimas denominadas proteina disulfuro isomerasas
(PDI) encargadas de resolver este problema (11).

Las PDls poseen en su secuencia al menos un dominio homélogo a la tioredoxina, el
cual presentan el motivo conservado C-X-Y-C (12). Una de estas cisteinas se encuentra oculta
en el interior de la proteina y se la denomina "resolutiva”, mientras que la otra esta expuesta en
la superficie. Estos residuos pueden formar un puente disulfuro entre si, o alternativamente la
cisteina expuesta puede formar un puente disulfuro mixto con otra proteina. Por ejemplo la PDI
de Saccharomices cerivisiae tiene cuatro dominios homdlogos a tioredoxina en el orden a-b-b’-
a’ (Fig. 4). Los dominios a y a” presentan el motivo CGHC y son activos, mientras que los

dominio b y b” no tienen este motivo.

Figura 4. Estructura cristalografica de la proteina disulfuro isomerasa de S. cerevisiae (PDB:
3BOA). Izquierda: detalle del dominio a en donde se muestran las cisteinas del sitio activo.

Las PDIs presentan actividad de oxidoreductasa y de disulfuro isomerasa (Fig. 5).
Mediante la primera actividad generan los puentes disulfuro. En este proceso la PDI en forma
oxidada se reduce al formar un puente disulfuro mixto con una cisteina del sustrato. Este
puente se abre en un paso subsiguiente mediante la formacién de un puente disulfuro interno
del sustrato, quedando la PDI en forma reducida. El resultado de este proceso es la
transferencia de un puente disulfuro desde la PDI al sustrato. La PDI reducida es vuelta a
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oxidarse mediante un sistema de reciclado en donde el Ultimo componente es una enzima
denominada Erolp, la cual transfiere los electrones al oxigeno. Alternativamente aquellos
sustratos que ya formaron puentes disulfuro pueden ser reducidos por la PDI para generar un
complejo covalente, el cual es resuelto por algun otro residuo de cisteina del sustrato que no
formaba parte del puente original. El resultado de este proceso de reduccién y posterior
oxidacion es la isomerizacion de los puentes disulfuro dentro del sustrato.
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Figura 5. Actividades de las PDls.

Desconocemos si las PDIs "saben" cuando el sustrato formd los puentes disulfuros
correctos y por ende deben frenar su actividad. Aparentemente existe un juego entre
estabilidad y cinética, en donde los puentes disulfuro "nativos" serian menos susceptibles a ser
reducidos por las PDIs. En el reticulo de una célula eucarionte hay al menos unas 18 PDls
diferentes. En algunos casos se ha podido identificar que ciertas PDI presentan especificidad
por algunos sustratos, por ejemplo la ERp57 es una PDI dedicada a la isomerizacién de
puentes disulfuro de glicoproteinas solubles (13). Sin embargo, todavia estamos lejos de
comprender la gran complejidad de este sistema.

N-Glicosilacion

La N-glicosilacién es una modificacion en donde el oligosacarido GIcNAc,MangGic; se
une covalentemente a un residuo de asparagina mediante una union N-glicosidica (Fig. 6).
Casi todos los eucariontes transfieren este oligosacérido, con la excepcién de algunos
tripanosomastidos que transfieren GIcNAc,Mang. El residuo de asparagina modificado forma
parte del secuén® Asn-X-Ser/Thr, en donde X puede ser cualquier residuo excepto prolina.
Asimismo existen casos en donde la secuencia Ans-X-Cys puede ser empleada.
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pl.4

Figura 6. Estructura del oligosacérido transferido en el RE vy sitios de corte de las enzimas

encargadas del procesamiento inicial

El oligosacarido es transferido en bloque desde dolicol-pirofosfato por un complejo
llamado oligosacariltransferasa (OST), el cual en vertebrados estd compuesto por ocho
subunidades diferentes (OST1, OST2, OST3, OST4, OST5, STT3, Swpl1 y Wbp1) (14). STT3
es la subunidad catalitica, y es la unica subunidad presente en giardia y en los kinetoplastidos
(Fig. 7). No es claro el rol de las demdas subunidades, aunque se supone que regulan la
especificidad de la transferencia (15). Este complejo se encuentra asociado al translocén, de
forma que la glicosilacion tiene lugar cotraduccionalmente. La presencia de un sitio de
glicosilacion no garantiza que el mismo vaya a ser modificado y cerca del 85 % de los sitios
posibles son utilizados. En este sentido, se ha observado que la tendencia local a formar
estructuras secundarias puede modular la eficiencia de la OST. Dado que aproximadamente un
tercio de las proteinas de un eucarionte ingresan a la via secretoria, tenemos que cerca de un
cuarto de las proteinas totales son N-glicosiladas, siendo la modificaciéon postraduccional mas

frecuente (16).

2Secuon: secuencia conservada de aminoacidos que es modificada quimicamente.
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Figura 7. Subunidades de la OST presentes en los diversos eucariontes

Si  bien inicialmente se postuld6 que la N-glicosilacion ocurre siempre
cotraduccionalmente, evidencia reciente indica que algunas proteinas pueden ser glicosiladas
luego de haber finalizado su sintesis. Llamativamente en vertebrados, plantas e insectos
existen dos isoformas de la subunidad catalitica de la OST (STT3A y STT3B). Actualmente se
postula que la STT3A estaria dedicada a la N-glicosilacion cotraduccional, mientras que la
STT3B seria responsable de la N-glicosilacion postraduccional (17). Desconocemos la
relevancia biolégica de estas observaciones, sin embargo la existencia de dos isoformas de
STT3 seria una forma de asegurarse una mayor ocupaciéon de los secuones de glicosilacién.

Funciones de los N-Glicanos

La N-glicosilaciéon cumple diversos roles (18). Por un lado, los glicanos son
componentes esenciales en procesos de reconocimiento célula-célula y célula-matriz,
modulando fenédmenos de adhesion, secrecion y diferenciacion. La gran variedad estructural
que pueden presentar los azucares y la posibilidad modificar el perfil quimico de un glicano a
los largo de la vida celular las convierten en moléculas ideales para modular estos procesos.
Sin embargo, estas funciones, que podriamos llamar "fisioldégicas", estan superpuestas con
efectos directos que ejercen sobre la estructura de las glicoproteinas. Los glicanos son
moléculas hidrofilicas de gran tamano que pueden modular el plegamiento y la estabilidad de
las proteinas que modifican. Un glicano de alta manosa pesa unos 2000 Da, mientras que uno
tetrantenario polisialilado puede pesar unos 5000 Da. Claramente es una modificacion quimica
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bastante mas notoria que muchas de las modificaciones postraduccionales mas comunes
(fosforilacién, acetilacion, metilacion, etc.). En cuanto a la modulacién de la estabilidad proteica
los efectos son variados (19). En muchos casos la presencia de un N-glicano aumenta la
estabilidad térmica de una proteina y disminuye la susceptibilidad a proteasas. Sin embargo, en
otros tantos casos la estabilidad de una glicoproteinas no se ve afectada luego de
desglicosilarla. Por otra parte, en general los glicanos disminuyen la tendencia a formar
agregados proteicos, aumentado marcadamente la reversibilidad de los procesos de
desnaturalizacion. Este puede adscribirse a un efecto de "proteccion hidrofilica”, en donde el
glicano cubre la superficie proteica previniendo las interacciones inespecificas, comportandose
como si fueran chaperonas quimicas. A nivel de la estructura local, la presencia de un glicano
favorece la formacion de giros en la cadena polipeptidica (20), y muy cominmente se los
encuentra en este tipo de estructuras. Finalmente, algunos glicanos pueden no tener efectos
una vez que la proteina adquirid6 su estructura nativa pero son necesarios para asistir en su
maduracion conformacional en el RE. Esta gran variedad de funciones dificulta la asignacién de
un rol especifico a un dado glicano. La ausencia de actividad biolégica al eliminarse un glicano
puede deberse a que forma parte del sitio de union para un ligando, 0 a que es necesario para
el correcto plegado, sin ser estas posibilidades mutuamente excluyentes. Para el caso de
glicoproteinas que presentan mas de un glicano, hay ejemplos en los cuales algunos son
necesarios para procesos de reconocimiento mientras que otros los son para el plegamiento.

Sintesis del Dolicol-Oligosacarido

La biosintesis de dolicol-P-P-GINAc,MangGlc; ocurre sobre ambos lados de la
membrana del RE (Fig. 8). El primer paso es la generacién de dolicol-P-P-GIcNAc sobre el lado
citosdlico, el cual se sintetiza a partir de dolicol-fosfato y UDP-GIcNAc. A continuacion se
incorpora el segundo residuo de azucar, el cual también proviene de UDP-GIcNAc. Los cinco
residuos siguientes de manosa también se incorporan de lado citosélico, usando GDP-Man
como dador. Luego el intermediario dolicol-P-P-GlcNAc,Mans se transloca hacia el lado del
lumen del RE en un proceso denominado flipping. Alli se incorporan los demas residuos de
manosa y glucosa a partir de dolicol-P-manosa y dolicol-P-glucosa, respectivamente. Estos
precursores son sintetizados sobre la hemicapa lumenal de la membrana a partir de dolicol-
fosfato, UDP-Glc y GDP-Man. No son claras las razones para esta peculiar distribuciéon entre
las hemicapas de la membrana. Se conocen todas las enzimas de esta via con la excepcién de
la encargada de la translocacion del dolicol-P-P-GlcNAc.Mans, denominada "flipasa". En
levaduras es posible eliminar algunos de los genes de esta via, de forma de modificar a
voluntad el oligosacarido transferido. Por ejemplo, la eliminacion del gen alg5 provoca la
transferencia de GIcNAc.Many, a las glicoproteinas nacientes, aunque con menor eficiencia. Si
bien en la mayor parte de los organismos la N-glicosilacion se inicia con la transferencia del
oligosacéarido GlcNAc,MangGilcz, en algunos se transfieren versiones mas abreviadas del
mismo. Por ejemplo T. cruzi, al carecer de la enzima que sintetiza dolicol-P-Glc, transfiere
GlcNAc;Mans.

91



Revista QuimicaViva - Numero 2, afio 8, agosto 2009 - quimicaviva@gb.fcen.uba.ar

PO

mamferon:n = 17 -2 1
n tipamosomdsidos:n=10- 13

%.- =I

E S S
5 5

P P B P

P Z=xUDP-GeoNAc p S5xGOP-Man P 4x Dol-P-Man Il;u Fx Dol-P-Gle llj

Dol Dol Dol Dol Dol

flip
CITOSOL LUMEN DEL RE

WGcHA: @ Mo &Gl

Figura 8. (A) Estructura del dolicol fosfato. (B) Biosintesis del dolicol-P-P-GIcNAc,ManyGlc;.

Procesamiento de los N-Glicanos

La N-glicosilacion se inicia con la transferencia del mismo oligosacérido para todas las
glicoproteinas. Asimismo, el procesamiento inicial que sufre en el RE es comun para todas
(Fig. 9). Después de la transferencia, las enzimas glucosidasa | (Gl) y glucosidasa Il (Gll)
eliminan los residuos de glucosa. Estas enzimas se encuentran en el RE, la primera unida a la
membrana y la segunda soluble en el lumen. Asimismo es comun que mientras la
glicoproteinas esta en el reticulo se pierda la manosa externa de la rama B, reaccion catalizada
por la alfa manosidasa | del RE (Man 1).
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Figura 9. Procesamiento inicial de los N-glicanos en el RE.

La uniformidad en este procesamiento inicial contrasta con la gran diversidad
estructural de los N-glicanos presentes en las glicoproteinas maduras. Se pueden encontrar
diversos tipos de N-glicanos (alta manosa, hibridos y complejos), los cuales pueden presentar
otros residuos distintos de los transferidos originalmente (fucosa, acido sidlico, galactosa,
xilosa, etc.). Hay que resaltar que mientras tres aminoécidos idénticos pueden formar un unico
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péptido posible, tres hexosas iguales se pueden combinar de 176 formas diferentes. La gran
diversidad de los glicanos maduros es consecuencia de la actividad de diversas glicosidasas y
glicosiltransferasas localizadas principalmente en el aparato de Golgi (Fig. 10).
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Figura 10. Procesamiento de los N-glicanos en el Golgi. Las flechas rojas indican sitios en
donde se pueden adicionar nuevos residuos.

Los N-glicanos maduros preservan el "core glycan" (GlcNAc.Mans), el cual esta
compuesto por los cinco primeros residuos presentes en el glicano transferido inicialmente. En
los distintos taxones existen vias predominantes para la maduracién de los N-glicanos. Por
ejemplo, en levaduras los mas comun es la adicién de varios residuos de manosa, mientras los
insectos usualmente presentan el "core glycan" modificado con fucosa, sin mostrar una mayor
elongacion de las ramas externas (Fig. 11).
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Figura 11. Algunos de los glicanos que se encuentran frecuentemente en diferentes taxones.
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Como vimos, luego de la transferencia el glicano es procesado hasta llegar al "core
glycan". Sin embargo, para la sintesis de GIcNAc,ManyGlcs se emplean una gran cantidad de
precursores de alta energia. Surgen las siguientes preguntas: ¢Por qué transferir un
compuesto que a continuacion va a ser degradado? ¢No seria mas conveniente
transferir inicamente el "core glycan™ y a partir de alli construir el resto del glicano?
Responder estas preguntas tomé mas de veinte anos de trabajo. Hoy sabemos que los N-
glicanos son utilizados durante la biosintesis y plegamiento de proteinas en el RE como un
sistema que codifica informacion acerca de su estado conformacional. Puesto que durante su
plegamiento las proteinas deben enfrentar problemas similares, independientemente de su
funcién bioldgica, las células aprovechan un sistema comun basado N-glicanos para lograrlo.

La reglucosilacion de proteinas

Una observacién inicial que sugirié funciones tempranas de la N-glicosilacion fue la
deteccién en T. cruzi del oligosacarido GIcNAc.MangGle (21). En la mayor parte de los
organismos la presencia de este compuesto se explica por la deglucosilacion parcial del
oligosacaérido trasferido, sin embargo como T. cruzi transfiere GlcNAc,Mang, la presencia de
glicanos monoglucosilados s6lo puede explicarse por una adicion de glucosa posterior a la
glicosilacion inicial (22). Este residuo de glucosa esta presente mientras las glicoproteinas se
encuentran en el RE, y generalmente no se lo detecta una vez que arribaron a su destino final.
Este hallazgo incentivé la busqueda de esta reaccién en otros organismos, encontrandose
conservada en practicamente todos los eucariontes con la excepcién de S. cerevisiae. La
glucosa que se agrega es la ultima que fue removida por la Gll. Asimismo, esta reaccién puede
darse sobre glicanos que han perdido una o dos manosas, aunque con menor eficiencia. Por lo
tanto en el esquema del procesamiento inicial de los N-glicanos debemos incluir esta nueva
reaccion (Fig. 12).
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Figura 12. Procesamiento de los N-glicanos en el Golgi.

La enzima responsable de la reglucosilacion se denomina UPD-Glc:glicoproteina
glucosiltransferasa (GT o UGGT). Esta enzima utiliza como aceptor a una glicoproteina
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conteniendo oligosacaridos de alta manosa (GIcNAc,Mang, GlcNAc,Mang y GlcNAc,Man;) y
como dador de glucosa al UDP-Glc. En su extremo C-terminal presenta una secuencia KDEL
de retencidn, siendo la Unica glicosiltransferasa soluble en el lumen del RE (23). Los productos
de la reaccion catalizada por la GT son la proteina glucosilada y UDP. En los primeros intentos
para purificar esta enzima se probd como sustrato aceptor a la tiroglobulina bovina y como
dador al UDP-["*C]-Glc. En teoria, luego de incubar los microsomas con esta mezcla y de
precipitar la tiroglobulina con acido tricloroacético se podria medir la cantidad de glucosa
incorporada mediante la radioactividad asociada al precipitado. Si bien en estas condiciones es
posible medir la reaccion, la actividad enzimatica que se obtiene es bastante pobre. Por este
motivo la purificacion de la GT estuvo frenada durante varios afios. Eventualmente se pensé
que la tiroglobulina no era un buen aceptor porque sus N-glicanos podrian estar ocultos, siendo
inaccesibles a la enzima. Por este motivo se probdé desnaturalizarla previamente con urea y
calor. Al usar este nuevo sustrato se encontré que la reaccién era unos dos oOrdenes de
magnitud mas rapida que la medida con el aceptor en condiciones nativas. Este nuevo ensayo
sirvi6 como base para purificar la GT, y luego de secuenciar su extremo amino terminal se la
pudo clonar. Si la teoria de la baja exposicién de los glicanos en la tiroglobulina nativa fuera
correcta, un oligosacéarido de alta manosa deberia se un aceptor éptimo. Contrariamente a lo
esperado, estos oligosacaridos son aceptores bastante pobres. Estas observaciones muestran
que la GT reconoce los glicanos de alta manosa que estan unidos a proteinas
desnaturalizadas, mientras que cuando las mismas se encuentran en forma nativa son
sustratos pobres. Una observacién similar se realizé con diversas glicoproteinas, de forma que
la GT reconoceria algun aspecto comun a las glicoproteinas desplegadas (¢Mayor movilidad
de la cadena peptidica? ¢ Exposicién de residuos hidrofobicos?).

La serendipia en el descubrimiento cientifico

Serendipia (del inglés serendipity): hallazgo cientifico afortunado e inesperado que se realiza
de forma casual. Fue acufado por el escritor inglés Horace Walpole en 1754 a partir de un
cuento persa del siglo XVIII llamado «Los tres principes de Serendip», en donde los
protagonistas, unos principes de la isla Serendip (nombre arabe para Sri Lanka), resolvia sus
problemas a través de increibles casualidades.

El descubrimiento de la reglucosilacidon ocurrié gracias a dos hechos fortuitos, el
sistema biolégico utilizado (T. cruzi) y la forma de marcacion (['“C]-Glc). Solamente en un
kinetoplastido es posible detectar esta reaccion, porque estos organismos transfieren glicanos
desprovistos de residuos de glucosa. Sin embargo con esto no alcanza. Usualmente para
marcar oligosacaridos se emplea [*H]-Man, dado que por su mayor radioactividad especifica es
mas barato que el [140]-Glc. De haberse utilizado manosa tritiada hubiera sido imposible
detectar los derivados monoglucosilados. Esto se debe a que el andlisis de glicanos se realiza
mediante cromatografia en papel, en donde los oligosacaridos se detectan por su
radioactividad (también se puede usar HPLC). En las marcaciones con [*H]-Man los picos
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principales que se detectan son GIcNAc.Mang, GlcNAc,Mang y GIcNAc,Manz, mientras que sus
derivados monoglucosilados son de muy dificil deteccion. En cambio, cuando se marca con
[14C]-Glc, aunque eventualmente todos los azucares terminan marcados, en tiempos cortos de
incubacion lo primero que se marca son los oligosacaridos monoglucosilados, permitiendo asi
su deteccion. Si bien la marcacion con [140]-G|c es bastante mas cara, gracias a la ineficiencia
de la Aduana a mediados de los afios 70 no era conveniente marcar con [3H]-Man. Resulta que
la alta actividad especifica de este compuesto hace que sufra un proceso de auto degradacion
denominada radidlisis y por ello no es posible almacenarlo por mucho tiempo. Este problema
no se da con el ["*C]-Glc. Cuando llegaban los envios del exterior era frecuente que fueran
retenidos en la Aduana durante meses por trabas burocraticas de lo mas variadas, de forma
que cuando la [*H]-Man finalmente llegaba al laboratorio era inservible. Este es un buen
ejemplo en donde la ineficiencia burocratica adelanté el progreso de la ciencia (no conozco

ningun otro).

Control de calidad de plegamiento

En paralelo al descubrimiento de la GT se purificé una proteina con actividad de lectina
por oligosacéridos monoglucosilados. Inicialmente esta lectina fue aislada por su capacidad
para unir calcio, y dada su localizacion en el RE se la denominé calreticulina (CRT) (24, 25). Al
poco tiempo se aislé una proteina paraloga a CRT, la cual esta anclada a la membrana del RE
y que fue bautizada como calnexina (CNX). Asimismo, desde hacia tiempo se conocia la Gll,
enzima que revierte la actividad de GT, pero que a diferencia de GT su actividad no es
afectada por el estado conformacional de sus sustratos. Por lo tanto a principios de los arios 90
se conocian los siguientes componentes:
¢ CRT y CNX: lectinas residentes del RE que unen glicanos monoglucosilados de alta manosa
e GT: enzima que glucosila glicoproteinas de alta manosa en conformaciones no nativas.
¢ Gll: enzima que hidroliza la glucosa de glicoproteinas monoglucosiladas independientemente

de su estado conformacional.

En el afo 1994 fue publicado un trabajo que cambié la vision del plegamiento de
proteinas en el RE (26). En este articulo se combinaron estos componentes en un mecanismo
denominado control de calidad de plegamiento de glicoproteinas (QC). En este ciclo las
proteinas ingresan al RE, son glicosiladas con GIcNAc,MangGlcs y a continuacion se remueven
las dos glucosas terminales, generando GlcNAc,MangGlc (Fig. 13). En esta etapa la
glicoproteinas son unidas por CRT y/o CNX, reteniéndolas en el RE. Eventualmente el Gltimo
residuo de Glc es removido por la Gll, y las glicoproteinas se disocian de las lectinas. En esta
instancia, si la glicoproteina adquirié se estructura nativa podra seguir su camino por la via
secretoria. Por el contrario, de no haberse plegado correctamente sera reconocida por la GT,
quien vuelve a anadir el Ultimo residuo de glucosa y regenera el complejo con las lectinas. De
esta forma las proteinas que no terminaron de plegarse son retenidas en el RE. Practicamente
todas las glicoproteinas son sometidas a este control de calidad, el cual aumenta la eficiencia
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del plegamiento al otorgarle a las proteinas méas oportunidades para plegarse correctamente.
En general las chaperonas se unen a proteinas desplegadas en un ciclo acoplado a la hidrélisis
de ATP. En el fondo el ciclo de CRT/CNX hace algo similar, en donde el papel del ATP es
reemplazado por UDP-Gic. Este ciclo puede visualizarse como una chaperona clasica en
donde las funciones de reconocimiento de defectos estructurales (GT), unién de proteinas mal
plegadas (CRT/CNX) e hidrélisis de UDP-Glc (GT y Gll) fueron distribuidos entre varias
proteinas. El QC no s6lo supervisa la adquisicion de la estructura terciaria, sino que también
opera durante el ensamblado de oligémeros. Se ha demostrado, por ejemplo para el receptor
de linfocitos T, que las subunidades del oligémero son retenidas en el RE hasta que se
completa su ensamblado (27). Y de hecho se ha visto en experimentos libres de células que la
GT puede reconocer subunidades "huérfanas" (ver abajo).

Como todo control de calidad, este sistema puede presentar dos posibles fallas: por
defecto y por exceso. En el primer caso, proteinas que presentan errores en su conformacién
evaden el QC. Esto puede tener consecuencias desastrosas porque estas proteinas pueden
generar agregados téxicos. Por el contrario, un exceso de celo del sistema podria retener en el
RE proteinas biolégicamente activas. Existen ejemplos para ambos casos. El caso de la
fibrosis quistica es muy ilustrativo. Esta enfermedad se origina por la ausencia (o deficiencia)
de una proteina de la membrana plasmatica que funciona como canal de cloruro denominada
CFTR, siendo la enfermedad genética de mayor incidencia en caucasicos (28). Las personas
afectadas tienen mutaciones en el gen de CTR que imposibilitan su salida del RE, siendo la
mas comun la ausencia de un residuo de fenilalanina en la posicién 508 (AF508). Estas
proteinas mutantes poseerian actividad biolégica si arribaran a la membrana plasmética, sin
embargo nunca llegan a su destino final porque son retenidas en el RE por el QC. De hecho la
variante silvestre del CFTR presenta una eficiencia de maduraciéon muy baja, y so6lo el 10 % de
la proteina sintetizada llega a su destino final. Para tratar este tipo de patologias se esta
explorando la posibilidad de modular al sistema de QC de forma de hacerlo menos eficiente
para algunos sustratos (por ejemplo estabilizando el CFTR). En el fondo estos problemas
surgen porque unos de los principales dilemas del QC es distinguir las proteinas que estén en
proceso de plegarse correctamente de aquellas que presentan fallas irreversibles, siendo
necesario un delicado equilibrio entre la maquinaria de plegado y la encargada de degradar
proteinas.
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Figura 13. Rol de los N-glicanos en la via secretoria. (1) Transferencia inicial de N-glicano. (2)

Corte de las dos glucosas externas por Gl y Gll. (3) Union de los intermediarios
monoglucosilados a CRT/CNX. (4 y 5) Reglucosilacion por la GT de las proteinas mal plegadas
y generacién de UDP. (6) Ingreso de UDP-Glc al lumen del RE. (7) Hidrdlisis de la dltima
glucosa por la Gll. (8) Exportacion de proteinas del RE. (9) Degradacion de proteinas mal
plegadas por el ERAD. (10) Exportacion de glicoproteinas hacia el ERGIC por ERGIC-53. (11)
Retorno de glicoproteinas desde el ERGIC por VIP36. (12) Generacion de Man-6-P en el Golgi.
(13) Redireccionamiento de proteinas hacia el lisosoma.
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Estructura de CRT y CNX

CRT y CNX tienen una identidad de secuencia cercana al 40 % y presentan una
estructura muy similar. La principal diferencia es la presencia en CNX de un segmento
hidrofobico cerca del extremo carboxilo terminal que la ancla a la membrana del RE. Ambas
proteinas presentan un dominio globular sobre el extremo amino terminal formado por dos
hojas beta antiparalelas (dominio N). En este dominio, que es muy similar a las lectinas de
plantas leguminosas, reside el sitio de union para oligosacaridos monoglucosilados. Una
caracteristica Unica de estas lectinas es la presencia de un dominio alargado protruyente, muy
rico en residuos de prolina (dominio P). Si bien la actividad de lectina no depende de la
presencia del dominio P, se ha demostrado que mejora su actividad como chaperona. A partir
de experimentos de difraccion de rayos X se resolvio la estructura de la zona lumenal de CNX
(dominio P mas dominio N), y mediante resonancia magnética nuclear conocemos la estructura
del dominio P de CRT (Fig. 14) (29). También contamos con fotografias de microscopia
electronica de CRT en donde se observa un dominio globular (dominio N) unido a una zona
elongada de gran flexibilidad (dominio P) (30). No disponemos de la estructura del complejo
entre las lectinas y sus ligandos, aunque la estructura cristalografica de CNX sugiere posible un
mecanismo de union.
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Figura 14. (A) Distribucién de dominios de CRT. (B) Estructura del dominio lumenal de CNX
(cédigo PDB: 1JHN).

La gran flexibilidad del dominio P en principio podria haber evitado la obtencién de
cristales con la calidad necesaria para la difraccion de rayos X. Sin embargo la estructura de
esta proteina muestra el dominio P en una conformacién definida. Esto se comprende al
observar las proteinas vecinas en el cristal, en donde el dominio P rodea al dominio N de una
proteina contigua (Fig. 15).
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Figura 15. Estructura del dominio lumenal de CNX en donde se muestra la proteina més
cercana la celda cristalina (PDB: 1JHN).

Posiblemente mientras una glicoproteina se une al dominio N a través de su glicano, el
dominio P "abrazaria" a su porcién peptidica. Este complejo protegeria al sustrato de
interacciones no deseadas, previniendo su agregacién. Si bien no sabemos qué grado de
desplegado presenta un sustrato cuando se une a CRT o CNX, evidencia obtenida in vivo
sugiere que se unen a intermediarios avanzados de plegamiento, posiblemente como
consecuencia de la mayor actividad de GT para con este tipo de estructuras (ver abajo). Por
otra parte, la punta del dominio P interacciona con ERp57, una PDI que presenta cierta
especificidad por glicoproteinas. De esta forma mientras la glicoproteina se mantiene unida a
CRT/CNX, ERp57 ayuda en la formacién de los puentes disulfuro nativos. Una comparacion de
la distribucion de dominios entre la PDI clasica y ERp57 es reveladora. Ambas proteinas
poseen cuatro dominios homologos a tioredoxina (a-b-b™-a”"), de los cuales s6lo los dominios a
y a’ presentan el sitio activo para la isomerizaciéon. En la PDI los dominios b y b" estan
dedicados a unir al sustrato, mientras que en ERp57 estos dominios se unen a la punta del
dominio P. De esta forma la presentacion de los sustratos a ERp57 estaria a cargo de CRT y
CNX, explicando su mayor selectividad por glicoproteinas.

Reconocimiento por GT

De los cuatro componentes del QC, el unico sensible al estado conformacional de los
sustratos es la GT. Esta proteina esta presente en practicamente todas las células eucariontes
(con la notable excepcién de S. cerevisiae) y su tamano ronda los 160-170 kDa. Esta
conformada como minimo por dos dominios. El dominio carboxilo terminal est4 conservado,
comprende cerca del 20 % de la secuencia, une UDP-Gilc y alli se localiza el sitio activo de la
enzima. El dominio N terminal abarca el resto de la proteina, presenta una gran variedad de
secuencia y se supone que es el encargado de reconocer al polipéptido mal plegado. Proteinas
quiméricas construidas con dominios N y C de especies diferentes poseen actividad biolégica.
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Llamativamente en algunas especies existe un segundo gen con alta homologia con GT. En
humanos los genes para GT se llaman huggt1 y huggt2, y si bien ambos se expresan solo el
primero posee actividad bioldgica.

Experimentos preliminares revelaron que la GT presenta una preferencia por proteinas
desplegadas (31). Recientemente se pudo demostrar que dentro de la miriada de las posibles
conformaciones que puede adoptar una proteina mal plegada, la GT prefiere a aquellas que
son mas compactas y que exponen parches hidrofobicos. Esto se vio utilizando una familia de
proteinas derivadas del inhibidor de quimiotripsina 2 que presenta cortes progresivos en su
extremo C-terminal (32, 33). La capacidad de esta familia como sustrato de GT es muy similar
a su habilidad para unir el acido anilino naftalensulfénico (ANS). Este compuesto fluorescente
se une a parches hidrofébicos expuestos, siendo muy Uutil para detectar intermediarios
colapsados de plegamiento. Asimismo, usando como sustrato la aglutinina de soja (SBA) se
pudo demostrar que la GT puede reconocer oligdmeros desensamblados (34). La SBA es un
homotetramero que puede desensamblarse en mondmeros al incubarse con concentraciones
bajas de urea. Al disociar la SBA la actividad de GT aumenta de forma paralela a la fraccién
molar de mondémero. De forma similar a lo observado con el ClI2, existe aqui una excelente
correlacion entre unién de ANS y reconocimiento por GT. En este caso el ANS se une a un
parche hidrofébico que se encuentra oculto en la superficie de contacto entre las subunidades
del tetramero, el cual se expone cuando se lo disocia. Estos experimentos fueron hechos en
sistemas libres de células y ambos sugieren que la GT participaria durante las etapas
avanzadas del plegamiento. Esto se ha podido confirmar en células de T. cruzi siguiendo como
sustrato modelo la cruzipaina, una abundante proteasa lisosomal (35). Al estudiarse el estado
de plegamiento de la cruzipaina se ve que cuando se encuentra asociada a CRT tiene
formados gran parte de sus puentes disulfuro. Como en este sistema biolégico la Unica forma
que tienen las glicoproteinas de asociarse a CRT es a través de la actividad de GT, estas
observaciones sugieren que la enzima reconocié a la cruzipaina en etapas avanzadas de su
maduracién conformacional. No existe informacién estructural de la GT, y por lo tanto

desconocemos como hace para reconocer a sus sustratos.

Los N-Glicanos mas alla del RE

El movimiento de glicoproteinas entre el RE y ERGIC (compartimiento intermedio entre
el RE y el Golgi) esta mediado en varios casos por receptores con actividad de lectina. Existen
al menos dos lectinas que ciclan permanentemente entre ambos compartimentos, ERGIC-53 y
VIP36. Estas lectinas presentan un corto segmento del lado citosdlico con la secuencia KKFF
(ERGIC-53) y KRFY (VIP36) responsable de este movimiento (36). Ambas lectinas tienen
afinidad por glicanos de alta manosa. ERGIC-53 participa en la salida del RE de los factores de
coagulaciéon V y VIIl, y de hecho ciertos tipos de hemofilia se deben a mutaciones en esta
lectina. Asimismo la salida de algunas proteasas lisosomales (catepsinas Z y C) también esta
mediada por ERGIC-53. La actividad de lectina de ERGIC-53 es dependiente del calcio y es
optima a pH 7.4, las condiciones del lumen del RE. Por este motivo la unién de los ligandos a
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ERGIC-53 se ve favorecida en el RE. Cuando el complejo llega al ERGIC encuentra un pH
ligeramente menor y con una menor concentracion de calcio, lo cual gatilla su disociacion. La
dependencia con el pH de la actividad de VIP36 inversa, y se presume que su funcién seria
llevar de vuelta a algunas glicoproteinas al ER, posiblemente a aquellas que aun no finalizaron
su plegamiento y que escaparon del QC (37). No se sabe si VIP36 presenta mayor afinidad por
glicoproteinas mal plegadas. En el aparato de GOLGI existe una bifurcacién en la via
secretoria, en donde se dividen las proteinas que van a los lisosomas de aquellas que terminan
en la membrana plasmatica o son secretadas. Aqui también los glicanos cumplen un papel
fundamental. Las manosas de las glicoproteinas lisosomales son modificadas con un fosfato
en la posicion 6, el cual sirve como senal de reconocimiento para receptores especificos (MPR)
que las conduce a los lisosomas. Estos sistemas muestran que los glicanos son utilizados en
varias instancias decisivas a lo largo de la via secretoria.

Perspectivas

Existen muchas preguntas abiertas acerca de las funciones biol6gicas de los glicanos.
No comprendemos el papel que cumplen durante el reconocimiento de las proteinas que van a
ser sustratos del ERAD. Si bien la pérdida de manosas cumple un rol fundamental, no sabemos
cémo el sistema distingue entre las proteinas que estdn en un camino productivo de
plegamiento de aquellas irreversiblemente mal plegadas. Aparentemente la baja actividad de la
manosidasa del RE les daria tiempo a las glicoproteinas para plegarse, funcionando como una
especie de temporizador. Por otra parte, las glicoproteinas sustratos del ERAD son
demanosiladas hasta GIcNAc,Mans, y recién entonces pueden ser retrotranslocadas al citosol.
En principio deberia existir alguna flipasa que permita el pasaje del glicano a través de la
membrana, y dado que en la via biosintética del dolicol-P-P-oligosacérido el paso de "flipping"
sucede cuando el glicano intermediario presenta la misma estructura es tentador pensar que la
misma proteina se encargaria de ambos procesos. Por otro lado, recién ahora comenzamos a
comprender la compleja regulacion de la actividad de la oligosacariltransferasa. Variaciones en
los patrones de expresiéon de las subunidades cataliticas de este complejo (STT3A y STT3B)
podria afectar el nivel de glicosilacién de ciertas hormonas proteicas, afnadiendo un nuevo nivel
de regulacién de su actividad biolégica. Por altimo, si bien la glicosilacion de proteinas hasta
hace poco se suponia circunscripta a la via secretoria, hoy sabemos que muchas proteinas
citosdlicas pueden ser O-glicosiladas por GIcNAc, modulando diversos procesos de
sefalizacion celular. En definitiva, la glicosilacién de proteinas pasé de ser una curiosidad
bioguimica a jugar un papel clave en diversos procesos de reconocimiento celular y
maduracién conformacional de las glicoproteinas.
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