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Resumen

Los receptores a manosa-6-fosfato (MPRs) regulan el transporte de
enzimas lisosomales a lisosomas. La coexistencia de dos tipos de MPR
(CD- y CI-MPR), en la mayoria de los tipos celulares es aun motivo de
controversia. En este estudio se evalud la expresion de ambos MPRs
en higado y cerebro de rata durante el desarrollo perinatal y se inten-
té establecer una relacion con la maduracién del aparato lisosomal.

La expresidon de CD- y CI-MPR vy la capacidad de ambos para interac-
tuar con diferentes ligandos fueron estudiadas en cada érgano a dife-
rentes edades perinatales. En ambos érganos, el CI-MPR exhibe una
elevada expresion a edades tempranas del desarrollo, y luego dismi-
nuye progresivamente hasta la edad adulta. Sin embargo, el nimero
de sitios de unién activos no cambia significativamente entre los es-
tadios tempranos y tardios del desarrollo, sugiriendo que el exceso de
CI-MPR en etapas tempranas estaria relacionado con funciones adi-
cionales, como la proliferacidon y diferenciacion celular. De un modo
diferente, el CD-MPR presenta una elevada expresion, alta afinidad
por ligandos fosfomanosilados y aumento en el numero de sitios acti-
vos recién desde el dia 10 de desarrollo. Estas propiedades del CD-
MPR se correlacionan con un aumento en la expresién de ligandos
fosfomanosilados y en la actividad de enzimas lisosomales, que ocu-
rren a partir del décimo dia de desarrollo. Concluimos que el CD-MPR
estaria mas relacionado con el proceso de maduracién lisosomal en
ambos d6rganos, el cual es evidente desde el dia 10 de nacimiento. El
CI-MPR podria tener funciones adicionales en las etapas tempranas
de desarrollo, en la regulacién del IGF-II (“insulin-like growth factor”)
u otros factores mitdégenos de crecimiento.



Abstract

Mannose-6-phosphate receptors (MPRs) mediate the transport of ly-
sosomal enzymes to lysosomes. The co-existence of two MPRs (CD-
and CI-MPR) in most cell types, is still controvertial. In this study,
expression of the two MPRs in rat liver and brain was evaluated dur-
ing perinatal development, and was attempted to establish a correla-
tion with the maturation of the lysosomal apparatus. Thus, the ex-
pression and the binding properties of the two MPRs were measured
in each organ at different perinatal ages. A high expression of CI-MPR
was observed in both organs at early ages of development and it de-
creases progressively up to adults. However, the number of affinity
sites does not change significantly between early and late ages, sug-
gesting that the excess of CI-MPR at early stages could be related to
additional functions, as cell proliferation and differentiation. In con-
trast, the CD-MPR exhibits high expression, high affinity to mannose-
6-phosphate ligands (M6P-L) and an increase of binding sites by the
day 10th after birth. These features correlate with a high expression
of M6P-L and the increased lysosomal enzyme activity observed
around this age. We concluded that CD-MPR plays a role in matura-
tion of lysosomes in rat liver and brain, whereas the CI-MPR may play
additional role at early stages of development, by regulating of IGF-II
or other mitogenic growth factors.

Introduccion

Los receptores a manosa-6-fosfato (MPRs) son proteinas transmem-
brana que participan en el transporte de las hidrolasas lisosomales a
lisosomas. El dominio luminal/extracelular de estos receptores posee
los sitios que reconocen residuos manosa-6-fosfato (M6P) en aquellas
glicoproteinas destinadas a lisosomas (e.g. enzimas lisosomales).

Luego de su sintesis en el Reticulo endoplasmatico rugoso (RER) las
enzimas lisosomales adquieren el residuo M6P en la regidon cis del
Aparato de Golgi e interactuan con los MPRs en la region trans (TGN)
de este compartimiento. Los complejos enzima-receptor son segrega-
dos de otras proteinas y transportados por vesiculas especiales que
emergen del TGN hacia compartimientos endosomales tardios, cuyo
pH acido permite la disociacion del complejo. Finalmente los MPRs
son reciclados hacia el TGN y las enzimas siguen su camino a lisoso-
mas, donde pierden (por clivaje) el residuo M6P, transformandose en
enzimas maduras (Lodish et al. Mol Cell Biol. (1999)). Este modelo se
esquematiza en la Figura 1.
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Figura 1: Esquema del transporte de hidrolasas acidas sintetizadas
"de novo" a los lisosomas (Lodish et al. Mol Cell Biol, 1999).

Dos formas de MPRs han sido descriptas hasta el momento: el recep-
tor cation dependiente de 46 kDa (CD-MPR), que necesita iones biva-
lentes como Ca+2, Mg+2 o Mn+2 en muy bajas concentraciones para
interactuar con sus ligandos; y el receptor catién independiente de
300 kDa (CI-MPR) que actua aun en ausencia de los iones (Hoflack
and Kornfeld (1985a); Hoflack and Kornfeld (1985b); Sahagian et al
(1981)).

La coexistencia de ambos MPRs en la mayoria de los tipos celulares
de mamiferos aun es motivo de controversia; algunas evidencias sos-
tienen que estos receptores reconocen grupos diferentes de ligandos,
mientras que otras estan a favor de una expresion redundante de es-
tas proteinas.

Un hecho significativo es que el CI-MPR tiene ademas la capacidad de
interactuar con otros ligandos que no contienen M6P, como el factor
de crecimiento IGF-II (“Insulin-like growth factor II”) (Tong et al
(1988)). Esto permite pensar que el CI-MPR puede tener un rol en la
regulacién del crecimiento y diferenciacion celular en etapas tempra-
nas del desarrollo embrionario o durante la maduracién de 6rganos.

Objetivos

En este trabajo de tesis hemos intentado responder a dos planteos
importantes: a)- si estos MPRs (CI y CD-MPR) cumplen roles diferen-



tes durante el desarrollo perinatal en 6rganos de mamifero, y b)- si
ambos MPRs se regulan mutuamente en cuanto a su expresién y fun-
cion.

Resultados

Para ello hemos estudiado algunas propiedades de los MPRs durante
el desarrollo perinatal de érganos de rata y observamos que ambos
receptores manifiestan diferentes comportamientos en este periodo.

La expresion del CI-MPR en higado y cerebro disminuye progresiva-
mente desde fetos de 18 dias a animales adultos (Figura 2A). Curio-
samente la cantidad de sitios activos que reconocen ligandos con M6P
por gramo de proteina (representado por Bmax en la Figura 2B y C)
no varia entre estadios tempranos y adultos, indicando que en esta-
dios tempranos el excedente en la expresién del CI-MPR podria re-
presentar una poblacion de los mismos con baja afinidad por ligandos
con M6P. Esto fortalece la idea de que ese excedente estda ocupado
por otra clase de ligandos (IGF-II?). Ademas, a medida que el érgano
evoluciona, los CI-MPR “mejoran” su afinidad por ligandos con M6P
(representada por KD en la Figura 2C), (Romano et al (2002); Roma-
no et al (2005).
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Figura 2: Caracteristicas del CI-MPR durante el desarrollo perinatal:
Deteccion por “western blot” y cuantificacion del CI-MPR en las mem-
branas de higado en las edades indicadas (A). La afinidad (inversa del
KD) y el numero de sitios activos (Bmax) también se modifican dife-
rencialmente (B). Un resumen de la variacion de estas propiedades
durante el desarrollo se muestra en C.

El CD-MPR en cambio, aumenta su expresidon, su numero de sitios ac-
tivos y su afinidad a partir de los 10 dias postnatales (Romano et al.
(2002) (Figura 3).

Estas propiedades del CD-MPR se correlacionan con la mayor activi-
dad de algunas enzimas lisosomales y con una mayor interaccion de
estas enzimas con el CD-MPR en este periodo tanto en higado (Ro-
mano et al. (2006)) como en cerebro (Romano et al, (2005)).
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Figura 3: Propiedades del CD-MPR: Deteccidon por “western blot” y
cuantificacion del CD-MPR en las membranas de higado en las edades
indicadas (A). La afinidad (inversa del KD) y el numero de sitios acti-
vos (Bmax) también se modifican diferencialmente (B). Un resumen
de la variacién de estas propiedades durante el desarrollo se muestra
en C.



Conclusiones

A partir de nuestros hallazgos postulamos que aunque ambos recep-
tores tengan la misma funcion primaria en el transporte de enzimas
lisosomales, su papel durante el desarrollo perinatal podria ser dife-
rente. Por lo tanto propusimos el siguiente modelo (Romano et al.
(2006)):

Figura 4: Funciones de los MPRs en el desarrollo perinatal de drga-
nos de rata, en las edades iniciales (A), a los 10 dias postnatales (B)
y en la edad adulta (C). G: Aparato de Golgi, N: nucleo, MP: mem-
brana plasmatica, Lys: lisosomas.

En las edades iniciales (fetos de 18 dias de gestacidon y animales re-
cién nacidos y de 5 dias) el CI-MPR participa fundamentalmente en el
control de la proliferacion celular. Esta es seguramente la principal
funcién de este receptor durante el desarrollo embriolégico. En este
periodo las enzimas lisosomales se encuentran poco activas y el CD-
MPR podria cumplir el papel primordial en el transporte de estas en-
zimas, en el proceso de maduracién lisosomal.

Todo parece indicar que a partir de los 10 dias se activa la biogénesis
del aparato lisosomal, representado por un aumento en la actividad
de enzimas lisosomales y de ligandos fosfomanosilados. Esto induce
cambios en las propiedades especificas del CI-MPR, que ahora se
prepara para reconocer y unir las enzimas lisosomales que comienzan
a sintetizarse y que deben ser transportadas. Pero esta capacidad del
CI-MPR se termina de adquirir a partir de los 40 dias, existiendo un
periodo de escasa actividad de este receptor. A partir de alli, proba-
blemente el comportamiento de ambos receptores se superpone y
sus funciones en el transporte son redundantes.

La mayor incidencia del CD-MPR en la maduracién lisosomal es ava-
lada por el hecho de que este receptor sélo reconoce ligandos fosfo-
manosilados.



Desde nuestros datos y el modelo planteado podriamos considerar
que la “posta” que hacen ambos receptores en el proceso de madura-
cion lisosomal implicaria una regulacion mutua entre ambas protei-
nas, fundamentalmente en etapas tempranas del desarrollo.
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