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ABREVIATURAS

axa/p-AR: adrenoceptor ouap
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Bluo-Gal: “5-bromo-3-indolyl $-D-galactopyranoside”
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Cho: colesterol

DAG: diacilglicerol

DNM: daunorubicina
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DTT: ditiotreitol

EDTA: &cido etilendiaminotetraacético
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FN: trans,trans,trans-3,7,11-trimetil-2,6,10-dodecatrien-1-ol o farnesol
FPA: &cido 2-fluoropalmitico

GG: trans,trans,trans,trans-3,7,11,15-tetrametil-2,6,10,14-hexadecatetraen-1-ol o
geranilgeraniol

GDP: guanosina 5 -difosfato

GDPBS: guanosina 5°-[p-tio]difosfato

Gayys: proteina Go implicada en la respuesta a estimulos de tipo gustativo
Gai: subunidad o del complejo de proteinas G heterotriméricas G;

Ga,: subunidad o del complejo de proteinas G heterotriméricas G,

Gay: subunidad o del complejo de proteinas G heterotriméricas G

G;i: proteina G heterotrimérica inhibidora del enzima adenilil ciclasa
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G,: proteina G heterotrimérica inhibidora del enzima adenilil ciclasa y moduladora de
canales de Ca®*

GPAL: proteina G de levaduras homdloga de la subunidad o de las proteinas G de
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G¢: transducina (proteina G heterotrimérica transductora de la sefial visual)
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H,: estructura lipidica de tipo hexagonal invertida

Icmt: isoprenilcistein-carboxil-metiltransferasa

IPTG: Isopropil B-D-1-Tiogalactopiranésido

JNK: proteina quinasa Jun N-terminal

L. estructura lipidica de tipo lamelar en fase cristal-liquida

Lg, estructura lamelar en fase gel

L., estructura lamelar en fase cristalina

Lg: estructura lamelar de tipo liquido-desordenada

L,: estructura lamelar de tipo liquido-ordenada

LPA: acido lisofosfatidico

LUV: vesicula unilamelar grande
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PE: fosfatidiletanolamina

PG: fosfatidilglicerol

PhLP1: “Phosducin-like protein”

P13K: enzima fosfatidilinositol-3"-quinasa

PI: fosfatidilinositol

PIP: fosfatidilinositol 4-fosfato

PIP,: fosfatidilinositol 4,5-bifosfato

PIP3: fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato

PKB: enzima proteina quinasa de tipo B, tambien denominada Akt
PKC: proteina quinasa de tipo C

PL.: fosfolipido
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Tm: T2 de transicion de fase gel (L) a fase cristal-liquida (L) o temperatura de fusion



RESUMEN

Las proteinas G heterotriméricas constituyen complejos de sefializacion claves para la
propagacion de sefiales del exterior al interior de las células. Un mensajero primario
cuya naturaleza puede ser muy diversa (proteina, péptido, pequefio neurotransmisor,
iones, fotones...) estimula un receptor de membrana heptahelicoidal acoplado a proteina
G. Su activacion produce un cambio conformacional en la proteina G que se halla
acoplada al receptor, que a su vez se activa. Entonces, la subunidad Ga intercambia
GDP por GTP y se disocia del dimero Gpy. El receptor, que permacece activado, puede
recibir otras proteinas G de forma secuencial y activarlas. Para ello, las proteinas G
estan en exceso molar respecto a los receptores que las activan, lo cual conduce a una
considerable amplificacion de la sefal.

Las proteinas G heterotriméricas estan constituidas por tres subunidades: o, B Y 7.
Hasta la fecha hay descritas en la especie humana 16 variantes de la subunidad o, 6 de
la subunidad B y 12 de la y (Escriba et al, 2007; Dupré et al, 2009). Tras la activacion
del complejo heterotrimérico, la subunidad o por un lado, y el dimero GBy por otro, se
dirigen hacia sus respectivas proteinas efectoras, modulando positiva o negativamente
su actividad. Las subunidades o pueden incorporar en su extremo amino-terminal los
acidos grasos miristico y/o palmitico, mientras que las subunidades y pueden verse
modificadas en su extremo carboxi-terminal por los lipidos isoprenoides farnesilo o
geranilgeranilo.

Un evento critico para la propagacion del mensaje por parte de las proteinas G es su
anclaje a la membrana plasmatica. Este fendmeno tiene lugar a través de los puntos de
las proteinas G donde ocurre la unién covalente de lipidos a las proteinas. Se sabe que el
complejo Gaisf1y2 €s capaz de incorporar los &cidos grasos miristico y palmitico, que
irian unidos a la proteina Gaiy, y el lipido geranilgeranilo, unido a la subunidad Gys,.
Dado que cada tipo de proteina G puede acoplarse con varios tipos de receptores (y
viceversa) la localizacion subcelular de dichas proteinas en determinados
microdominios de membrana influye en la sefalizacion celular. Este fue el complejo
multiproteico elegido como modelo de estudio en esta Tesis Doctoral, con el objetivo de
determinar el papel que los lipidos de las proteinas G, y determinados dominios

adyacentes, juegan en las decisivas interacciones proteina-lipido. También se traté de



comprender el efecto que diferentes lipidos, representativos de distintos dominios
lipidicos de las membranas bioldgicas, tienen en dichas interacciones.

Los resultados expuestos en este trabajo pusieron de manifiesto la importancia crucial
que los lipidos de las proteinas G tienen en la sefializacion celular, promoviendo por un
lado el anclaje de las proteinas G a las membranas bioldgicas; y, por otro lado,
dirigiendo el movimiento de las proteinas G en el plano lateral de dichas membranas,
entre microdominios de diferente estructura y composicion lipidica.

Para llevar a cabo este estudio, se generaron diferentes proteinas Gaiy y Gy,, mutadas
en los puntos en los que se produce la incorporacion de los lipidos. También se analiz
un pequefio dominio polibasico situado muy proximo al lipido geranilgeraniol de la
proteina Gy,, constituido por tres aminoécidos basicos. Asi, también se practicd
mutagénesis dirigida contra esos aminoacidos basicos, al efecto de poder determinar su
implicacion en la interaccién de las proteinas G con diferentes microdominios lipidicos.

Se comprob6 que el acido miristico fue decisivo para el anclaje de la proteina Gai; a
membranas lipidicas modelo. Su ausencia provoco la separacion casi total de la proteina
Gai; de los distintos tipos de membranas modelo estudiados. Por otro lado, la
miristoilacion de Gai; puso de manifiesto la preferencia por microdominios lipidicos
ordenados (L,) ricos en PS de una subunidad Gai; miristoilada pero no palmitoilada. En
cambio, la proteina Gai; miristoilada y palmitoilada simultineamente mostré una clara
preferencia por microdominios de tipo “raft” pobres en PS.

El 4cido palmitico es un lipido que se une reversiblemente a la proteina Gaiy, con lo
que podria dar lugar a importantes cambios conformacionales en la region N-terminal
de la proteina que llevarian al distanciamiento o acercamiento de aminoécidos basicos
de esa region a la superficie de la membrana plasmaética, dependiendo de si dicho acido
graso se halla o no unido a la proteina.

En el caso del dimero GpBiy,, se observd que también el lipido isoprenoide
geranilgeraniol fue esencial, promoviendo la union de todo el heterodimero a las
membranas lipidicas. Su presencia determind la preferencia del complejo GBiy, por
microdominios lipidicos con alta propension a adoptar una estructura de tipo no lamelar,
y muy especialmente por microdominios ricos en PE y PS. La ausencia del aminoacido
cargado positivamente, Lys-64, y sobre todo de los aminoécidos Arg-62 y Lys-65 en la
region C-terminal de Gy, supuso la pérdida parcial e incluso total de esa mayor union a
los microdominios lipidicos anteriormente citados. Asi pues, los aminodcidos béasicos

proximos al resto geranilgeraniol constituyen determinantes moleculares claves de la
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interaccion con microdominios ricos en lipidos pro-no lamelares. Ademas, estos
aminoacidos se revelaron como los principales responsables de las interacciones de tipo
electrostatico que se establecen entre el dimero Gy, y las bicapas lipidicas.

Como ocurriera con Gai; y con Giyz, también en el caso del complejo Gaiifiyz, el
acido miristico y el lipido isoprenoide jugaron un papel determinante, conduciendo
todos los complejos portadores de estas dos modificaciones hacia microdominios ricos
en PE, con alta propensién a adoptar una estructura de tipo no lamelar.

El acido palmitico constituyd, también en el heterotrimero GaiiBiy,, Un potente
regulador de las interacciones proteina-lipido, provocando importantes cambios
conformacionales en el complejo multiproteico. Su presencia provoco el
desenmascaramiento de aminodcidos anionicos que, al localizarse proximos a la
superficie de la membrana, condicionaron el movimiento de todo el complejo lejos de
microdominios de membrana ricos en PS. A diferencia de la proteina Gai; miristoilada
y palmitoilada, el destino preferido del complejo GaiiBiy, miristoilado, palmitoilado e
isoprenilado, fueron microdominios lipidicos de estructura pro-no lamelar (es decir, con
un empaquetamiento superficial laxo).

La ausencia de acido palmitico unido al complejo multiproteico, determiné una union
preferencial de dicho complejo a microdominios lipidicos ricos en PE y PS, el mismo
tipo de dominios a los que se unié mayoritariamente el dimero GB1y,. Se ha visto que
también en el caso del heterotrimero sin acido palmitico unido, los aminoacidos basicos
de la region C-terminal de Gy,, Lys-64, Arg-62 y Lys-65, son determinantes en las
interacciones de tipo electrostatico que tienen lugar con microdominios lipidicos ricos
en PS.

Los resultados presentados en este trabajo permiten tener una vision mas completa
acerca de los mecanismos moleculares implicados en las interacciones de las proteinas
G con los lipidos de membrana y, por tanto, en el proceso de transduccion de sefiales.
Ademas, este conocimiento permite disefiar estrategias para regular la sefializacion
basadas en el control de los lipidos de membrana que pueden ser utilizadas con fines

terapéuticos.
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Capitulo 1

INTERACCIONES PROTEINA Gai -LIPIDO.

1.1. INTRODUCCION

1.1.1. Los lipidos y la dindamica de las membranas lipidicas.

La vision cléasica de las membranas biolégicas como un medio estructuralmente
homogéneo, en el que proteinas y lipidos se mueven de una manera libre y aleatoria
(Singer & Nicolson, 1972), ha dado paso a un concepto méas completo sustentado en las
innovadoras medidas de dinamica de membranas. Esta ampliacién del modelo de Singer
y Nicolson otorga una nueva dimensién al concepto de mosaicismo: los lipidos y las
proteinas de las membranas se organizan siguiendo patrones de codistribucion no
aleatoria, constituyendo pequefios agrupamientos a una escala de unos pocos
nandémetros (1-10 nm.), y agrupamientos a una mayor escala, de centenares de
nanémetros e incluso micrémetros ( Vereb et al, 2003; Lingwood & Simons, 2010).

Una propiedad muy importante de este tipo de microdominios de membrana es su
dinamismo: se trataria de estructuras supramoleculares que continuamente se estarian
creando y destruyendo. Estariamos ante lo que se ha denominado mosaicismo
dindmicamente estructurado (Vereb et al, 2003). Ciertas restricciones al libre
movimiento de lipidos y proteinas por las membranas vendrian impuestas por
interacciones especificas lipido-lipido, lipido-proteina y proteina-proteina (Vereb et al,
2003).

Lipidos y proteinas se elevan al mismo nivel de relevancia en este marco conceptual
mas amplio. La forma molecular de los lipidos de membrana determina su segregacion
en dominios e influyen decisivamente en las propiedades fisico-quimicas de las
membranas (Giorgione et al, 1995; Escriba et al, 1997; Farkas et al, 2000; Garab et al,
2000). Dichas propiedades influyen en gran manera en el tipo de proteinas periféricas

que interaccionan con la membrana y, por lo tanto, influyen en la sefializacion celular
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(Escribd et al, 1995). Por su parte, las proteinas son elementos estructurales tan
importantes como los lipidos: las proteinas que interactdan con la membrana pueden
también modelar la estructura lipidica secundaria (Escriba, 2006). Asi, por ejemplo, uno
podria concebir una proteina como un elemento central de una unidad basica de “raft”,
en torno al cual se dispondrian lipidos en base a criterios de polaridad vy
complementariedad estérica (Vereb et al., 2003). Incluso, un analisis de las estructuras
primaria y secundaria de las proteinas permitiria predecir el entorno lipidico en el que
podrian estar embebidas total o parcialmente. Dominios proteicos con una estructura de
tipo hélice o que atraviesan membranas, o proteinas de membrana con una modificacion
lipidica determinada, muestran afinidad por un determinado tipo de estructura de
membrana, moduléandola a su vez cuando ocurre la interaccién (Escriba et al, 1997;
Funari et al, 2005; Vereb et al, 2003).

En este contexto, proteinas con grupos acilo saturados unidos covalentemente parecen
mostrar mayor preferencia por dominios con una estructura ordenada de tipo “lipid
raft”, mientras que proteinas preniladas tenderian a ser excluidas de este tipo de
formaciones (Melkonian et al, 1999; Resh, 1999; Moffett et al, 2000). Muchas de estas
proteinas desempefian un papel clave en la sefializacion celular.

Estas conclusiones, junto con el caracter dinamico en cuanto a composicion,
localizacion y tamafio que se le atribuye a los “lipid rafts” (Vereb et al, 2003; Lingwood
et al, 2009; Lingwood & Simons, 2010), reflejan la trascendencia de los modelos

actuales explicativos de la organizacion y la dinamica de las membranas biol6gicas.

1.1.2. Polimorfismo lipidico: las propiedades moduladoras de

lipidos pro-no lamelares desde la perspectiva estructural.

Las importantes aportaciones de Singer y Nicolson acerca de la naturaleza estructural
de las membranas bioldgicas han contribuido decisivamente a la creacién y desarrollo
de un marco de trabajo de caracter revisionista, con el que reformular toda idea de
homogeneidad en las membranas biologicas.

Importantes hallazgos biofisicos y bioquimicos se han venido acumulando en las
ultimas décadas, fundamentados en estudios en sistemas de membranas modelo y en el
andlisis del comportamiento de proteinas de membrana aisladas o fragmentos de éstas

en dichos sistemas. Los resultados de estos trabajos corroboran las hipétesis de la
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asimetria lateral y transversal de las membranas biologicas (Rothman & Lenard, 1977;
Escriba et al, 1997; Vogler et al, 2004; Funari et al, 2005; Veatch & Keller, 2005;
Barceld et al, 2007). En este contexto de heterogeneidad en la organizacion de las
membranas, una componente estructural denominada polimorfismo lipidico constituye
un factor clave (Escriba et al, 1997).

El polimorfismo lipidico o mesomorfismo lipidico podria definirse como una
propiedad de los lipidos para adoptar diferentes organizaciones supramoleculares. Esta
propiedad depende de dos tipos de caracteristicas (Israelachvili et al., 1980; Escriba,
2006):

i) caracteristicas intrinsecas de la molécula lipidica considerada, lo que en su conjunto
definiria una determinada forma lipidica.

ii) caracteristicas independientes del tipo de lipido, como son el pH, la temperatura, la
fuerza ionica, el grado de hidratacion.

El concepto de forma lipidica es conveniente, a la vez que relevante y amplio. Se usa
para describir el volumen ocupado por los fosfolipidos en el espacio y esta en funcion
de la estructura intrinseca de la molécula, y de sus propiedades electroquimicas
(Israelachvili et al., 1980).

No obstante, a raiz de lo expuesto anteriormente, conviene también considerar la
relatividad del concepto, pues la forma de un lipido puede estar muy condicionada en un
momento dado por la presion lateral que exista en los distintos puntos de la molécula
lipidica, por su grado de hidratacion, por la temperatura e incluso el tipo de residuos de
acidos grasos que porte. En relacion con estos restos acilo, su longitud, su orientacion
respecto al plano horizontal de la bicapa, el grado de instauracion de los mismos, la
posicién de las instauraciones dentro de las cadenas, son propiedades relevantes en el
comportamiento de fase de la molécula (Kirk et al, 1984; Epand et al, 1996; Lohner,
1996).

Un enfoque basado en el analisis de la forma lipidica podria ayudar a explicar de una
manera clara y sencilla la organizacién supramolecular que son capaces de adoptar los
diferentes lipidos en la naturaleza (figura 1-1-1): bien dando lugar a estructuras de tipo
bicapa, también Ilamadas lamelares, o bien, constituyendo estructuras de tipo no lamelar
(micelas tubulares, fases hexagonales, fases cubicas). Asi, los lipidos pueden ser
clasificados segun el volumen relativo de su cabeza polar respecto al volumen de sus
cadenas de acidos grasos, del siguiente modo (Israelachvili et al., 1980; Escriba et al,
1997; Escriba, 2006):
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i) lipidos similares a cilindros (ej. fosfatidilcolina), con una cabeza polar voluminosa,
que darian lugar a una organizacion supramolecular de tipo lamelar.

ii) lipidos con una cabeza polar mas pequefia en relaciéon al resto de la molécula,
similares a conos truncados (ej. fosfatidiletanolamina, diacilglicerol), que darian lugar a
estructuras de tipo no lamelar in vitro, entre ellas la denominada fase hexagonal
invertida (Hy).

iii) lipidos similares a conos invertidos (ej. lisofosfatidilcolina), con una séla cadena
acilo, que in vitro darian lugar a estructuras no lamelares diferentes a las anteriores, de
tipo fase hexagonal no invertida (H,).

Un mismo lipido con tendencia a constituir ordenamientos de tipo no lamelar, puede
presentarse organizado de esta forma o bien constituyendo diferentes estructuras de tipo
lamelar, dependiendo de factores ya mencionados como la temperatura. Kirk et al.
formularon una teoria de la transicion de fase L,—H, (Kirk et al, 1984), en la que se
expresa en términos energéticos la tendencia de una monocapa lipidica a relajarse por
completo, constituyendo una red estructural de tipo no lamelar. La energia libre elastica
(ug) en esta situacion de maxima estabilidad seria minima. La consecucion de ese estado
depende de una propiedad del lipido intimamente ligada al concepto de forma lipidica:
el radio de curvatura intrinseca, Ro. Rg se define como el radio de curvatura de la
interfase lipido-agua que minimiza ug. Factores que tienden a aumentar el volumen
relativo de la region de las colas hidrocarbonadas, tales como la temperatura o la
instauracion de las cadenas, disminuyen Ro. Por el contrario, factores que tienden a
aumentar el area efectiva de la cabeza polar (ej. carga del grupo de la cabeza polar)
incrementan Ro. En consecuencia, lipidos con una mayor predisposicion a originar
estructuras de tipo no lamelar tendran un valor mas reducido de Rq y viceversa (Kirk et
al, 1984; Gruner, 1985). Esta importante caracteristica de los lipidos tendra grandes

implicaciones funcionales.
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Figura 1-1-1. Estructura de los lipidos de membrana. Diferentes tipos de formas lipidicas y su
influencia en la estructura de una membrana. (a) Lipidos con una pequefia cabeza polar (en azul), como la
fosfatidiletanolamina, tienen una forma molecular similar a un cono truncado. En cambio, lipidos con una
cabeza polar voluminosa y una Unica cola hidrocarbonada (en verde), como los lisofosfolipidos, tienen
una forma similar a un cono invertido. Los primeros inducen una tension de curvatura negativa en las
membranas de las que forman parte, mientras que los segundos inducen una tensién de curvatura positiva,
y en ambos casos su agregacion da lugar a macroestructuras de tipo no lamelar (b). Son considerados por
ello lipidos pro-no lamelares. Por su parte, lipidos como la fosfatidilcolina, con volimenes similares en
sus regiones polar e hidrofébica, se asemejan a cilindros (a), y su agregacion da lugar a estructuras de tipo
lamelar (c) (figura adaptada de Escribg, P.V. (2006) Trends Mol Med, 12: 34-43).

Cuando se forman estructuras de tipo no lamelar, se originan a su vez huecos vacios en
los espacios intersticiales que quedan entre las micelas. Tales huecos han de ser
rellenados por las colas hidrocarbonadas, a fin de evitar la formacion de volimenes
vacios en el cuerpo hidrofébico, energéticamente muy desfavorables (figura 1-1-2). Esta
energia libre de empaquetamiento de las colas hidrocarbonadas se opone a la formacion
de estructuras de tipo no bicapa. Otros factores que también tienden a contrarrestar la
aparicion de este tipo de estructuras curvadas son la repulsion por hidratacion y la
repulsion electrostatica, los cuales favorecen la expansion de las superficies lipidicas

susceptibles de curvarse ( Kirk et al, 1984; Gruner, 1985).
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Figura 1-1-2. Secciones transversales de siete celdas de una red hexagonal de tipo H,. (a) Las
cabezas polares de los lipidos no lamelares son representadas por puntos negros unidos a las lineas
onduladas que simbolizan las colas hidrocarbonadas. Las areas sombreadas, que quedan delimitadas por
esos lipidos, representan el agua que circula por el interior de los cilindros de la red. (b) Representacién
esquematica sencilla de la fase H,.. Las areas punteadas, entre los distintos anillos de la red hexagonal,
representan regiones de inestabilidad energética, debida al empaquetamiento de las colas hidrocarbonadas
(figura adaptada de Gruner, S.M. (1985) Proc Natl Acad Sci U S A, 82: 3665-3669).

Sin abandonar este contexto termodinamico, la introduccion en el sistema de cualquier
variable que contribuya a reducir la energia libre de empaquetamiento de las colas
hidrocarbonadas, favoreceria la transicion hacia estados conformacionales de tipo no
lamelar (Gruner, 1985; Lohner, 1996). Una forma de conseguirlo seria mediante la
participacion de lipidos con propiedades de empaguetamiento de sus colas
hidrocarbonadas méas aptas para superar el estrés de empaquetamiento, como en el caso
de los plasmalégenos (figura 1-1-3). Estas moléculas tienen una mayor longitud efectiva
de la cadena acil en la posicién sn-2, en comparacion con los diacil fosfolipidos
analogos (Lohner, 1996). Otra forma seria mediante la adiciébn de moléculas
hidrofobicas capaces de rellenar los intersticios de los cilindros lipidicos de tipo Hy,,

aminorando también en este caso los costes en energia libre (figura 1-1-3). En concreto,
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moléculas hidrofobicas voluminosas y de morfologia irregular, del tipo de los
isoprenoides, son particularmente efectivas (Lohner, 1996; Funari et al, 2005; Barcel et
al, 2007).

¢Cual es el papel fisioldgico in vivo de los lipidos proclives a formar estructuras no
lamelares in vitro? En una célula pueden aparecer estructuras no lamelares de forma
transitoria. Un ejemplo seria la fusion de membranas que tiene lugar en neuronas que
liberan neurotransmisor a partir de la fusion de vesiculas que aparecen en el terminal
presindptico (Qian & Huang, 2012). Otro ejemplo serian los procesos de fisién de
membranas, como el que ocurre durante la division celular o citocinesis. Se ha
observado que para que se formen estas estructuras no lamelares se requiere la
acumulacion de lipidos como la fosfatidiletanolamina (Emoto et al, 1996). Sin embargo,
la mayor parte de moléculas de fosfatidiletanolamina estdn formando estructuras
lamelares durante la mayor parte de su existencia. En las células de mamifero, es usual
que la monocapa interna tenga una proporcion elevada de este fosfolipido, que se asocia
a dominios lamelares no ordenados (L) y es excluido de dominios lamelares ordenados
(Lo), como los “lipid rafts . En estos dominios, la baja presion lateral de superficie que
ejerce la pequefia cabeza polar de la fosfatidiletanolamina permite la insercion y anclaje
de ciertas proteinas. Un ejemplo lo constituiria el voluminoso resto isoprenoide de la
proteina Gy, que se podria anclar en estas regiones Lq pero que tiene problemas para
anclarse en microdominios de membrana muy ordenados y con un empaquetamiento de
superficie denso (es decir, una presion lateral de superficie elevada). Esta afinidad que
presentan ciertas proteinas por uno u otro tipo de dominio, que ha sido uno de los temas
centrales de la presente Tesis Doctoral, explicaria como proteinas de sefial incrementan
las posibilidades de propagacién de mensajes encontrandose en microdominios de

membrana con lipidos definidos, donde mantendrian contacto fisico.
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Figura 1-1-3. Esquema representativo de tres modelos diferentes de empaquetamiento de las
cadenas hidrocarbonadas en la fase hexagonal inversa. En la parte izquierda de la imagen, la
conformacion extendida que adopta la cadena hidrocarbonada mas alargada del plasmalégeno de
etanolamina, favorece el empaquetamiento lipidico necesario para la consecucion de estructuras de tipo
H,. En la parte central, el empaquetamiento de fosfolipidos del tipo de la fosfatidiletanolamina es méas
complicado, quedando huecos sin rellenar que constituyen una desventaja energética. En la parte derecha
de la imagen, una molécula hidrofébica como el escualeno es capaz de rellenar los espacios intersticiales
que se ven vacios en el centro de la imagen (figura adaptada de Lohner, K. (1996) Chem Phys Lipids, 81:
167-184).

Curvatura intrinseca de las membranas biolégicas

En estrecha relacion con la teoria de la transicion de fase L,—H; anteriormente
expuesta, algunos trabajos (Gruner, 1985) abordan el tema bajo el prisma del radio de
curvatura intrinseca, Ry, Optimo para las membranas bioldgicas, que les permitiria
tener una estructura estable de bicapa la mayor parte del tiempo. Simultaneamente,
posibilitaria que pudieran ocurrir alteraciones puntuales de esa estructura durante
eventos localizados, como la fusion de membranas, la endocitosis, la fision celular, etc.
Se trataria, en sintesis, de un valor de Ry que no fuera ni demasiado grande, ni

demasiado pequefio (Gruner, 1985).

-18-



Asi, surge una hipétesis de la curvatura que consta de dos partes (Gruner, 1985):

i) Las células vivas ejercen un control homeostatico sobre sus membranas,
controlando las curvaturas intrinsecas de las mismas.

i) Existen inestabilidades locales de la superficie lipidica, dependientes de la
geometria y con implicaciones funcionales importantes, moduladas por la variacion
local de los siguientes componentes de la energia libre: el empaquetamiento

hidrofobico, la hidratacion y/o la componente electrostatica.

Un nuevo concepto bien podria encontrar su definicion en este segundo punto: el
concepto de dominio de membrana. En las décadas de los setenta y ochenta, el papel de
los lipidos de membrana distaba mucho de conocerse de forma exhaustiva. En esta
época se empieza a considerar la posible existencia de una heterogeneidad estructural y
composicional en el plano lateral de las membranas bioldgicas. Cada vez son més
numerosos los trabajos que contemplan la existencia de dominios, debido a la
distribucion heterogénea de los lipidos en la superficie de membranas lipidicas naturales
y artificiales, al observar que los lipidos que las constituyen dan lugar a mezclas no
homogéneas de los mismos (Mabrey et al, 1978).

A partir de la hipdtesis de la curvatura intrinseca, se hacen otras consideraciones
relevantes para tratar de explicar los mecanismos implicados en la desestabilizacion
local de la estructura lamelar de la bicapa (o lo que es lo mismo, la estabilizacion de
estructuras no lamelares implicadas de forma transitoria en algunos procesos relevantes
de la fisiologia celular). Y asi, se introduce la idea segun la cual las proteinas, como los
lipidos, desempefian un papel muy importante en esa desestabilizacion. Se especula con
la posibilidad de que exista una nueva clase de proteinas de membrana: proteinas que
tienen una parte especifica de sitio, que les permite alcanzar la region donde ocurrira la
desestabilizacion, y una cola hidrofobica que arrastran consigo y que es clave en tal
desestabilizacién (Gruner, 1985). Es posible encontrar un ejemplo de esto Gltimo en
alguna de las proteinas que forman parte del complejo multiproteico (sinaptotagmina,
complexina, tSNARE, VSNARE) implicado en la fusion de vesiculas de
neurotransmisor con la membrana plasmatica presinaptica (sinaptotagmina, tSNARE,
VSNARE). Mas concretamente, la sinaptotagmina consta de dos dominios denominados
C2A y C2B, capaces ambos de formar un complejo con iones Ca®**, y que estarfan

implicados en el reconocimiento de regiones especificas de la membrana plasmatica y
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de la vesicula de transporte. Esta proteina actla regulando positivamente el proceso de
fusion de membranas (Stdhof y Rothman, 2009). De acuerdo con las hipdtesis que se
barajan actualmente, el dominio C2B parece estar implicado decisivamente en el
reconocimiento de determinados dominios ricos en PIP, en la membrana presinaptica
(Honigmann et al, 2013). Este dominio arrastraria consigo regiones de la proteina que
contribuirian a desestabilizar la membrana en esos puntos de contacto, aumentando con
ello la tension de curvatura y favoreciendo asi termodindmicamente la fusién de
membranas (McMahon et al, 2010).

A partir de estos planteamientos, nos acercamos a la trascendencia funcional del
polimorfismo lipidico. Este fendmeno no s6lo estaria implicado en eventos tan
importantes como la fusion de membranas, la endocitosis y la exocitosis, o la fision
celular. Ademas, permitiria llegar a comprender las bases mismas del trafico de
proteinas a través de las membranas bioldgicas e, incluso, los mecanismos intimos de la
sefializacion celular (Resh, 1999; Vaogler et al, 2004).

Esta idea original acerca de la existencia de una informacion en las proteinas de
membrana, que les permita moverse a lo largo de las membranas biolégicas de una
manera concreta, y no aleatoria, lejos de la dindAmica browniana, es pilar fundamental de
esta tesis. Como también lo es la nueva vision de la proteina de membrana como
elemento estabilizador-desestabilizador de la bicapa lipidica (Gruner, 1985; Epand et al,
1996; Escribd, 2006).

1.1.3. Dominios con estructura liquido-ordenada (L,) Yy

dominios de tipo “raft”.

La hipotesis de los “rafts” lipidicos fue propuesta inicialmente para tratar de explicar
un fendmeno bioldgico con importantes implicaciones funcionales: el agrupamiento o
asociacion preferencial de ciertos lipidos dentro de las células vivas (Lingwood et al,
2009). Este fendbmeno alcanza su mayor expresion en células epiteliales fuertemente
polarizadas, en cuya membrana plasmatica se distingue una zona apical separada de una
zona basolateral. La zona apical esta enriquecida en glucoesfingolipidos, mientras que
el dominio basolateral lo esté en el glicerofosfolipido PC (Simons & van Meer, 1988;
Simons & lkonen, 1997).
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En un andlisis mas profundo de la idea de segregacion lipidica, ese enriquecimiento
apical de glucoesfingolipidos debia de implicar que los lipidos se separaran en el plano
de la membrana en algin momento de su trayecto hacia sus respectivos dominios, desde
su lugar de sintesis (Lingwood et al, 2009). Simons y van Meer pensaron entonces que
los glucoesfingolipidos recién sintetizados podian agruparse en la hoja luminal de la
membrana del aparato de Golgi, constituyendo microdominios (figura 1-1-4). La
propiedad de los glucoesfingolipidos para interaccionar entre ellos a través de
numerosos puentes de hidrogeno, constituyd el mecanismo fundamental en el que se
apoyaron estos autores para explicar el agrupamiento de lipidos y, por tanto, la
formacion de dominios (Simons & van Meer, 1988).

A partir de esta primera definicion de “raft”, numerosas revisiones del concepto han
tenido lugar paralelamente a los avances tecnologicos en biofisica, lipidomica y biologia
molecular. No obstante, la hipdtesis inicial de una agrupamiento en la membrana del
aparato de Golgi de los glucoesfingolipidos recién sintetizados, junto con esteroles, ha
ido cobrando cada vez mas fuerza a la luz de los ultimos trabajos (Klemm et al, 2009).
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Figura 1-1-4. Representacion esquematica de la organizacion lipidica propuesta para la membrana
de la red trans del Golgi en 1988. Los esfingolipidos se agruparian en la hoja luminal de la bicapa.
Proteinas apicales que van a ser transportadas a la membrana plasmatica se representan agrupadas en el
lado luminal, interactuando las unas con las otras y con proteinas de agrupamiento. Estas, a su vez,
atravesarian la membrana y formarian una especie de plataforma, en el lado citosélico, necesaria para el
establecimiento de una cobertura protéica que estabilizaria el dominio. En este modelo, se asume que la
curvatura de la membrana que da lugar a la vesicula es inducida por la estructura de la proteina de
recubrimiento del lado citosolico-(figura adaptada de Simons, K & van Meer, G (1988) Biochemistry, 27:
6197-6202).

La importancia funcional de los “raft” adquiere todavia mayor dimension si se tiene en

cuenta su interaccion especifica con proteinas. Asi, proteinas que presentan doble
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acilacion por cadenas de acidos grasos saturados, proteinas con un anclaje lipidico del
tipo glucosilfosfatidilinositol (GPI), portador de dos colas hidrocarbonadas saturadas, y
determinadas proteinas transmembrana, muestran una asociacion preferencial a
dominios de tipo “raft” (Casey, 1995; Simons & Ikonen, 1997).

En resumen, la compartimentalizacion de las membranas en dominios de tipo “raft”
refleja una arquitectura de membrana compleja y no aleatoria, no referida Unica y
exclusivamente a los lipidos, sino también a las proteinas de membrana. Del mismo
modo, esta arquitectura estaria orientada a organizar la funcionalidad dentro de la
bicapa, no sélo en lo que respecta al trafico de lipidos, sino en lo relativo a cualquier

bioactividad que tenga lugar en ella (Lingwood & Simons, 2010).

Definicion de “raft” lipidico.

Los “rafts” lipidicos son actualmente definidos como agrupaciones dinamicas de
lipidos que tienen lugar a una escala de nandmetros, enriquecidos en esteroles y
esfingolipidos, que se asocian y se disocian en un rango de tiempo inferior al segundo
(Lingwood et al, 2009).

Mecanismos moleculares implicados en la constitucion de dominios de tipo “raft”.

Un desarrollo sustancial del concepto de “raft” se produjo paralelamente al avance en
el estudio de sistemas de membranas modelo, con el descubrimiento en los afios ochenta
de la separacion de una fase lipidica de elevado ordenamiento, denominada liquido-
ordenada (L), de otra fase mas desordenada, denominada liquido-desordenada (Lg).
Esta era una segregacion dependiente del colesterol, en la que la planaridad del anillo de
esterol rigido favorecia la interaccién del colesterol con las cadenas hidrocarbonadas
méas rectas de los lipidos saturados, frente a las especies lipidicas insaturadas,
estructuralmente mas voluminosas e irregulares. Se vio también que la interaccion con
el colesterol forzaba a las cadenas hidrocarbonadas de su vecindad a adoptar
conformaciones mas extendidas, incrementandose en esa region el espesor de la
membrana y promoviendo, a su vez, una mayor segregacion lipidica debida a

incompatibilidades de tipo hidrofébico entre lipidos. De esta manera, los esfingolipidos
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constituian un complemento de unién perfecto con el colesterol, merced a sus largas
cadenas hidrocarbonadas saturadas y a su mayor potencial asociativo con el colesterol y
otros esfingolipidos a través de puentes de hidrégeno (Brown & London, 1997;
Lingwood & Simons, 2010). El resultado en membranas modelo, cuando estaban
presentes estas dos especies lipidicas, era la formacion de un dominio L,, enriquecido
en colesterol y esfingolipidos, con un alto grado de compactacion lipidica y de mayor
grosor que el otro dominio presente, de tipo Lq (Lingwood et al, 2009; Lingwood &
Simons, 2010).

El comportamiento descrito en sistemas de membranas modelo parecia guardar una
estrecha relacion con lipidos de tipo “raft” en células vivas. Asi, se llegd a sugerir que la
coexistencia de fases liquidas inmiscibles in vitro constituia el principio fisico que regia
la formacion de “rafts” lipidicos in vivo (Lingwood & Simons, 2010). Técnicas
avanzadas de microscopia ponen de manifiesto la importancia de la asociacion entre
colesterol y esfingolipidos en la constitucion de “rafts” en membranas bioldgicas
(Eggeling et al, 2009). Sin embargo, el comportamiento de estos lipidos en membranas
modelo no es visto como la prueba definitiva de lo que ocurre in vivo, sino como una
pauta para entender mejor cémo puede originarse la heterogeneidad lateral en
membranas celulares (Lingwood & Simons, 2010).

Parametros de ordenamiento lipidico, que tan facilmente pueden determinarse en
membranas modelo, parecen mostrar valores distintos segun se refieran a membranas
modelo 0 a membranas biologicas (Kaiser et al, 2009). Las restricciones fisicas que
parecen darse en dominios L, in vitro, y que limitan la localizacién de determinadas
proteinas en esos dominios, no aparecen en los dominios de tipo “raft” in vivo en
membranas bioldgicas (Kalvodova et al, 2005). Todo esto plantea un nuevo escenario,
donde se consideran no solo las interacciones lipido-lipido, sino también las
interacciones lipido-proteina. Asi, a las propiedades de asociacion especifica de ciertos
lipidos, como seria el potencial ensamblaje de colesterol y esfingomielina, para
constituir un nicleo de conexién de tipo “raft”, hay que afiadir la capacidad moduladora
de proteinas interaccionando especificamente. En este contexto, la heterogeneidad de
membrana basada en la existencia de “rafts” seria el resultado de un acoplamiento de
asociaciones quimicas especificas a las preferencias de orden fisico de lipidos y

proteinas (Lingwood & Simons, 2010).
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1.1.4. La organizacion de los lipidos aniénicos en las bicapas

lipidicas y su relevancia bioldgica.

La fosfatidilserina (PS) y la fosfatidiletanolamina (PE) son mas abundantes en la
monocapa interna de la membrana plasmatica (Rothman & Lenard, 1977; Hope &
Cullis, 1979). Es con esta parte de la membrana con la que interaccionan directamente
importantes proteinas de diferentes complejos de transduccion de sefial que reciben
mensajes de receptores de membrana y las propagan hacia el interior celular.

En el nuevo contexto de la asimetria lateral de las membranas bioldgicas, se plantea la
cuestion acerca del lugar que ocupan en su organizacién los lipidos anionicos, tales
como el fosfatidilglicerol (PG), el acido fosfatidico (PA), PS o los fosfatidilinositoles.

El estudio detallado de las propiedades estructurales de sistemas complejos de
membranas modelo, compuestos de PS, ha revelado el importante papel modulador de
la estructura que ejerce este lipido. Prueba de ello es su capacidad para actuar como
elemento estabilizador o desestabilizador de la estructura de bicapa, bajo la influencia
de cationes divalentes. El calcio es capaz de inducir segregacion lateral de PS y, en
menor medida, otros cationes divalentes como el bario, el estroncio y el magnesio
(Ohnishi & Ito, 1974).

Como consecuencia del agrupamiento de PS, pueden llegar a manifestarse fases de
tipo no lamelar Hy; en aquellos sistemas donde exista una predominancia de PE (Hope
& Cullis, 1979). De hecho, la propia PS podria estar formando parte de esas estructuras
no lamelares, dada su propension a formarlas bajo condiciones de repulsion
electrostatica interlipidica reducida (Matsuzaki et al, 1998). Incluso, de manera tedrica,
se ha llegado a predecir la existencia de fases Hj,, energéticamente mas favorables, en
sistemas de membranas con un 60% de PS, sin neutralizacion alguna del lipido (Kirk et
al, 1984).

Esta influencia de PS en las propiedades estructurales de diferentes membranas
modelo, mas o menos complejas, junto con su mas que probable implicacion en
interacciones de tipo electrostatico, debido a la mayor densidad de carga negativa de su
cabeza polar, otorgan a este lipido y a otros lipidos anidnicos, una notable relevancia
funcional en eventos bioldgicos clave. Eventos tales como los ya mencionados procesos

de fusion y fision de membranas (Wilschut et al, 1981), la formacion de poros de
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membrana (Matsuzaki et al, 1998), o los fendmenos de transduccion de sefial (Murray et
al, 2001; Barcel0 et al, 2007).

A partir de los planteamientos enunciados en estas paginas introductorias, se podria
llegar a entender la naturaleza de esos eventos fundamentales para la vida, en términos
del papel reciproco que lipidos y proteinas juegan en la heterogénea organizacion de las
membranas bioldgicas. Asi, la diferente distribucion de lipidos constituyendo diversos
microdominios de membrana, cada uno con un grado de ordenamiento, una fluidez, un
nivel de densidad de carga determinados, estaria condicionando fuertemente la
localizacion de una proteina o un péptido que se hallaran en estrecha interaccién con la
bicapa lipidica. Y a la inversa. Un péptido o una proteina que estuvieran unidos a una
membrana lipidica, ejercerian una influencia sobre su entorno lipidico, modulando la
organizacion espacial de los lipidos dentro de ese sistema (Polozov et al, 1997;
Matsuzaki et al, 1998; Escriba, 2006; Barcelo et al, 2007).

1.1.5. Las proteinas G y la transduccion de sefiales.

En la membrana plasmatica, tienen su origen vias de sefializacion celular muy
importantes que se activan en respuesta al estimulo originado por un mensajero
primario, ya sea una hormona, un neurotransmisor, una molécula odorante o un factor
de crecimiento. Los receptores de membrana pueden clasificarse de acuerdo con los
mecanismos implicados en la transmision de la sefial al interior celular. Seglin esta
clasificacion, se subdividen en receptores de canal, receptores con actividad enzimatica
y receptores acoplados a proteinas G (RAPG) (Garcia Sevilla, 1996).

Las sefiales transmitidas por RAPG se amplifican en la membrana merced a la accion
conjunta de tres elementos fundamentales en la ruta de sefializacion: un receptor de
membrana (RAPG), una molécula transductora (proteina G) y una proteina efectora
(adenilil ciclasa, fosfolipasa C, canal idnico, etc.). La proteina efectora, modulada por la
molécula transductora, es la encargada de regular los niveles citosélicos de segundos
mensajeros (p. ej. AMPc, Ca”*, IPs, etc.), que transmiten las sefiales hacia el interior
celular. Se ha demostrado que estos tres componentes basicos de las vias de
sefializacion celular mas importantes, se ven afectados de manera significativa en su
funcionamiento por la estructura lipidica de la membrana (Escriba et al, 1995; Escriba et
al, 1997; Kitajka et al, 2002; Alemany et al, 2004; VVogler et al, 2004; Yang et al, 2005).
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Este extremo es de gran importancia, pues pone de manifiesto la implicacion de los
lipidos de la membrana plasmatica en eventos celulares de primer orden.

Los RAPG constituyen la principal clase de receptores de membrana y forman la
familia génica mas amplia conocida en el genoma humano. Se estima que forman
aproximadamente el 2% de los genes presentes en el genoma de mamiferos. Estos
receptores son activados por una amplia variedad de ligandos, incluyendo
neurotransmisores, hormonas, factores de crecimiento, moléculas odorantes y luz.
Todos los RAPG presentan una estructura terciaria comun, consistente en siete
dominios transmembranales unidos por dominios extracelulares e intracelulares, con el
extremo amino-terminal extracelular y el extremo carboxi-terminal intracelular. Tras la
union de agonistas, los RAPG activados interactan con uno o mas miembros de
proteinas reguladoras, de estructura heterotrimérica, que unen nucle6tidos de guanina
(conocidas como proteinas G). Una vez activadas, las proteinas G llevan la informacion
recibida por el receptor a efectores celulares especificos, como enzimas y canales
i6nicos. Las enzimas efectoras generan segundos mensajeros intracelulares que regulan
una amplia variedad de procesos celulares incluyendo el crecimiento y la diferenciacion
celular. Asi, la transduccién de sefiales via proteinas G representa uno de los mas
importantes mecanismos de sefializacion (Morris & Malbon, 1999). Las tres
subunidades diferentes de la proteina G, las subunidades o, B y v, se encuentran unidas
en un estado inactivo, cuando estdn formando parte del complejo heterotrimérico. En
este estado, la subunidad o. une GDP con alta afinidad y esta interaccion es estabilizada
por el dimero GBy. La proteina G es una proteina periférica que se halla unida a la
membrana. Para que pueda tener lugar la transduccion de la sefial que llega a la célula,
la proteina transductora ha de cumplir las siguientes condiciones:

i) la proteina G debe estar unida a la membrana plasmética
i) debe estar situada en las proximidades del receptor al que se acopla
iii) y, ademas, debe estar en exceso molar respecto al receptor

Asi pues, las interacciones proteina G-lipido son muy importantes en las cascadas de
sefializacion celular, dado que por una parte intervienen en la unién de la proteina a la
membrana y, por otra parte, regula la aproximacion entre el transductor y el receptor o
el efector. Las bases moleculares de estas interacciones son, sin embargo, poco
conocidas. El presente trabajo se centra precisamente en el estudio de este punto crucial
para la propagacion de la sefial, analizando el papel de la estructura de la proteina G y

de la composicion de la membrana en dichas interacciones.
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Cuando se produce la unién receptor-ligando, tiene lugar un cambio conformacional en
la subunidad Ga. que permite el intercambio de GDP por GTP. Esto da lugar a la
disociacion del monémero Go-GTP del dimero GBy. Ambas entidades son capaces de
modular la actividad de diferentes efectores especificos, tales como adenilil ciclasa,
fosfolipasa C, canales ionicos, o las kinasas que se asocian a receptores acoplados a
proteinas G (GRKSs). Las subunidades o de la proteina G poseen una actividad GTPasa
lenta, que hace que la proteina pase de nuevo a un estado inactivo al hidrolizar GTP,
que se transforma en GDP. En este estado, Ga-GDP se asocia facilmente con Gpy,
completandose de esta manera el ciclo (figura 1-1-5) (Neer, 1995; Wall et al, 1995).
Tanto el intercambio de GDP por GTP como la hidrélisis de GTP son procesos

facilitados por proteinas denominadas GEF y GAP, respectivamente.

AGONIST-LIGANDED
HECEPTOH
@ GDP @
GDP

GTP:-E"‘t“><‘ 1

|[EFFECTOR| [EFFECTOR]|

Figura 1-1-5. El ciclo regulador de las proteinas G heterotriméricas. Ver texto para una descripcion
del ciclo. Los circulos claros representan estados inactivos de las distintas subunidades; los circulos
sombreados representan formas activas (figura adaptada de Neer, E.J. (1995) Cell, 80: 249-257).

Una caracteristica importante del sistema RAPG-proteina G-efector es la amplificacion
de la sefial inicial. Una unidad de RAPG activada por un agonista puede, a su vez,
activar decenas o centenares de moléculas de proteina G, cada una de las cuales puede
activar efectores que producen un elevado nimero de moléculas de mensajero
secundario. El resultado neto puede dar lugar a que una sola molécula de agonista

genere mas de un millén de moléculas de mensajero secundario. Al final del proceso se
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obtiene una respuesta celular compleja frente al estimulo inicial del agonista, que puede
implicar, por ejemplo, activaciones o inhibiciones de enzimas clave y modificaciones en

la expresion de determinados genes.

El sistema de la adinilil ciclasa.

El estudio del sistema de la adenilil ciclasa ha permitido comprender mejor la
influencia de la estructura de la membrana sobre los tres componentes clave situados al
principio de las cascadas de sefializacion mas importantes. Este sistema esta presente
en muchas formas de vida y es utilizado por un buen nimero de receptores. Emplea la
formacion del segundo mensajero AMP ciclico (AMPc) como mecanismo de
transmision de la sefial al interior celular (mensajero secundario). EI AMPc se genera a
partir de ATP por accion de la enzima de membrana adenilil ciclasa y se inactiva,
transformandose en AMP, por accion de la enzima fosfodiesterasa de AMPc. Todas las
acciones de este segundo mensajero, desde sus conocidos efectos reguladores de
importantes vias metabolicas hasta sus acciones especificas en el sistema nervioso
central, son consecuencia de su capacidad para activar la proteina quinasa A (PKA).

El sistema de la adenilil ciclasa se compone de tres proteinas de membrana: 1) un
RAPG, que une de forma especifica neurotransmisores u hormonas que circulan por el
espacio extracelular; 2) una proteina G activada por el complejo ligando-receptor, y 3)
un sistema efector, que en este caso es la adenilil ciclasa y cuya actividad es regulada
por la proteina G. ElI aumento en los niveles de AMPc, inducido por la proteina Gs,
activa proteinas quinasa de distinta naturaleza, lo cual se traduce finalmente, mediante
procesos de fosforilacion, en cambios en la funcion celular. Existe también una via muy
similar a la de estimulacion de la adenilil ciclasa, pero cuyo resultado final es la
inhibicion de dicha actividad. En este sistema, los ligandos se unen a su receptor
especifico y el complejo ligando-receptor activa una proteina G, llamada proteina Gi,
cuya funcion reguladora consiste en disminuir la actividad del componente catalitico y,

por consiguiente, reducir los niveles intracelulares de AMPc (figura 1-1-6).
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Glucagon Opioids

Vasopressin (VPy) SRIF
LH, FSH, TSH Angiotensin 1!
ACTH ACh (M1)
Epinephrine (3's) Epinephrine (oX5)

Figura 1-1-6. Modelo de 1984 en el que se representan la estimulacién y la inhibicion de la enzima
adenilil ciclasa (“C” en el esquema), mediadas por los respectivos componentes reguladores
estimulador (Ns) e inhibidor (Ni). Por primera vez, cada proteina G aparece representada en su forma
heterotrimérica. Las dos rutas de sefializacién se hallan bajo el control de una variedad de receptores
sensibles a distintos estimulos hormonales, segun el tipo de tejido o de célula en los que se expresen
adenilil ciclasas funcionales (figura adaptada de Hildebrandt, J.D. et al. (1984) J Biol Chem, 259: 2039-
2042).

Este trabajo se centra en el estudio de la proteina Gi, componente clave de los
sistemas de sefializacion constituidos por receptores o, — adrenérgicos y, tambien,
de aquéllos constituidos por receptores colinérgicos M, — muscarinicos. Entre la
amplia diversidad de proteinas Gi conocidas, se ha visto que el oligomero que
contiene la subunidad Gai; es capaz de inhibir eficazmente la adenilil ciclasa.
Las nueve isoformas de la adenilil ciclasa son estimulas por la subunidad Gas, y la
mayoria de estas isoformas son inhibidas por subunidades o de la familia Gi, con la

excepcion de la isoforma de tipo Il (Simonds, 1999).
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1.1.6. Bases moleculares de la interaccion entre la proteina G

y la membrana.

Las modificaciones lipidicas de las proteinas G heterotriméricas.

Cuando se dedujeron las secuencias de aminoacidos de las primeras subunidades o, B y
y de las proteinas G identificadas, los investigadores observaron una caracteristica
curiosa: ninguna de ellas mostraba un claro dominio hidrofobico que pudiera explicar la
interaccion de la proteina G con la membrana plasmatica. Se sabia que una estrategia
que utilizaban algunas proteinas para interaccionar de forma estable con las membranas
consistia en la unién covalente de un lipido al polipéptido. Se iniciaron asi los primeros
estudios acerca de las modificaciones postraduccionales de las subunidades o de la
proteina G. Estos estudios demostraron que una molécula de un acido graso de 14
atomos de carbono, el &cido miristico, se incorporaba de forma irreversible al
amino&cido glicina, situado en el extremo amino-terminal de la proteina, a través de un
enlace amida. En realidad, la incorporacion de acido miristico a la proteina ocurre
durante el proceso de traduccién proteica, y no después, por lo que se trata de una
modificacion co-traduccional. Ademas, solo algunos tipos de subunidad o sufren
miristoilacion: concretamente, las subunidades o de la familia Gi (Escriba et al, 2007).

Se ha visto que también el &cido palmitico puede incorporarse a la subunidad o (Buss
et al, 1987). De hecho, todas las proteinas Go. de mamiferos, a excepcion de Gat y
Gagus, sufren palmitoilacion. El &cido palmitico, de 16 atomos de carbono, se
incorpora a la proteina después de la traduccion (modificacion proteica post-
traduccional), mediante la unién a un aminodcido cisteina, a través de un enlace
tioéster (Escriba et al, 2007). Asi pues, las proteinas Gai, Gowo Y Gaz tienen un motivo
amino-terminal constituido por dos &cidos grasos saturados dispuestos en tandem; un
disefio de gran relevancia fisiologica, como se demuestra en éste y otros trabajos
(Moffett et al, 2000).

Un aspecto particularmente importante de la palmitoilacién es que se trata de un
proceso reversible. Se ha visto que la activacion de proteinas Ga por RAPG acelera el
ciclo de palmitoilacion y depalmitoilacion de la proteina transductora de sefial,
habiendo una relacion entre el estado de activacion de la proteina y su estado de

palmitoilacion (Degtyarev et al, 1994). La incorporacion y pérdida del acido palmitico
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en las proteinas G, asociado a redistribucion celular de las mismas, evidencia que este
fendmeno de palmitoilacién proteica juega un importante papel regulador en el proceso
de sefalizacion celular (Degtyarev et al, 1994; Escriba et al, 2007). Los resultados
expuestos en este capitulo arrojan algo mas de luz acerca de los mecanismos
moleculares que permiten entender mejor este fenomeno, desde la perspectiva de las
interacciones entre los lipidos de la membrana y las proteinas G. Este trabajo de
investigacion contribuye a profundizar ain mas en el estudio de esas interacciones.

Otras investigaciones han demostrado que ademas existe prenilacion de la subunidad
v, mediante union covalente de una molécula de farnesilo o de geranilgeraniol a la
cisteina del motivo carboxiterminal CaaX (donde C=cisteina, a=aminoacido aromatico,
X=cualquier aminoacido) (Mumby et al, 1990). Si el residuo X es serina 0 metionina,
la cisteina se farnesila. En cambio, si ese ultimo residuo es leucina, entonces la
proteina es geranilada (Marrari et al, 2007).

La isoprenilacion de proteinas Gy es un proceso postraduccional que tiene lugar en el
citosol. La proteina Gy isoprenilada, y unida a Gp, se transloca al reticulo
endoplasmico, donde tiene lugar la proteolisis de los Gltimos tres aminoacidos por la
proteasa “Ras Converting Enzyme” (RCE). Finalmente, la cisteina isoprenilada es
metilada mediante el enzima isoprenilcistein-carboxil-metiltransferasa (Icmt). Esta
metilaciéon carboxi-terminal aumenta notablemente la hidrofobicidad de esa region.
Aungue aun no esta claro el significado bioldgico dltimo de esta modificacion, la
carboximetilacion de proteinas Gy es muy importante para la interaccion del dimero
GBy con membranas lipidicas; sobre todo, en aquellos casos en los que la proteina Gy
es portadora de un grupo farnesilo (Bhatnagar & Gordon, 1997; Marrari et al, 2007).

Todas estas modificaciones son criticas para la unién de cada una de las subunidades
a membranas (Jones et al, 1990; Muntz et al, 1992). En estas modificaciones post-
traduccionales parece estar pues una de las claves de la union de proteinas G a

membranas.
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Tabla 1-1-1. Modificaciones lipidicas de las proteinas G heterotriméricas (tabla adaptada de
Escriba et al, 2007).

Ga Modificacion lipidica  Lugares de la modificacion®

Palmitoilacion y s MGCLGNSKT-

Osy Ololf .. . ... b
’ N-palmitoilacién

Palmitoilacion (2 6 mas og MTLESIMACCLSEEA-

O 041, 024 016 gjing) o016 MARSLRWRCCPWCL-*

i1, Oliz, Oli3, Olo, 0  Miristoilacion oij; MGCTLSAED-

y palmitoilacion

Olt1, Olt2, Olgust Miristoilacion oy MGAGASAEE-

012, 013 Palmitoilacion 12 MSGVVRTLSRCLLPAE-
((112 =1 sitio;

- a13 MADFLPSRSVLSVCFPGCV-

013 = 2 sitios)

Gy Modificacion lipidica d Lugares de la modificacion®

Y1 Yo Y11 Farnesilacion v1 ~-KNPFKELKGGEVIS

Y2, Y3, Y4, V5 Y75 V8, . -
Geranilgeranilacion v2 -ENPFREKKFFCAIL

Y10, Y12, Y13

a . . . . . ..
Se muestran las regiones N-terminales de diferentes proteinas Ga. Los residuos glicina subrayados

representan sitios de N-miristoilacion o N-palmitoilacion (para as) tras la eliminacién de la metionina
inicial. Residuos cisteina resaltados en negrita representan sitios de palmitoilacion a través de la
formacion de enlaces tio-éster.

b S .
No se ha comprobado la palmitoilacion N-terminal de owolf.
Residuos cisteina resaltados en negrita representan sitios probables de palmitoilacion de a.16.

Aungue todas las proteinas Gy de mamiferos incorporan un grupo isoprenilo sencillo, la proteina Gy de
Saccharomyces cerevisiae, Stel8, incorpora tanto un grupo farnesilo como una molécula de &cido
palmitico en su extremo C-terminal.

e . . . . - P

Se muestran las regiones C-terminales de diferentes proteinas Gy,. Los residuos cisteina resaltados en
negrita representan sitios de isoprenilacion. Los residuos subrayados son los tres aminoécidos eliminados
por la enzima proteolitica RCE.
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Estructura lipidica de las membranas y los procesos de transduccion de sefial.

La hipdtesis de la estructura de membrana, segun la cual el tipo de organizacion
estructural de los lipidos en la membrana plasmatica tiene importantes efectos
funcionales en la célula (Escriba et al, 1995; Escriba, 2006), contribuye a elucidar los
mecanismos moleculares fundamentales por los cuales la proteina G interacciona con
la membrana plasmaética.

Desde mediados de los afios ochenta se han venido publicando trabajos que
demuestran que el dimero GBy resulta clave en la interaccion de proteinas G con
membranas modelo. En 1986, Sternweis prob6 que eran necesarias las subunidades By
para que las subunidades oo Y ai de la proteina G de cerebro bovino pudieran unirse a
vesiculas de fosfolipidos (Sternweis, 1986). Estudios posteriores demostraron la
importancia de la estructura de la membrana en la interaccion de proteinas G con
membranas. Mediante estudios in vitro, se comprueba que modificaciones en la
estructura lipidica, tanto de liposomas como de membranas biolégicas, modulan la
interaccion de proteinas G con la membrana, asi como la actividad de receptores y
proteinas efectoras del sistema de transduccion de sefiales (Escriba et al, 1995; Escriba
et al, 1997; Kitajka et al, 2002; Alemany et al, 2004; Vdgler et al, 2004; Yang et al,
2005). En este trabajo se amplian y extienden estos estudios de interaccion proteina-
membrana, mediante el uso de proteinas G purificadas, con mutaciones puntuales
sencillas o mdltiples, y membranas modelo que simulan distintos dominios de
membrana.

La asimetria de la membrana adquiere importante significado bioldgico en el contexto
de la hipdtesis de la estructura de la membrana. Las membranas celulares son ricas en
el lipido propenso a formar estructuras no lamelares PE, que se localiza principalmente
en la cara citosélica de la membrana plasmatica. La tension de curvatura negativa que
se genera como consecuencia de la existencia de dominios ricos en PE, tendria pues
importantes implicaciones en la sefializacion celular, al actuar como reservorios de
membrana para proteinas G (Rothman & Lenard, 1977; Vogler et al, 2004). La
distribucion transversal no uniforme de lipidos en las membranas bioldgicas es
importante para las células: la pérdida de esta asimetria estad vinculada a apoptosis,
coagulacién sanguinea y una amplia variedad de alteraciones de la salud (Zwaal et al,
2004).
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Las proteinas que interactGan con la membrana también pueden modular la estructura
secundaria de los lipidos, de ese modo regulando las propiedades locales de las bicapas
lipidicas. Las regiones transmembrana de algunos receptores y los grupos isoprenilo de
las subunidades y de la proteina G incrementan la propensidad de las membranas a
formar estructuras de tipo no lamelar (van der Wel et al, 2000; Funari et al, 2005). De
este modo, en los dominios de membrana en los que se localicen proteinas G, podria
existir una mayor tendencia de la membrana a adoptar una estructura no lamelar, que
favoreceria la presencia de mas proteinas G en esa region. Se ha comprobado in vitro,
por difraccion de rayos X, la capacidad de la proteina Gy para generar dominios con
una estructura de tipo hexagonal H;; en membranas modelo (Barcel et al, 2007). Tales
resultados ponen de manifiesto el gran poder de los grupos farnesilo y geranilgeraniol
para inducir fases hexagonales de tipo Hy,. In vivo, este incremento en la propension no
lamelar de la membrana se traduciria en una compactacion menor de la superficie de la
membrana, que permitiria a ciertas proteinas afines por estas regiones incorporarse a la
membrana. Un ejemplo claro seria la insercion de restos isoprenilos de proteinas Gy,
que son voluminosos y tienen poca afinidad por dominios con un empaguetamiento
denso de superficie, como ocurre con los “lipid raft”. Todo esto refuerza la idea de las
importantes implicaciones funcionales que puede tener la concentracion de este tipo de
lipidos en puntos concretos de una membrana bioldgica, como un modo de promover
procesos de fusion o de fision en la bicapa lipidica. De este manera, proteinas de
membrana portadoras de estos grupos lipidicos serian capaces de desestabilizar puntos

concretos de la membrana (Gruner, 1985).
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1.2. RESULTADOS

El objetivo de esta parte del trabajo consiste en determinar el papel que juegan las
modificaciones lipidicas de la proteina Gaij en su interaccion con membranas lipidicas.
Asimismo, se trato de determinar el efecto que tienen en esa interaccion diferentes tipos
de lipidos caracterizados por su abundancia en las membranas bioldgicas y que serian

representantes clave de los principales dominios de esas membranas.

1.2.1. Caracterizacion lipidica de proteinas Gai;.

Se produjeron cuatro proteinas Gai; con distinto grado de acilacién, mediante
mutagénesis dirigida en aminoacidos que son claves para la incorporacion de los acidos
grasos saturados al extremo amino de la proteina. Asi, se gener6 una proteina Gaiy WT
que no porta ninguna mutacion en su extremo amino-terminal y que por tanto, es capaz
de incorporar acido miristico y acido palmitico en esa region. In vivo, sélo una fraccion
de estas proteinas esta palmitoilada, por lo que se forz6 la palmitoilacién in vitro para
dar lugar a la fraccion Gai; WT Pal®. Ademas, se gener6 una proteina Gaiy Pal™ que
porta una mutacion en la cisteina-3 (C3S) y que, por tanto, no es capaz de incorporar el
acido palmitico. Finalmente, se gener6 una proteina Gai; Myr™ que porta una mutacion
en la glicina-2 (G2A) y que, consecuentemente, carece de acido miristico. Tampoco el
acido palmitico esta presente en esta proteina, por haber sido obtenida de una fraccién
citosolica (Degtyarev et al, 1994, Dunphy et al, 1996; Dunphy et al, 2001).

El tratamiento con &acido 2-hidroximiristico de células Sf9 sobreexpresando estas
proteinas, ha permitido poner de manifiesto la capacidad de las proteinas Gai; WT y
Gaiy Pal™ para incorporar acido miristico (figura 1-2-1). El &cido 2-hidroximiristico es
un analogo del é&cido miristico, que actia en la célula inhibiendo la N-
miristoiltransferasa (NMT), el enzima que cataliza la adicion de moléculas de acido
miristico a proteinas. Como consecuencia del tratamiento con HMA, las proteinas Gai
WT y Gai; Pal™ no miristoiladas tuvieron una movilidad electroforética ligeramente
inferior a la que presentaron sus equivalentes miristoilados. Ademas, el comportamiento
electroforético de las proteinas no miristoiladas fue similar al de la proteina Gai; Myr-,

una proteina incapaz de incorporar &cido miristico en su secuencia (figura 1-2-1).
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El tratamiento de células Sf9 con acido 2-fluoropalmitico, un inhibidor de la
palmitoilacién, no tuvo efecto alguno en la movilidad electroforética de la proteina Gaiy
WT (figura 1-2-1). Este resultado esta de acuerdo con otros trabajos previos (Jones et al,
1997), que indican que no hay diferencias en cuanto a movilidad electroforética entre
una proteina Gai miristoilada portadora del &acido palmitico y otra Unicamente

miristoilada.

HMA@4SuM) — — 4+ + — + -—
FPAGBOLM) — + — -+

50 kDa>| &

~ - - /2
37 kDa>| we - = b
M
WT Pal™ Myr
GOLil GOLil GOLi]

Figura 1-2-1. Movilidad electroforética de las diferentes formas de proteina Gai;. La inhibicion de la
reaccion de miristoilacion con &cido 2-hidroximiristico (HMA+), causé un cambio de movilidad
electroforética de las proteinas Gai; WT y Pal™ (peso molecular aparente mas alto). Las bandas
inmunorreactivas correspondientes a proteina no miristoilada se sitiian a la altura de la linea “a”. Por otro
lado, las bandas correspondientes a proteina miristoilada estdn a la altura de la linea “b”. Una tercera
banda inmunorreactiva (linea “c) aparece por debajo de las dos anteriores en la figura. Esta banda podria
corresponder a un fragmento proteolitico de Gai; (Hurley et al, 1984). Por otra parte, la inhibicion de la
reaccion de palmitoilacion (FPA+) no altero el patron de movilidad de la proteina Gai; WT. La deteccion
inmunoldgica de las proteinas de interés se llevd a cabo mediante “western-blot”.

La obtencion de proteinas Gaiy miristoiladas y no miristoiladas mediante los anteriores
ensayos de inhibicion, ha permitido caracterizar el grado de miristoilacion de proteinas
Galy recombinantes purificadas a partir de distintas fracciones celulares (figura 1-2-2

A). Asi, se ha visto que las proteinas Gai; WT y Pal, purificadas a partir de la fraccion

citosélica de células Sf9, tienen un bajo grado de miristoilacion (figura 1-2-2 B, panel
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Figura 1-2-2. Purificacion y caraterizacion lipidica de proteinas Gai; recombinantes. Se analizaron
por SDS-PAGE (10% acrilamida) distintas fracciones resultantes de la cromatografia liquida (ver
protocolo en “Materiales y métodos”). Aquellas fracciones méas enriquecidas en proteina Gaiy
recombinante se unieron para ensayos posteriores (asterisco). A, panel superior: patrén de elucién de la
proteina Gaiy; Myr~. La elucion de la proteina tuvo lugar aplicando el siguiente gradiente discontinuo de
imidazol: 80 mM (calles 1 y 2), 120 mM (calles 3 y 4), 240 mM (calles 5-7) y 300 mM (calles 8-13). En
la calle 14 se muestra la fraccion citosolica obtenida tras la ultracentrifugacion que precede a la
purificacion en columna Ni-NTA. A, panel intermedio: purificacién de la proteina Gai; WT. La elucién
de la proteina se llevo a cabo empleando un gradiente de imidazol algo mas amplio que el anterior: 40
mM (calles 1y 2), 80 mM (calles 3 y 4), 120 mM (calles 5 y 6), 240 mM (calles 7-9) y 300 mM (calles
10-13). A, panel inferior: patrén de elucion de Gai; Pal, idéntico al de Gai; WT. B, panel superior:
movilidad electroforética de subunidades Gai, Myr-, Pal-y WT (124, 100 y 112 ng respectivamente de
proteina cargada) purificadas de la fraccién de sobrenadante (citosol, “Cyt.” en la figura), comparada con
la de estandares miristoilados (HMA-) y no miristoilados (HMA+) obtenidos de los ensayos de inhicion
de miristoilacion (véase “Materiales y métodos” para mas detalle). Las bandas inmunorreactivas de
proteina Gai; no miristoilada se indican con “a”, mientras que las bandas de proteina Gai;, miristoilada se
indican con “b”. B, panel inferior: analisis de la movilidad electroforética de una proteina Gai; WT
purificada de una fraccion de membranas totales. Las dos bandas de proteina Gai; WT purificada (7 y 22
ng, de izquierda a derecha de la figura) corresponden a proteinas completamente miristoiladas (justo a la
altura de la linea b). La deteccion de las proteinas de interés se llevo a cabo mediante “western-blot”.

superior), mientras que una proteina Gai; WT, purificada de una fraccién de membranas
totales, se halla completamente miristoilada (figura 1-2-2 B, panel inferior).
La unidn del acido palmitico a la cisteina en posicion 3 de la proteina Gai; €s una

unién covalente reversible, sensible a agentes reductores. Por ello, el empleo de agentes
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reductores durante el proceso de purificacion de la proteina Gai, WT podria estar
reduciendo la proporcion de proteina Gai; palmitoilada en la muestra final de proteina
purificada. Para aumentar esa proporcion se llevé a cabo una reaccion de palmitoilacion
in vitro de la proteina purificada, empleando palmitoil-CoA a una concentracion de 20
uM.

A
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Figura 1-2-3. Acilacion de proteina Gai;. A, la banda intensa correspondiente a la proteina Gai; WT
Pal* confirma la incorporacion del acido palmitico en la cisteina-3 de la proteina, lo cual no ocurre en la
proteina mutante Gai, Pal”. Se cargaron idénticas cantidades de las proteinas Goi; Pal”y Gai; WT Pal™,
como se demuestra por “western-blot” cuantitativo. B, cuantificacion de proteina Gai; total mediante
“western-blot”. La cuantificacion se hizo usando cantidades conocidas de proteina Gai, correspondientes
a los estandares st-1 (54 ng), st-2 (87 ng) y st-3 (110 ng).

La incorporacion de acido palmitico a la proteina Gaiy WT se demostré mediante un
ensayo de biotinilacion de la proteina purificada (figura 1-2-3, panel A), incorporandose
biotina alli donde habia unido acido palmitico. La deteccion de proteina biotinilada se
realizé utilizando estreptavidina conjugada con un fluorocromo sensible a radiacion de
700 nm. El fluorocromo emite radiacion infrarroja tras ser estimulado por aquélla. La
radiacion infrarroja se detecté con un escéner de infrarrojo proximo (NIR, “near
infrared”). En la figura 1-2-3 se puede ver que la proteina Gai; WT, que ha sido
sometida a una reaccion de palmitoilacién in vitro, da una sefial muy fuerte debida a la

unién estreptavidina-biotina, frente a la débil sefial correspondiente a la proteina Gaiy
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Pal". Las cantidades totales de proteina Gaiy Pal™ y de proteina Gai; WT cargadas en el
gel fueron idénticas, como se observa en la figura obtenida empleando un anticuerpo

anti-Gai; (figura 1-2-3 panel B).

1.2.2. Interacciones Gali;-membranas.

Para llevar a cabo este estudio, se produjeron cuatro tipos de proteina Gai; con
diferente grado de acilacién. Estas proteinas Gai; se purificaron mediante cromatografia
liquida en columna de Ni-NTA (véase “Materiales y métodos” para mas detalles). Las
fracciones cromatogréficas que se combinaron para estos estudios aparecen marcadas
con asterisco en la figura 1-2-2 A. El grupo de proteinas Gai; miristoiladas estuvo
constituido por tres tipos de proteinas: una proteina Gai; Pal™ no palmitoilada y dos
tipos de proteina Gai; WT con diferente grado de palmitoilacion. La proteina Gai; Myr~
carecio del acido miristico N-terminal. Puesto que la ausencia de dicho grupo previene
la palmitoilacion del monémero Gai; (Duncan & Gilman, 1996), la proteina Gaiy Myr~
es también una proteina no palmitoilada. Asi, se simplificé la obtencidn de una proteina
Gaiy Myr~ Pal”, no siendo necesario inducir la doble mutacion Gly-2—>Ala-2 y Cys-
3—>Ser-3 en el extremo amino de la proteina Gais.

Se analizo la union de las distintas proteinas Gai; generadas a diferentes bicapas
lipidicas modelo, con las caracteristicas composicionales y estructurales que simulan
diferentes microdominios de membrana. Asi, las vesiculas compuestas por PC, con una
estructura lamelar uniforme, representan la estructura lipidica estandar de las
membranas biologicas, puesto que la PC constituye normalmente el 40-50% de la
totalidad de los fosfolipidos de membrana. Un lipido pro-no lamelar, como la PE, es
clave en la formacion de dominios de tipo Le y Lg con alta propension a la formacion de
fases no lamelares (tension de curvatura negativa) (Escriba, P.V., 2006). PS es un lipido
anionico, con un efecto critico en la union de proteinas a membranas por interacciones
de tipo electrostatico. El colesterol y la esfingomielina son lipidos que tienden a
asociarse entre si, constituyendo dominios con una estructura liquido-ordenada (L,), que
se han denominado “lipid rafts”. Los resultados de los estudios de union de las
diferentes proteinas Gai; mencionadas a membranas modelo compuestas por los lipidos

descritos, se muestran en la tabla 1-2-1.
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Tabla 1-2-1. Uni6n de proteinas Gai; con diferente grado de acilacion a membranas modelo. Los

resultados corresponden a medias de 2-8 experimentos de union de la proteina Gai; a vesiculas lipidicas

(tanto por uno) + E.E.M.

Proporcion de union de Gei a LUVs

Composicion lipidica 7 paL* WT PAL- MYR-
PC 0,321+0031 0,220£0,044 0,177+0,030 0,023+ 0,004
PC:PE (5:5) 0,238+0,048 0,169+0,029 0,115+0,016 0,026 + 0,006
PC:PE (2:8) 0,187+0,030 0,136+0,018 0,114+0,017 0,017 £0,003
PC:PS (9:1) 0,299+0024 0219+0,047 0,186+0,014 0,022+ 0,003
PC:PS (8:2) 0,238+£0,024 0,233+0,035 0,177+0,015 0,024 £ 0,002
PC:PS (6:4) 0,222 £ 0,026 n.d. 0,278 £0,039 0,023 + 0,004
PC:PE:Cho (1:1:1) 0,223 +£0,027 0,141+0,021 0,186 +0,009 0,023 £ 0,006
PC:PE:Cho:SM (L1:1:1:1)  0,249+0,020 0,190+0,050 0,139+0,022 0,022 + 0,006
PC:PE:PS (2:2:1) 0,245+0031 024340021 0,166+0,033 0,019+ 0,003

Efectos de los lipidos de Gei; en su union a membranas ricas en PE.

La union de la proteina Gai; @ membranas modelo en general, y a membranas de PC
en particular, fue dependiente de los acidos grasos miristico y palmitico. Asi, la proteina
que presentd mayor unién a PC fue la proteina Goiy WT Pal”, seguida de la proteina
Gaiy WT, no sometida a la reaccion de palmitoilacion. La proteina Gaiy Pal™ se unio
menos que las dos anteriores a vesiculas de PC. Gai; Myr~ (Pal”), sin modificacion
lipidica que sustentara su unién a tales vesiculas, fue practicamente incapaz de
interaccionar con la PC y con el resto de lipidos estudiados.

La miristoilacion de proteinas Gaiy indujo, en todos los casos, una reduccion en la
unién de estas proteinas a vesiculas lipidicas con PE, el cual causa la formacién de
dominios liquido-desordenados (Ld) y fases no lamelares H; a 25°C. Este efecto
correlacion0 inversamente con el grado de acilacion de la proteina (figura 1-2-4). En
este sentido, la proteina Gaiy WT Pal™ fue la mas afectada por PE en su interaccion con
membranas modelo, disminuyendo significativamente su unién a liposomas con un 80%

de PE (figuras 1-2-4 Ay B). De igual modo, la proteina Gaiy Pal™ mostré menor union
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a membranas modelo con PE que a membranas compuestas unicamente de PC (figuras
1-2-4 A 'y C). Por otro lado, la ausencia de miristoilacion de la proteina supuso la
pérdida casi total de la capacidad de la proteina Gai; Myr~ para interaccionar con
vesiculas lipidicas (figuras 1-2-4 A'y C). Ademas, la presencia de PE no indujo cambios

significativos en la interaccion de Gaiy Myr~ con membranas modelo (figura 1-2-4 C).

Figura 1-2-4. Influencia de PE en la union de Gai; a membranas modelo. A, union de proteinas Gaiy
con diferente grado de acilacion a membranas con contenido creciente en PE (ng de proteina unida
respecto a ng totales de proteina Gai,). B, porcentaje de union de Gai; WT y Gai; Pal®™ a vesiculas
lipidicas con PE. C, porcentaje de union de proteinas Gai; Myr~y Gai; Pal™ a vesiculas lipidicas con PE.
En B y C, la unidn de proteina a membranas de PC se tom6 como referencia (100%). Se muestran
“inmunoblots” representativos de los diferentes experimentos de union. Los datos que se representan son
la media £ E.E.M. del porcentaje de union a membranas de 3-8 experimentos independientes. *, p < 0,05.
# indica la existencia de diferencias significativas en la unién de la proteina Gai; Myr~ a membranas
totales, con respecto a las restantes proteinas Gai; recombinantes. Se obtuvieron diferencias significativas
en la unién de las proteinas Gai; Pal~ y WT a membranas modelo de PE, aplicando un test t de dos
muestras no apareadas.
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Efectos de los lipidos de Gei; en su union a membranas ricas en PS.
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Figura 1-2-5. Influencia de PS en la union de Gai; a membranas modelo. A, union de proteinas Gai;
con diferente grado de acilacién a membranas con contenido creciente en PS (ng de proteina unida
respecto a ng totales de proteina Gai,). B, porcentaje de union de Gaiy Pal®, Gaiy Pal”y Gai; Myr- a
membranas modelo con cantidades variables de PS. Se tomdé como referencia (100%) la union a
membranas de PC. Se muestran “inmunoblots” representativos de cada experimento de union. Los datos
representan la media + E.E.M. del porcentaje de unién a membranas (n=2-9). **, p < 0,01; *, p < 0,05. #
indica la existencia de diferencias significativas en la unién de la proteina Gai; Myr- a membranas
modelo, con respecto a las restantes proteinas Gai; recombinantes.
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La fosfatidilserina (PS) es un lipido con carga neta negativa y abundante en la cara
interna de la membrana plasmaética. La palmitoilacion de la proteina Gai; miristoilada
alteré su comportamiento de union a membranas lipidicas modelo con proporciones
crecientes de PS (figura 1-2-5). Asi, la proteina Gai; WT Pal®, miristoilada y
palmitoilada, mostré menor afinidad por membranas con contenido creciente en PS,
mientras que la union de la proteina Gai; Pal”, miristoilada pero no palmitoilada, a
vesiculas con 40% de PS se vio notable y significativamente incrementada (figura 1-2-
5).

Finalmente, la union de la proteina Gai; Myr~ no acilada a vesiculas de PS fue
también, como en el caso de PE, muy baja, no observandose cambios significativos
debidos a un aumento en el contenido en PS de las membranas lipidicas. La proteina
Gai; Myr~, al no llevar unido el &cido miristico, cambiaria su orientacion respecto al
plano lateral de tales membranas, lo que explicaria que no se produjera una mayor o

menor interaccion en presencia de cantidades crecientes de PS (ver Figura 1-2-8).

Efectos de los lipidos de Gai; en su union a membranas de tipo “lipid-raft” (L,).

Las vesiculas lipidicas constituidas por PC se hallan en un estado fluido denominado
liquido-desordenado (Lg). En cambio, en las vesiculas constituidas por PC, PE,
colesterol (cho) y esfingomielina (SM), hay una coexistencia de dominios Ly y
dominios L,. Este ultimo tipo de dominio también se halla en un estado fluido, aunque
el grado de ordenamiento lipidico que presenta es méas elevado. El perfil de la unién de
las distintas proteinas Gai; a vesiculas de tipo PC fue muy similar al de la union a
vesiculas PC:PE:cho:SM (1:1:1:1). En ambos casos, la proteina Gai; WT Pal® fue la
que presentd mayor capacidad de union, si bien la union de esta proteina a vesiculas de
PC fue mayor que a la mezcla cuaternaria (figura 1-2-6). La ausencia de acido palmitico
en la proteina Gai; hizo que la unién de la proteina a estos dos tipos de membranas
modelo fuera bastante méas baja, demostrando la propiedad clave del acido palmitico
para conducir la proteina Gai; a este tipo de entornos lipidicos. La union de la proteina
Gaiy Myr~ fue significativamente menor a la observada para cualquiera de las otras

proteinas Gai; recombinantes estudiadas (figura 1-2-6).
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Figura 1-2-6. Unién de la proteina Gai; @ membranas con propension lamelar. Union de proteinas
Gaiy, con diferente grado de acilacion, a membranas con propension lamelar de PC y PC.PE:Cho:SM
(tipo “raft”). En la gréfica aparece representada la media + E.E.M. de 4-7 experimentos independientes.
*** p <0,001; **, p<0,01, * p<0,05.

Efectos de los lipidos de Gei; en su unién a membranas bioldgicas.

En el contexto del estudio de las interacciones lipido-proteina G, se llevo a cabo un
andlisis de la union de las tres proteinas Gaiy recombinantes a membranas de células
Sf9. La tabla 1-2-2 muestra los resultados del fraccionamiento celular aplicado a este
tipo de células sobreexpresando proteina Gais, con el fin de determinar la cantidad total
de cada proteina recombinante estudiada que interacciona con las membranas totales, y
la cantidad que queda libre en la fraccion citosolica.

Se vio que la incorporacion de &cido miristico a la proteina fue critica en la interaccion
de Gaiy con membranas biologicas (en este caso, membranas de células Sf9), tal y como
ha sido descrito en otros trabajos (Jones, T.L. et al., 1990). Asi, no hubo diferencias
significativas entre las proteinas Gai; WT y Gai; Pal™ en su unién a membranas
biolégicas. En cambio, la ausencia de acido miristico en la proteina Gaiy provocd un

descenso significativo en su interaccion con membranas de células Sf9 (figura 1-2-7).
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Tabla 1-2-2. Union de proteinas Gai; WT, Gai; Pal™y Gai; Myr~a membranas totales de células
Sf9. Los resultados representan la cantidad total de proteina Gai, recombinante (ug / ml lisado) + E.E.M.
(n=3) en las fracciones de membrana y citosol.

Localizacién en células Sf9

(ug de proteina en 1 ml de lisado)

Proteinas Gai; Membranas Citosol
WT 9,17 + 3,10 5,96 + 2,54
PAL™ 11,72 +4,00 9,55+ 3,55
MYR™ 7,711+3,21 13,97 + 5,63

Estos resultados parecen indicar que el a&cido miristico, en mayor medida, es critico
para el anclaje de la proteina Gai; a membranas, mientras que el &cido palmitico
influiria decisivamente en la movilizacién de la proteina entre diferentes microdominios
de membrana (Huang et al., 1999; Bijlmakers & Marsh, 2003).

0.8

1 R — ——
0.7 - P SN P SN P SN

0.6

0.5-

0.4- ks

0.3-
WT PAL- MYR-

Guai Proteins

Gai1 binding to Sf9 cell membranes
(ng bound protein / ng total protein)

Figura 1-2-7. Union de proteinas Gai; recombinantes a membranas de células Sf9. La union de cada
proteina Gai; recombinante a membranas totales de células Sf9 aparece representada en la figura. Se
muestran “inmunoblots” que reflejan la distribucion de las diferentes proteinas Gaiy entre las fracciones
de pellet (P) y sobrenadante (SN). Los resultados representados son la media + E.E.M. de 3 experimentos
independientes, con tres réplicas por experimento. ***, p < 0,001. # indica la existencia de diferencias
significativas en la unién de la proteina Gai; Myr~ a membranas totales, respecto a la union de la proteina
G(Xil Pal~.
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1.2.3. Analisis estructural del dominio N-terminal de Gaijs.

Mediante diversas herramientas informaticas de simulacion se llevo a cabo un estudio
estructural detallado de la region amino-terminal de la proteina de sefializacion Gais.

Dichos estudios predicen una estructura secundaria de tipo a-helicoidal para la region
N-terminal de las distintas proteinas Ga que son capaces de incorporar acido miristico,
entre ellas la que es objeto de estudio en este trabajo (figuras 1-2-8 A y B). En un
andlisis mas exhaustivo de esa hélice o amino-terminal de la proteina Gaiy, se observo
que existen en esa region una serie de aminoacidos basicos, que ademas se hallan
altamente conservados en las restantes proteinas Go. miristoiladas (figura 1-2-8 B). Se
trata de seis aminoacidos que se hallan localizados en el mismo lado de la hélice,
constituyendo un pequefio parche de cargas positivas, tal y como se puede observar en
la proyeccion de la hélice en el plano, mostrada en la figura 1-2-8 C (grupo de
aminoéacidos encerrados dentro de circulos azules). La localizacién de este dominio
polibasico préxima a los puntos de unién de los acidos grasos saturados de la proteina,
refuerza la hipétesis a favor de un papel clave de la hélice o N-terminal en la
interaccion con los lipidos de la membrana, en consonancia con los resultados de la
union de la proteina Gai; @ membranas modelo.

Por otro lado, se estudiaron las conformaciones mas estables de los cinco primeros
amino&cidos de la proteina Gai; en funcion de la presencia o ausencia de los acidos
grasos que se unen al extremo amino-terminal de la proteina. Criterios de estabilidad
termodinamica marcan una ordenacion diferente de esos cinco aminoacidos, seguin que
estén presentes los dos acidos grasos, sélo el acido miristico, o bien, ninguno de ellos
(figura 1-2-8 D). Este resultado vino a confirmar otra hipotesis fundamental en los
estudios de la interaccion Gai;-membranas, como es que la presencia del acido
palmitico cambia la estructura secundaria de la region N-terminal de la proteina Gai;.
Los resultados de modelado molecular asistido por ordenador estan también respaldados

por los resultados de los estudios de union de la proteina Gais a liposomas.
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Figura 1-2-8. Estructura secundaria de la regién N-terminal de proteinas Ga miristoiladas. A,
estructura de tipo hélice o en el extremo amino de la proteina Gai; predicha con el servidor PSIPRED. B,
alineamiento multiple de la secuencia N-terminal de las diferentes proteinas Ga miristoiladas de rata. Los
residuos basicos conservados aparecen resaltados en negrita. C, proyeccién a-helicoidal de los residuos 7-
39 de Gai;. El inserto indica la posicion relativa de la proteina respecto a la membrana, de forma que
Goai; miristoilada (Myr) presenta los aminoéacidos cargados positivamente frente a fosfolipidos cargados
negativamente. Por el contrario, la proteina G con doble acilacién (Myr Pal) presenta aminoacidos
neutros que tienen preferencia por dominios sin carga negativa. D,comparacion de estructuras estables de
péptidos N-terminales acilados y no acilados de Gai;. En Cy D, “M” es el 4cido miristico y “P” es el
acido palmitico.
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Capitulo 2.

MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN LA
INTERACCION DEL HETERODIMERO GB,y, CON
MEMBRANAS LIPIDICAS

2.1. INTRODUCCION

2.1.1. Analisis estructural del complejo Gpy.

El heterodimero GBy es un complejo de sefializacion que resulta de la fuerte asociacion
que se establece entre las proteinas GB y Gy. Tal es la fuerza de esa union, que el
complejo sélo puede disociarse bajo condiciones desnaturalizantes.

De las seis isoformas distintas pertenecientes al grupo de proteinas GB, las
subunidades GBi.4 tienen una homologia de secuencia del 78-88% (Schwindinger &
Robishaw, 2001). Asi, las caracteristicas estructurales de la subunidad GpBi, expuestas
en este apartado, son aplicables a las otras tres subunidades Gp, considerando el alto
grado de identidad existente entre ellas.

El ndcleo estructural de la subunidad G, esta constituido por un dominio B-helicoidal
que consta de siete motivos, cada uno de los cuales es una hoja B de cuatro hebras
antiparalelas. Las siete hojas B se disponen en torno a un canal central estrecho, y lo
hacen de forma casi paralela al eje longitudinal del canal. Las hojas B se distribuyen de
modo tal, que el diametro de la hélice en el extremo de la proteina que encara la
membrana es ligeramente mas grande que en el otro extremo (figura 2-1-1).

Un motivo denominado WD40 se repite siete veces en la proteina GB;. En este motivo,
solo unos pocos residuos estan bien conservados, y ninguno de ellos absolutamente. El

motivo WD40 de estas proteinas tiene una estructura (Neer et al, 1994):

{Xe-00 — [GH — Xa702 — WD]}s 8
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donde X es cualquier aminoacido, G es glicina, H es histidina, W es triptéfano y D
aspartato. Mediante la técnica de difraccién de rayos X se pudo confirmar que este
motivo WD se pliega en una estructura modular, que es capaz de ensamblarse con
unidades similares para constituir un dominio B helicoidal con forma de barril (figura 2-
1-1). La primera hebra de cada hoja B, denominada hebra A, se alinea con el canal
interior del “barril” y, de forma serpenteante, tres hebras mas progresan hacia fuera. De
entre todas estas hebras, la cuarta, denominada hebra D, forma el borde exterior de la
hélice. Los “loops” AB, que conectan las hebras A y B de cada hoja, y los “loops” CD,
se localizan en el extremo ensanchado del “barril”, donde la subunidad Gy, se halla
unida por la region de las hojas 5 y 6. Por otro lado, los “loops” BC y DA se localizan
en el extremo opuesto, con el que interacciona la region “switch II” de la subunidad

Guij (figura 2-1-2) (Wall et al, 1995).

N-terminal to C-terminal repeat order of G-beta

Figura 2-1-1. Estructura helicoidal de la proteina GB. Se muestra la disposicién de las siete hojas B de
la proteina, asi como la posicion relativa de las cuatro hebras g dentro de cada hoja B. Ademas, aparecen
resaltados los aminoécidos claves del motivo WD. El aminoéacido Asp, que es critico en la constitucion del
motivo WD, se indica con un circulo rojo. Los aminoacidos aromaticos altamente conservados,
localizados en los extremos inferiores de las hebras A y C, se muestran con circulos azules (figura
adaptada de Neer, E.J. & Smith, T.F. (1996) Cell, 84: 175-178).

En el motivo WD40, anteriormente representado, la porcion amino-terminal variable
forma el “loop” CD y gran parte de la hebra D. El resto del motivo que se repite
contribuye de forma predominante a la constitucién de las hebras A, B y C de cada hoja
B.
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La secuencia amino-terminal de la primera repeticion WD40 de la proteina Gp; es
incorporada como la hebra D de la ultima hoja B, mientras que la secuencia carboxi-
terminal de la proteina da lugar a las hebras A, B y C de esta Gltima hoja. Asi, la
primera y la Gltima hebras de todas las que constituyen las distintas hojas B son
adyacentes en la ultima hoja B, circularizando la estructura (figura 2-1-2) (Wall et al,
1995).

Figura 2-1-2. Imagen estructural del heterodimero Gpiy,. La mayor parte de la proteina GB aparece
coloreada de verde, exceptuando las regiones de la proteina que conectan los motivos WD40, que han
sido coloreadas de azul. La hebra D de cada hoja p forma parte de estas regiones pintadas de azul. La
proteina Gy estd enteramente coloreada de amarillo. La regién switch 11 de Gai; y los 34 aminoécidos del
extremo amino-terminal de esta proteina aparecen también representados (figura adaptada de Wall M.A.
et al. (1995) Cell 83: 1047-1058).

Entre los rasgos estructurales mas notables que implican a los residuos mas
conservados de las repeticiones WD40, esta la tétrada que comprende los residuos Trp-
30, Thr/Ser-20, His-2 y Asp-24, unidos mediante puentes de hidrogeno. El aspartico en
posicion 24 es un residuo que se repite en cada una de las hojas p de la proteina Gp;. El

residuo siguiente, en la posicion 25, promueve la aparicion de una estructura de tipo
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helicoidal en esa region de la proteina, lo que permite a su vez que el aspartico
invariable se proyecte hacia el interior de una horquilla de cinco aminoacidos, que
conecta las hebras B y C de cada hoja (Wall et al, 1995).

Los primeros 47 aminoacidos de la subunidad B; forman una cadena polipeptidica que
envuelve parcialmente el extremo de mayor tamafio del dominio B-helicoidal. Esta
cadena amino-terminal consta de dos hélices o: una que abarca los 27 primeros
aminoacidos de la proteina, y otra més corta que termina en el aminoéacido 36. Los
residuos del 38 al 47 adoptan una conformacion extendida e irregular (figura 2-1-2). La
direccion de la cadena polipeptidica de la proteina Gy, es paralela a la del extremo
amino-terminal de GB;. Los residuos amino-terminales, que van de la posicion 10 a la
25 en la proteina Gy,, tienen una estructura de hélice o y se empaquetan contra la hélice
amino-terminal de la subunidad GB;. Ambas hélices se cruzan formando un angulo de
aproximadamente 15°, lo que sugiere una interaccion hélice-hélice casi paralela. Ambas
hélices divergen hacia su extremo amino. Por su parte, una segunda hélice o de la
proteina Gy,, que va del residuo 29 al 44, contacta a través de puentes de hidrégeno con
el segmento intrahelicoidal irregular de GpB;. Esta segunda hélice discurre por una
cavidad hidrofobica acondicionada por “loops” de la hoja B numero 6. La region de
contacto de las hojas 5 y 6 de GB; con la segunda hélice o de Gy, parece determinar la
selectividad de las proteinas Gy por las diferentes proteinas GB (Wall et al, 1995, VVogler
et al, 2004; Barcel¢ et al, 2007).

La informacion que se tiene acerca de la organizacion estructural del extremo
carboxilo de la proteina Gy es méas escasa. Como ya se ha indicado, en esta region
ocurre la incorporacion de un lipido isoprenoide, ya sea un resto farnesilo o bien un
resto geranilgeraniol, lo que complica enormemente la cristalizacion de la proteina para
su estudio por difraccién de rayos X. No obstante, los resultados de estos y otros
estudios apuntan a que esta region de la proteina Gy participa decisivamente en el
anclaje a la membrana tanto del dimero GBy como del complejo trimérico GaBy (Wall et
al, 1995).

No hay evidencias acerca de la existencia de un patrén de ordenamiento concreto de la
region carboxi-terminal de la proteina Gy formando parte del complejo heterodimérico.
Sin embargo, esto podria depender del ambiente que envuelve esa parte de la proteina.
En este sentido, conviene destacar una propiedad intrinseca a todas las proteinas vy,
especialmente, a todas aquellas que interaccionan con lipidos: se trata de su plasticidad
estructural, es decir, su capacidad para reorganizarse estructuralmente dependiendo del
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tipo de moléculas con las que estén interactuando en un momento dado. En este trabajo,
abordamos en detalle esta cuestion relevante desde el punto de vista de las interacciones
lipido-proteina G. Un estudio de las modificaciones estructurales que ocurren en las
proteinas resulta necesario en el marco de la sefializacion celular, y especialmente en el
caso de las proteinas G, teniendo en cuenta su gran movilidad dentro de la célula, sus
diferentes estados de actividad y su relevancia funcional (Wall et al, 1995;
Schwindinger & Robishaw, 2001; Dupré et al, 2009).

2.1.2. Diversidad de las proteinas GB y Gy: la sefializacion

celular en clave evolutiva.

Una caracteristica que revela el importante papel funcional que juega el heterodimero
GpBy en las células es su heterogeneidad, plasmada en la diversidad de proteinas GB y Gy
conocidas: 6 proteinas GB y 12 proteinas Gy diferentes han sido identificadas en el ser
humano. Esta heterogeneidad se traduce en expresion de diferentes heterodimeros segun
el tejido. Asi, la proteina GBs se expresa solo en el sistema nervioso central (SNC), y
una variante mas larga de esta proteina, en la retina. Estas dos proteinas muestran
mucha menos homologia con las proteinas GB1.4, que éstas Gltimas entre ellas.

En el caso de las proteinas Gy, la diversidad es aun mayor. Se han agrupado en
subfamilias, segun el grado de homologia existente, sobre todo, en la region carboxi-
terminal. Como ya se ha comentado anteriormente, esta regién es muy importante, por
tratarse de la parte de la proteina de mas estrecho contacto con las membranas
biolégicas y con componentes proteicos de las mismas (Gautam et al, 1998). Es
precisamente el aminoacido carboxi-terminal de la proteina Gy recién sintetizada el que
determina el tipo de isoprenilacion que tendra lugar en dicha proteina. Asi, las proteinas
Gy que terminan en serina, como son Gy;, Gyg y Gyaz, incorporan un resto farnesilo en la
cisteina mas proxima al extremo carboxilo. El resto de proteinas Gy, que terminan en
leucina, incorporan un resto geranilgeraniol mas largo (tabla 2-1-1; Escriba et al, 2007).

La incorporaciéon a la proteina Gy de uno u otro lipido isoprenoide tiene gran
relevancia funcional y guarda relacion con la localizacion especifica de estas proteinas,
en lo que respecta al patron de expresion especifico de cada proteina Gy dentro de un
organismo Yy, también, a su distribucion dentro de las células. Asi, las proteinas Gy; y
Gyyg se localizan en la retina: Gy; en los bastones y Gyg en los conos (Gautam et al, 1998;
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Downes & Gautam, 1999). Junto a ellas se expresan especificamente, en la retina, las
proteinas Gat; en combinacion con Gy, y Gat, en combinacion con Gys (Downes &
Gautam, 1999).

Otro agrupamiento que se hace dentro de la familia de proteinas Gy es el de las
proteinas Gy,, Gys y Gy, todas ellas abundantemente expresadas en el sistema nervioso,
aunque la proteina Gy, se localiza también en otros tejidos (Gautam et al, 1998).

En relacion con la distribucion celular diferencial de proteinas Gy que estan formando
parte del complejo GBy, la regidn carboxi-terminal de las proteinas Gy resulta, una vez
mas, determinante. Se ha visto que estd implicada en los procesos de translocacion de
complejos GBy de la membrana plasmatica a sistemas de membranas intracelulares. Las
implicaciones funcionales de este fendmeno son muy notables, pues supone el traslado
de componentes activos de los sistemas de transduccién de sefial, en los que estan
implicados RAPG, a otras membranas distintas de la membrana plasmatica (Saini et al,
2007). De esta manera, la activacion de un receptor en la superficie de la célula podria
llevar a una réapida propagacion de la sefial hacia el sistema de endomembranas, donde
podrian activarse vias de sefializacion claves. Una de estas vias es la via PI3K/PKB,
dependiente de GB1y2, que se ha demostrado que se activa en endosomas tempranos, en
respuesta a la estimulacion de receptores de LPA (Garcia-Regalado et al, 2008).

La propiedad de los complejos GBy para translocarse de unas membranas a otras
depende de las secuencias de aminoacidos de las proteinas Gy. Asi, se trata de procesos
de translocacion diferenciales desde un punto de vista cualitativo y cuantitativo (Saini et
al, 2007). En un estudio pionero, de las 12 proteinas Gy conocidas, 6 de ellas,
inicialmente localizadas en la membrana plasmatica, sufren translocacion a membranas
intracelulares tras la activacion de un receptor muscarinico. Las proteinas Gyi, Gyg
y Gyi1, todas ellas portadoras de un resto farnesilo, se translocan a las membranas del
aparato de Golgi, al igual que las proteinas Gys y Gy, portadoras, en este caso, de un
resto geranilgeraniol. La proteina Gyi3, que también lleva unido el lipido
geranilgeraniol, se mueve en cambio al reticulo endoplasmatico (RE). El resto de
proteinas Gy no experimentan translocacién alguna.

Las subunidades y que sufren translocacion tras activacion de un receptor, muestran en
su secuencia una relacion mas estrecha entre ellas que la que existe con las que no
sufren translocacion (Saini et al, 2007). Entre las proteinas Gy translocadas, hay
diferencias que se correlacionan estrechamente con el grado de homologia entre sus

secuencias. Asi, las proteinas Gy farnesiladas, Gyi, Gyg y Gyi1, se translocan mas
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rapidamente que las proteinas Gys y Gyio, englobadas dentro de otra subfamilia de
proteinas Gy (Saini et al, 2007). En cambio, las proteinas Gy que quedan retenidas en la
membrana plasmatica, muestran una notable conservacion de los aminoécidos de la
region carboxi-terminal, especialmente de los aminoacidos basicos cercanos al grupo
geranilgeraniol. El pequefio dominio polibasico de la regién C-terminal de Gy, es objeto
de profundo anélisis en este capitulo, a la vista de su posible relevancia estructural y
funcional.

Desde una perspectiva evolutiva, existe en mamiferos una expansion de subfamilias de
proteinas implicadas en la sefializacion celular, que esta altamente correlacionada con la
creciente complejidad de la organizacion celular de estos organismos. Algunos autores
han sugerido que los patrones de diversidad correspondientes a las distintas subunidades
de proteinas G, y a receptores acoplados a ellas, constituyen la respuesta a una
necesidad creciente que tiene un organismo con una arquitectura cada vez mas
compleja. Se trataria de una estrategia que le permitiria diversificar los procesos de
sefializacion celular que en él han de darse, para llegar a alcanzar un grado de
funcionalidad completa (Downes & Gautam, 1999).

Mientras que en mamiferos existen 5 genes para la subunidad B de la proteina G
agrupados en dos clases, en la levadura, un organismo unicelular, s6lo hay un gen
denominado STE4. En cambio, en un organismo pluricelular, como el nematodo
Caenorhabditis elegans, existen dos genes distintos para dicha subunidad, que se
corresponden con las dos subfamilias existentes en mamiferos (Downes & Gautam,
1999). En el caso de la subunidad y, las distintas proteinas Gy de mamiferos se agrupan
en cuatro subfamilias, mientras que la levadura tiene un Unico gen para dicha
subunidad, denominado STE18, cuyo producto presenta muy poca homologia con las
subunidades y de mamiferos. Tampoco en C. elegans los dos genes correspondientes a
la subunidad Gy guardan demasiada relacion con alguna de las subfamilias de proteinas
Gy de mamiferos (Gautam et al, 1998; Downes & Gautam, 1999). Igual que existe un
incremento en la diversidad de las distintas subunidades de las que constan las proteinas
G, también se ha observado un incremento en la variedad de genes que codifican
RAPGs (Downes & Gautam, 1999).

Otras caracteristicas de los sistemas de transduccion de sefial en los que participan
proteinas G pueden inferirse a partir de un enfoque de tipo evolutivo que contemple la
diversidad de subunidades de proteinas G existente. Asi, en mamiferos se ha visto que

los genes de las subunidades o y y de la proteina G son mucho mas diversos que los
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genes correspondientes a la subunidad B. Esto puede ser un reflejo de una mayor
diversidad funcional o de una mayor relevancia de las subunidades o y y respecto a la
(Downes & Gautam, 1999). No en vano, son las subunidades o y y las que contactan
especificamente con los receptores. Asi pues, una importante diversidad de estas
proteinas seria necesaria para gque existiera un acoplamiento especifico receptor-proteina
G, si se tiene en cuenta la notable diversidad de receptores existente. En este sentido,
una amplia diversidad de proteinas Ga permitiria también aumentar la especificidad de
la interaccidn de dichas proteinas con las numerosas proteinas efectoras que se sabe que
existen (Downes & Gautam, 1999). Tal diversidad podria obedecer, también, a una
situacion contraria. Varias subunidades distintas que interaccionen con el mismo
receptor podrian permitir que una ruta de sefializacion clave no se viera interrumpida
debido a la existencia de una subunidad de proteina G defectuosa (Downes & Gautam,
1999). Se trataria de dos mecanismos distintos que permitirian dar una solucion

completa al problema del aumento en complejidad de los organismos vivos.

2.1.3. Papeles del heterodimero Gy en la sefalizacion celular.

Hasta no hace mucho, se creia que el papel primordial y casi exclusivo del dimero Gy
consistia en regular la accion de la enzima Ga en el ciclo de activacion / desactivacion
de dicha proteina (Gautam et al, 1998). Mediante su interaccion con la proteina Ga,
actuaria como un inhibidor de la disociacion de nucledtidos de guanina, constituyendo
un complejo heterotrimérico inactivo unido a GDP, estabilizando la union del
nucledtido GDP al complejo de sefializacion, e impidiendo su sustitucién por GTP
(Dupre et al, 2009). En cambio, un receptor que fuera capaz de interaccionar con el
complejo inactivo, se comportaria, tras su activacion, como lo haria un factor de
intercambio de nucleotidos de guanina (GEF, “guanine nucleotide exchanging factor”),
es decir, promoviendo la liberacion del nucleétido GDP de la proteina Ga, y su
sustitucion por GTP (Dupré et al, 2009).

En 1987 se puso de manifiesto por primera vez la participacion directa del dimero GBy
en los procesos de sefializacion celular, cuando se comprobd que, por si solo, era capaz
de activar un canal de potasio cardiaco, que es controlado por un receptor colinérgico
muscarinico en respuesta a la acetilcolina (Logothetis et al, 1987). Hoy dia son muchas

las pruebas de su implicacion como modulador de proteinas efectoras en numerosas
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rutas de sefializacion. Asi, el heterodimero Gpy es capaz, al igual que la proteina Ga, de
regular positiva o negativamente proteinas clave como la fosfolipasa C (PLC), la
adenilil ciclasa, canales de potasio, canales de calcio dependientes de voltaje y un canal
de sodio del cerebro (Gautam et al, 1998; Schwindinger & Robishaw, 2001). Mas adn,
la relevancia funcional del complejo GBy adquiere una nueva dimension, al constatarse
su papel como componente central en las vias de sefializacion celular que regulan la
proliferacion y supervivencia celulares (Schwindinger & Robishaw, 2001).

Ademas, se ha comprobado también que el complejo GBy es absolutamente
imprescindible para la interaccion de las proteinas G con los receptores a los que se
acopla y, en consecuencia, para la activacion del complejo por dichos receptores.
Estudios llevados a cabo con la transducina y la rodopsina pusieron de manifiesto la
existencia de una interaccion directa complejo GBy-receptor. En el caso concreto del
sistema de transduccion de la sefial visual, la interaccion de GB1y; con la rodopsina es a
través de la cola carboxi-terminal del receptor (Gautam et al, 1998). Se vio, también,
que el acoplamiento de la transducina a dicho receptor era dependiente del tipo de
subunidad y que formaba parte del complejo, lo que ponia de manifiesto la participacion
directa de las subunidades y de las proteinas G en la interaccién especifica receptor-
proteina G (Kisselev & Gautam, 1993). Mas tarde, se determinaron con mayor exactitud
las partes de la proteina Gy; que participaban en la unién a la rodopsina: se trataba de
los residuos de la region carboxi-terminal Phe-64 y Leu-67, y del grupo farnesilo
(Kisselev et al, 1995).

Si en el caso de la interaccion con el receptor, la subunidad y del complejo
heterodimérico es la que juega un papel primordial; en el caso de la interaccion con las
proteinas efectoras de los sistemas de transduccion de sefial, es la proteina GB la que
ocupa un lugar destacado. Un dominio amino-terminal de 100 residuos en la proteina
GB, proximo a la hélice o implicada en la interaccion con Gy, participa en la interaccion
directa con las proteinas calmodulina, adenilil ciclasa, PLC y canal de potasio cardiaco.
Tal dominio se halla situado en la primera y segunda hojas B de la proteina GB (Yan &
Gautam, 1997; Gautam et al, 1998). No obstante, también la proteina Gy esta implicada
en las interaccién del heterodimero con proteinas efectoras, como se ha demostrado en
el caso del canal de potasio cardiaco GIRK (Peng et al, 2003).

Un motivo QXXER presente en las proteinas adenilil ciclasa de tipo Il, GIRK1, SARK
y canales de Ca’* y Na*, parece estar implicado en las interacciones directas de estas
proteinas con el heterodimero Gy (Gautam et al, 1998).
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Como ya se indicara anteriormente, un hecho relevante acerca del papel central que
juega el complejo GBy en la sefializacion celular ha sido la demostracion de su
participacion directa en las principales rutas celulares que controlan la proliferacion y la
supervivencia celulares. Dimeros Gy estimulan la proliferacion celular a través de la
ruta de las proteinas quinasas activadas por mitdogeno (MAPK), y promueven la
supervivencia celular mediante la activacion del enzima PI3K (Schwindinger &
Robishaw, 2001). Finalmente, GBy dirige la aproximacion de Ga a receptores (Vogler et
al, 2004).

2.1.4. Implicacion del dimero GBy en los procesos de

crecimiento y diferenciacién celulares.

Existen varias rutas de activacion de la via MAPK dependiente de RAPG. La primera
ruta en la que se observo que el dimero Gpy estaba implicado, era aquella que conducia
a la activacion de proteinas quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK1,
ERK2). También se ha visto que dimeros GBy son capaces de acoplar RAPG a la
estimulacion de JNK y p38 MAPK, proteinas quinasas caracteristicas de otras rutas
MAPK (Schwindinger & Robishaw, 2001).

Existen varios posibles efectores que constituirian el primer paso en la activacion de la
via MAPK por dimeros Gy (figura 2-1-3). A través de PI3K, los dimeros GBy podrian
incrementar la actividad de proteinas tirosina quinasa de la familia Src, activando asi la
ruta MAPK. Otra forma seria a través de la accion directa del heterodimero sobre las
propias proteinas tirosina quinasa sin actividad receptora. Un efector intracelular que
también puede estar implicado es la PLCPB, sobre el cual actuaria el dimero Gpy,
teniendo lugar la activacion de la ruta MAPK, de modo similar a como lo hace la
proteina Gaq (Schwindinger & Robishaw, 2001).

Numerosos estudios han puesto de manifiesto la interrelacion de rutas dependientes de
dimeros Gy y de aquéllas que dependen de proteinas tirosina quinasa con funcion de
receptor. Se ha visto que ambas rutas convergen en la activacion de una proteina G
pequefia: la proteina Ras. Ademas, diversos componentes de la via dependiente de
receptores con actividad tirosina quinasa son activados por el dimero Gpy (Gutkind,

2000). En consecuencia, parece existir una interconexion entre ambas rutas, que lleva a
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la activacion de la via MAPK (figura 2-1-3). En este sentido, el dimero Gy parece
desempefar un papel central como activador de estas dos vias de sefializacion cruciales
para el control de la proliferacién celular (Schwindinger & Robishaw, 2001).

También el complejo Gpy resulta ser clave en los procesos de sefializacion
dependientes de proteinas G que estan implicados en la supervivencia celular. Asi, el
dimero Gy es capaz de activar el enzima PI3K de la clase IB (Stephens et al, 1997).
PI3K es un componente central de las rutas de transduccion de sefial activadas por
distintos receptores de supervivencia (receptores con actividad tirosina quinasa, RAPG
y receptores acoplados a proteinas tirosina quinasa sin actividad receptora). La
activacion de PI3K conduce a la produccién de un segundo mensajero intracelular, el
fosfatidilinositol-3",4",5 -trifosfato (PIP3), lo que a su vez lleva a la activacion de PKB,
también conocida como c-AKT. PKB es una proteina que promueve la supervivencia,
actuando en multiples puntos: inactivando componentes de la maquinaria apoptética,
inhibiendo la expresion de genes de muerte e induciendo la expresion de genes de
supervivencia (Schwindinger & Robishaw, 2001).

Los dimeros Gpy activan directamente PI3Ky y, tanto los dimeros GBy como los
péptidos Py, actdan de un modo sinérgico activando el enzima PI3Kp, ésta Gltima con

una distribucion mas amplia que PI3Ky (Schwindinger & Robishaw, 2001).
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Figura 2-1-3. Mdltiples rutas que conectan RAPG con MAPKS. El dimero GBy juega un papel clave
en la activacion de la via MAPK, actuando sobre diversos efectores (ver texto para descripcién mas
detallada). Las flechas indican estimulacion positiva, mientras que las lineas truncadas indican inhibicion
(figura adaptada de Gutkind, J.S. (2000) Sci STKE, 40: 1-14).

Una propiedad relevante observada en estas rutas de sefializacion es la capacidad que
presenta el complejo GBy para translocarse hacia sistemas de endomembranas,
induciendo la activacion de la via PI3K — AKT en otras regiones de la celula distintas de
la membrana plasmética (Garcia-Regalado et al, 2008). Asi, la transduccion de la sefial
adquiere, bajo esta perspectiva, una nueva dimension: la posibilidad de propagar la
sefial a través de la membrana plasmatica hacia otras membranas de la célula, lejos del
lugar donde dio comienzo el proceso de transduccion con la activacion del RAPG (Saini
et al, 2007).
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2.2. RESULTADOS

El objetivo general de esta parte del trabajo consistio en determinar el papel que juega
la region carboxi-terminal de la proteina Gy, en la interaccion del heterodimero GB1y,
con membranas lipidicas. Dentro de esta region C-terminal de la proteina, se estudio
mas concretamente la parte que incorpora el lipido isoprenoide geranilgeraniol y una
region adyacente que también parece estar implicada en la interaccion con membranas
bioldgicas, constituida por tres residuos con carga positiva (dominio polibasico).
Asimismo, como en el capitulo 1, se traté de determinar el efecto que tienen en esa
interaccion diferentes tipos de lipidos. Para ello se prepararon membranas modelo
(liposomas) cuya composicion lipidica simula diferentes regiones o microdominios de
membrana, y se produjeron y purificaron dimeros Gy, nativos y mutados en puntos

clave de la subunidad gamma.

Homologia entre secuencias de las distintas subunidades gamma de la proteina G

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment

62 6465 68
===MPVINIEDLTEKDKLKMEVDQLKKEVTLERMLVSKCCEEVRD YVEERSGEDP LVKGI PEDKNPE‘ (6y1)
====MASN—-NTASIAQARKLVEQLKMEANIDRIKVSKAAADLMAYCEAHAKEDP LLTPVPASENPF (6y2)
MKGETPVN—-STMSIGQARKMVEQLKIEASLCRIKVSKAAADLMT YCDAHACEDP LITPVPTSENPF (6v3)
KEGMSNN—-STTSISQARKAVEQLKMEACMDRVKVSQAAADLLAYCEAHVREDPLII PVPASENPE‘ (cv4)
====MS----GSSSVAAMKKVVQQLRLEAGLNRVKVSQAAADLKQFCLQNAQHDPLLTGVSSSTNPFRP (6Y5)
====MS----ATNNIAQARKLVEQLRIEAGIERIKVSKAASDLMS YCEQHARNDP LLVGVPASENPF D (6Y7)
====MS-N—NMAKIAEARKTVEQLKLEVNIDRMKVSQAAAELLAFCETHAKDDPLVTPV PAAENPF D (6y8)
——————— MAQDLSEKD LLKMEVEQLKKEVKNTRIPISKAGKEIKE YVEAQAGNDPFLKGI PEDKNPF (6y9)
====MS----SGASASALQRLVEQLKLEAGVERIKVSQAAAELQQ YCMQNACKDALLVGVPAGSNPFR (6Y10)
===-MPALHIEDLPEKEKLKMEVEQLRKEVKLQRQQVSKCSEEIKN YIEERSGEDP LVKGI PEDKNPF (6y11)
====-MSSKTASTNNIAQARRTVQQLRLEASIERIKVSKASADLMS YCEEHARSDPLLIGI PTSENPF D (6v12)
--------- MEEWDVPQMKKEVESLKYQLAFQREMASKTIPELLKWIEDGIPKDPFLNPD LMKNNPWV) (6v13)
. ke ke o * * . .o . * e *k .

Consensus key

* - single, fully conserved residue
- conservation of strong groups
- conservation of weak groups
- no consensus

Figura 2-2-1. Alineamiento de secuencias completas correspondientes a las distintas proteinas Gy
humanas. Los aminoacidos de interés aparecen encerrados dentro de areas sombreadas y su posicion en
la secuencia de la proteina Gy, se indica con el nimero correspondiente a dicha posicion, en la parte
superior del alineamiento.

El grupo lipidico geranilgeraniol se halla unido a la cisteina en posicion 68 a través de
un enlace tioéter, y estd situado muy proximo a los tres aminoacidos basicos arriba

mencionados. Estos se localizan en las posiciones 62, 64 y 65 de la proteina y, como se
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puede observar en el mapa de alineamiento mostrado en la figura 2-2-1, se trata de
aminoécidos muy conservados en todas las proteinas Gy humanas conocidas, lo cual

estaria indicando que cumplen con un importante papel funcional y/o estructural.

2.2.1. Expresion, purificacion y caracterizacion lipidica de

complejos diméricos GByy,.

Para llevar a cabo este estudio se realizaron construcciones con la proteina Gy, nativa
(“wild type”), y mutantes puntuales en las bases correspondientes a los tres aminoacidos

basicos de la region carboxi-terminal de la proteina y la cisteina en posicion 68.

wT A
Py [PLLTPVPASENPFREKKFFCATL]
ger-
[PLLTPVPASENPFREKKFFSAIL]
K65 ger- K65
PLLTPVPASENPFREKGFFCAIL] PLLTPVPASENPFREKGFFSAIL
K64 A ger- K64
PLLTPVPASENPFREGKFFCAIL] PLLIPVPASENPFREGKFFSAIL]
R62 A ger- R62
[PLLTPVPASENPFGEKKFFCAIL] PLLTPVPASENPFGEKKFFSAIL|
K64K65 ger- K64K65
PLLTPVPASENPFREGGFFCAIL] PLLTPVPASENPFREGGFFSAIL
R62K65 ) ger- R62K65
[PLLTPVPASENPFGEKGFFCAIL] PLLTPVPASENPFGEKGFFSAIL]
R62K64 ger- R62K64
PLLTPVPASENPFGEGKFFCAIL] PLLTPVPASENPFGEGKFFSAIL
R62K64K65 ) ger- R62K64K65

[PLLTPVPASENPFGEGGFFCAIL| PLLTPVPASENPFGEGGFFSAIL|

Figura 2-2-2. Secuencia de aminodacidos de la region C-terminal de la proteina Gy, nativa y los
distintos mutantes generados. Los aminoécidos mutados de la regién C-terminal de Gy, aparecen en
cursiva. En azul, los aminoacidos no mutados objeto de estudio y en rojo, el resto de aminoacidos de la
region C-terminal de Gys,.
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La arginina en posicion 62 cambid a glicina (R62G), la lisina en posicion 64 a glicina
(K64G), la lisina en posicién 65 a glicina (K65G) y, por ultimo, la cisteina en posicion
68 a serina (C68S). Todas las combinaciones posibles de estas distintas mutaciones
aparecen representadas en la figura 2-2-2. El resultado fueron 16 secuencias distintas de
ADNCc correspondientes al gen de la proteina Gy, humana, introducidas en un vector de
expresion de proteina recombinante denominado bacmido, derivado del genoma del
baculovirus ACNPV.

Las distintas proteinas Gy, humanas recombinantes se expresaron en células Sf9,
dando lugar a una banda marcada de aproximadamente 10 kDa, tal y como se muestra

en la figura 2-2-3.

A B

C 1 C I C 1
& '
. 75 kDa > s, :
25 kDa> x
25 kDa> -“’
10 kDa> <G :
- Y2 10 kDa>
. 5 < G’Y2
K64 ger- ger-
K64 Ké65

Figura 2-2-3. A, anlisis por “western-blot” de la expresion de la proteina Gy, con la mutacion K64G. Se
muestra el perfil de expresion de la proteina Gy, en células Sf9 no infectadas (control, C), e infectadas (1).
B, idem en el caso de las proteinas Gy, con las dobles mutaciones ger~ K64G y ger™ K65G.

Cada una de las proteinas Gy, recombinantes se coexpresd en células Sf9 con la
proteina GB; humana. Los complejos dimericos resultantes se purificaron mediante

cromatografia de afinidad en columna Ni-NTA.
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ger- Gfy ger- R62K64K65 Gy

Figura 2-2-4. Purificacion de los dimeros GBy recombinantes. Se analizaron por SDS-PAGE (10%
acrilamida) distintas fracciones resultantes de la cromatografia liquida (ver protocolo en “Materiales y
métodos”). Aquellas fracciones mds altamente enriquecidas en la proteina GB recombinante del
heterodimero Gpy aparecen sefialadas con asterisco en los geles tefiidos con azul de Coomassie.

En los geles tefiidos con tinte de Coomassie de la figura 2-2-4, se puede observar la
proteina GpB; de diferentes dimeros Gpiy, purificados, presente en las primeras

fracciones de elucion que resultan de la activacion de la columna cromatografica con un
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tampon rico en Mg, APF* y F~ (para més detalle sobre la purificacién de los dimeros
GB1y2, ver seccidon 6.2.5.2 “Purificacion de los heterodimeros GB1y2”, dentro del capitulo
6 “Materiales y M¢étodos”). Los diferentes complejos diméricos purificados se
emplearon en estudios de union a diversas membranas modelo.

Ademas de los heterodimeros Gy, de la figura 2-2-4, dos heterodimeros mas no
geranilgeranilados, GB1y, ger” K64 y GB1y, ger” R62K65, se incorporaron a los estudios
de unidn entre dimeros GBy y membranas modelo.

Por otro lado, se llevd a cabo un “western-blot” no desnaturalizante de los 12

complejos proteicos GB1y, purificados (figura 2-2-5).

A

geranylated
GPBy heterodimers { ' ' ' " ' ' -

- non-geranylated
Gy heterodimers

Detection: Anti-Gy2 IgG

B

geranylated
GPBy heterodimers { v ' W - . . H

non-geranylated
Gy heterodimers

Detection: Anti-Gp1 IgG

Figura 2-2-5. Inmunodeteccion de dimeros Gpy en condiciones no desnaturalizantes (8%
acrilamida). A, “inmunoblot” correspondiente a heterodimeros Gpiy, purificados mediante
cromatografia liquida y detectados con un anticuerpo anti-Gy,. B, idem con un anticuerpo anti-Gp;.
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Tal y como se puede apreciar en la figura 2-2-5, el patrén de migracion de los dimeros
geranilgeranilados resultd ser muy diferente al de los dimeros no geranilgeranilados. En
ausencia del resto geranilgeraniol, el patron de migracion de los complejos diméricos
fue escalonado, siendo mayor la movilidad del dimero con menor peso molecular. El
desplazamiento de este tipo de complejos disminuy6 tanto mas cuanto mayor fue el
peso molecular del dimero, tal y como cabria esperar. En cambio, los dimeros
geranilgeranilados experimentaron una movilidad electroforética reducida, muy similar

entre todos ellos y notablemente inferior a la de los dimeros no geranilgeranilados.
2.2.2. Interacciones de dimeros GB.y, con membranas modelo.

La tabla 2-2-1 y la figura 2-2-6 muestran los resultados del estudio de la interaccion de
dimeros Gpiy, purificados con diferentes membranas modelo representativas de

diversos dominios constitutivos de las membranas bioldgicas.

Tabla 2-2-1. Union de diferentes dimeros Gpiy, purificados, geranilgeranilados y no
geranilgeranilados, a membranas modelo. Los resultados son proporciones medias de union de la
proteina GB, del complejo GBy a vesiculas lipidicas, en tanto por uno, £ E.E.M. (n=2-8).

Composicion lipidica

Dimeros PC PCPE(1:1) _PCPECho:SM___PCPS (4:1) PC:PEPS (2:2:1)
WT 0001+0001 0129+0057 0003+0003 004+0015 0,360,068
R62 01254002 0118+0019 00720016 0237+0032 0,253+ 0,038
K64 0,006+0005 0111+0007 0009+0008 0029%0,022 0,194+ 0,047
K65 0244+0046 0193+0030 0193+005 0313+0,058 0,310,052
R62K64 0016+0009 0053+0024 0003+0002 007+0012 0,139+ 0,022
R62K65 0323+0012 0308+0055 0265+0068 048940048 0452+ 0,031
K64K65 0155+0027 0191+0044 0083+0021 0283+0,024 0,291+ 0,06
R62K64K65  024+0063 0328+0042 0115+0021 024840069 0,272+ 0,062
ger- 0,01+ 0,01 040 0,007 +0,007 0008+0,008 0,008+ 0,008
ger- K64 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
ger- R62K65 0£0 040 0£0 0£0 040
ger- R62K64K65 0£0 0+0 0£0 0£0 040
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Figura 2-2-6. Union de dimeros GB,y, a membranas modelo. En la figura aparecen representados los promedios de las proporciones de unién del complejo GB,y, nativo y
de los diferentes mutantes producidos a membranas modelo + E.E.M. (n=2-8). “*” indica la existencia de diferencias significativas en la unién a PC de los distintos dimeros
GpB1y, mutados respecto a la unién a PC del dimero nativo (***, p < 0,001; **, p < 0,01; *, p < 0,05). “#” indica la existencia de diferencias significativas en la union a PC:PE
de los distintos dimeros GBiy, mutados respecto a la unién a PC:PE del dimero nativo (#, p < 0,05). “$” indica la existencia de diferencias significativas en la union a
PC:PE:Cho:SM de los distintos dimeros Gpiy, mutados respecto a la union a tales vesiculas del dimero nativo (“$”, p < 0,05). En todos los casos en los que hubo
homogeneidad de varianzas, se aplicé un test ANOVA.
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Influencia del lipido geranilgeraniol en la interaccion del dimero GBycon

membranas modelo.

El resto de geranilgeraniol tiene un papel critico en la union del complejo GB1y, a
membranas lipidicas. La ausencia de esta modificacion lipidica en la proteina Gy,
redujo de forma dréstica la union del complejo GBy a la vesicula lipidica (figuras 2-2-6
y 2-2-7). Expresado de otra manera, la presencia del resto isoprenoide unido a la
proteina Gy confiere al complejo dimérico la capacidad para interaccionar con las
membranas (Mumby et al, 1990), tal y como queda evidenciado en la gréafica de la
figura 2-2-6, donde se observa que la existencia de un lipido geranilgeraniol unido a la
proteina Gy posibilita el anclaje del heterodimero a las distintas vesiculas lipidicas.

En la figura 2-2-7 se muestra la gran reduccion en la unién a diferentes tipos de
membranas de las cuatro construcciones generadas sin el resto geranilgeraniol. Asi, en
el caso de los dimeros GBiyz ger, Gpiy2 ger K64, GBiy. ger- R62K65 y GB1y2 ger”
R62K64K65, la practica totalidad de cada heterodimero, si no todo, se concentra en la
fraccion soluble. Es interesante el hecho de que el dimero GBiy, ger-, que no presenta
mutaciones en los aminoacidos cargados, tiene una pequefia interaccion con las
membranas, que desaparece en los mutantes que carecen del lipido geranilgeraniol y de

alguna de las cargas del dominio polibasico.
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Figura 2-2-7. Union de dimeros GB.y,, no geranilados a diferentes membranas modelo. A, unién a
membranas modelo del dimero Gy, con la mutacion C68S en la proteina Gy (mutante ger”). B, unién a
membranas modelo del dimero Gy, con las mutaciones K64G y C68S en la proteina Gy (ger~ K64). C,
union a membranas modelo del dimero Gy, con las mutaciones R62G, K65G y C68S en la proteina Gy
(ger~ R62K65). D, unién a membranas modelo del dimero Gp1y, con las mutaciones R62G, K64G, K65G
y C68S en la proteina Gy (ger- R62K64K65). Se muestran “inmunoblots” representativos del reparto de
proteina GB recombinante entre las fracciones de precipitado (P) y sobrenadante (SN), correspondientes
éstas a cada una de las membranas modelo consideradas. En cada figura se representd la proporcion
media de proteina Gp presente en precipitado (P) y sobrenadante (SN) + E.E.M. (n=2-3).
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Influencia del dominio polib&sico C-terminal de Gy en la interaccién de GgBycon

membranas modelo ricas en PE.

Los aminoacidos basicos proximos al resto geranilgeraniol resultaron ser esenciales en
las interacciones dimero GBy-membrana lipidica. Los resultados representados en la
figura 2-2-8 demuestran que mutaciones puntuales de esos aminoacidos en la regién C-
terminal de Gy, fueron capaces de inducir cambios drasticos en la interaccion del dimero
GB1y2 con membranas con elevada propension no lamelar (que contienen 50% de PE y
50% de PC).
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Figura 2-2-8. Preferencia del dimero GB,y, y mutantes por membranas con diferente propension no
lamelar. Esta matriz determind una region de preferencia lamelar y una region de preferencia no lamelar.
La definicion de este espacio vino dada por el cociente resultante de dividir la proporcién de unién de
cada dimero GB,y, a vesiculas de PC entre la proporcion de su unidn a vesiculas de tipo PC:PE (50% de
PE). Si el valor de ese cociente resulté ser mayor que 1, entonces el dimero se unié preferentemente a
vesiculas de PC (con una estructura lipidica lamelar). Si por el contrario, resulté ser menor que 1, el
dimero se unié preferentemente a vesiculas de PE (tendentes a formar estructuras lipidicas de tipo no
lamelar).
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Figura 2-2-9. A, panel superior, razén de la unién a PC:PE respecto a la unién a PC de los dimeros Gy,
WT, GBy, K64, GBy, R62K64 y GB,y, R62K64K65. Panel inferior, proporciones de unién de estos
dimeros a membranas de PC y de PC:PE (1:1). Se representd, en cada caso, la proporcion media de Gp
unida a vesiculas £ E.E.M (n=3-6). ***, p < 0,001; **, p < 0,01; *, p < 0,05. B, curvas de hidrofobicidad
de la subunidad Gy, (““Plot de Kyte-Doolittle™).
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El heterodimero GBiy, WT mostré una clara y marcada preferencia por dominios
lipidicos de tipo no lamelar (figuras 2-2-8, 2-2-9 y 3-2-12). Este comportamiento
prevalecio en el caso de los dimeros GBiy. WT, GB1y2 K64 y GB1y2 R62K64 (figura 2-2-
8), los cuales mostraron una unién significativamente mayor a vesiculas con un 50% de
PE que a vesiculas de PC (figura 2-2-9).

Como se puede observar en la figura 2-2-9 A, la union del dimero GB1y, R62K64K65 a
vesiculas de PC y de PE (50%, mol/mol) no se diferencio significativamente de su
union a vesiculas de PC. De entre todos los dimeros con tendencia a interaccionar con
estructuras de tipo no lamelar, el dimero GBiy, R62K64K65 fue el que se situd mas
proximo al limite entre las dos regiones definidas por la matriz de la figura 2-2-8. Otra
cuestion importante tiene que ver con la hidrofobicidad de los dimeros GBiy,. Se
observo una relacion inversa entre la hidrofobicidad de la region C-terminal de Gy; en
los dimeros pro-no lamelares y su capacidad para interaccionar preferencialmente con
dominios lipidicos ricos en PE (figuras 2-2-8 y 2-2-9).

Por otro lado, los aminoacidos basicos situados en las posiciones 62 y 65 del extremo
carboxilo de la proteina Gy, condicionaron fuertemente la afinidad del complejo GBy
por membranas enriquecidas en PE. Asi, los aminoacidos arginina-62 y lisina-65
tuvieron una importante implicacion estructural en esa interaccion (figuras 2-2-8, 2-2-9
y 2-2-10). Mutaciones en esos puntos de la proteina Gy, tuvieron un efecto marcado
sobre la desigual afinidad del dimero GB1y, por vesiculas de tipo PC:PE o de tipo PC,
haciendo que perdiera su preferencia por estructuras membranas enriquecidas en lipidos
no lamelares (figuras 2-2-9 A y 2-2-10). Sélo en el caso del dimero Gy, con las
mutaciones R62G y K64G, el cambio en lisina-64 fue capaz de compensar parcialmente
el efecto de la mutacién en arginina-62, de modo que el dimero Gy continuo
interaccionando preferencialmente con vesiculas enriquecidas en PE, al igual que el
dimero WT (figura 2-2-9). No obstante, el perfil de union del dimero GB1y, R62K64 a
membranas modelo, difirio en algunos aspectos esenciales del que presento el dimero
GB1y2 WT, como se puede observar en la figura 2-2-9 y como se vera mas adelante. El
efecto compensatorio de la mutacion en lisina-64 analizado anteriormente en el caso del
dimero GB1y, R62K64 no se dio en el caso del dimero GB1y, K64K65. Esto podria estar
indicando que lisina-65 es, de los tres aminoacidos basicos, el que mas peso tiene en las
preferencias no lamelares del dimero, seguido de los otros dos aminoacidos, en el
siguiente orden:

K65 > R62 > K64
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Figura 2-2-10. Unién de dimeros GByy, WT, GByy, R62, GB,y, K65, GB1y, R62K65 y Gy, K64K65 a
vesiculas de PC y de PC:PE (1:1). Panel superior, razén de unioén a PC:PE respecto de la unién a PC de
estos dimeros. Panel inferior, proporciones de union de GBy; WT, GBy, R62, GB v, K65,GB vy, R62K65 y
GB1y2 K64K65.a membranas de PC y de PC:PE (1:1). No se observaron diferencias significativas en la
union de los dimeros mutados a vesiculas de PC:PE (1:1), respecto a la que mostraron en presencia de
vesiculas de PC. En el caso del dimero Gp,y, K65, su unién a vesiculas de PC:PE fue incluso menor que a
vesiculas de PC, aunque no de manera significativa. Se muestran “inmunoblots” representativos de cada
experimento de union. Los resultados representados corresponden a la proporcion media de unién de GB a
vesiculas £ E.E.M (n=4-8). *, p < 0,05.
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Asi, mientras que los amino&cidos arginina-62 y lisina-65 resultaron ser claves en la
definicién del caracter pro-no lamelar del dimero GBiy,, el aminoacido lisina-64 no
ejercio influencia alguna en ese sentido (figuras 2-2-8 y 2-2-9). La sustitucion de lisina-
64 por glicina no modifico significativamente el perfil de union del dimero Gy WT a
vesiculas lipidicas, salvo en lo concerniente a las interacciones de tipo electrostatico,

que se analizaran a continuacion.

Influencia de los aminoacidos basicos C-terminales de Gy en la interaccion de Ggy

con membranas de PC y PS.

Tal y como era de esperar, el cambio de aminoacidos con carga positiva situados en el
extremo C-terminal de Gy, por aminoacidos neutros, afectd a la capacidad de los
dimeros Gp1y, para interaccionar con vesiculas que contienen el fosfolipido anionico
PS. La figura 2-2-11 ilustra de una manera clara el efecto de esas mutaciones en la
unién de los dimeros geranilados a vesiculas de tipo PC:PS (4:1). El dimero GBiy, WT
mostrd la mayor afinidad y diferencia en la union a membranas de PS (20% mol/mol)
respecto a su interaccion con membranas de PC. Asi, el dimero GByy, WT fue el que
mostré un menor valor de esa relacion (es decir, mayor unién a membranas con PS en
relacion a las que no tienen PS: figura 2-2-11). Por el contrario, el dimero Gpiy.
R62K64K65 tuvo un valor promedio de la razon de union a PC respecto a la union a
PC:PS ligeramente superior a 1, lo que indica que la presencia de arginina y lisina en la
region C-terminal de la proteina Gy, facilita la interaccion del dimero Gpiy, con
regiones de membrana ricas en PS, y que su desaparicion elimina la preferencia del
dimero por regiones de membrana con carga negativa.

Entre estos valores limite de la razén de union a PC respecto a la union a PC:PS
correspondiente a los dimeros GBiy, WT y GB1y, R62K64K65, se situaron los del resto
de dimeros geranilados estudiados. El dimero GB1y, R62K64 tuvo una razon de union a
PC respecto a la union a PC:PS mayor que GB1y, K64K65; y la de éste, a su vez, fue
mayor que la del dimero GB1y, R62K65 (figura 2-2-11). Si tenemos en cuenta que estos
dobles mutantes Unicamente conservan intacto uno de los tres aminoacidos estudiados,
este orden decreciente en el valor de la razon estudiada podria estar correlacionado con

la capacidad individual de cada aminoacido basico para influir en la interaccion del
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dimero GB1y, con vesiculas de PS (20% mol/mol). Asi, la ordenacion hipotética de ese
potencial podria ser la siguiente:

K65 > R62 > K64
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Figura 2-2-11. Preferencia del dimero Gpy y mutantes por membranas con diferente carga
superficial. Se representan los valores relativos correspondientes a la relacion de la union de cada dimero
GpB,y, a vesiculas de PC respecto a la union a PC:PS (20% mol/mol).

Continuando con el anterior razonamiento, se podria analizar también la unién de los
dimeros con una Unica mutacién a membranas modelo de PC y PC:PS. Asi, si los
aminoéacidos K65 y R62 son los que realmente tienen un mayor potencial para influir en
la union a membranas de PS, entonces el dimero GB1y, K64 deberia de ser el de menor
relacion de union a PC respecto a la union a PC:PS, considerando los tres mutantes
sencillos. De acuerdo con este razonamiento, el dimero Gy, K64 deberia tener una
relacién de unién a PC respecto a PC:PS menor que el dimero GB1y, R62 y, éste a su
vez, menor que el dimero GB1y, K65. En la figura 2-2-11 se puede ver representada esta
misma ordenacion, de manera que los resultados coinciden con la prediccion realizada,
lo que refuerza la hipétesis propuesta.

Curiosamente, el orden en el que los distintos amino&cidos bésicos influyeron en la

unién a vesiculas de PS fue el mismo que en el caso de la union a vesiculas de PE. Estos
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resultados ponen de manifiesto la gran implicacion de tales aminodcidos en la
movilizacion del dimero GBy a determinados dominios lipidicos, y sugieren que R62 y
K65 estan mas cerca de la interfase membrana citosol que K64.

La figura 2-2-12 muestra los cambios en la union de los diferentes dimeros a vesiculas
de tipo PC:PS (4:1) respecto a la union que experimentaron a vesiculas de PC. Con
excepcion de los dimeros GBiy,; R62K64K65, GB1y, K64 y GBiy, K65, en todos los
demas casos, la union a vesiculas de PS fue significativamente mayor que a vesiculas de
PC (figura 2-2-12). En el caso del dimero GB1y; R62K64K65, la union a ambos tipos de
vesiculas fue muy similar, a diferencia de lo que ocurrié con los otros dos dimeros,
GB1y2 K64 y GB1y, K65, que tendieron a unirse mas a vesiculas de PS, aunque no de

manera significativa (figura 2-2-12).
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Figura 2-2-12. Unidn de dimeros Gy, a vesiculas de PC y de PC:PS (4:1). Se observaron diferencias
significativas en la unién a vesiculas de PC:PS (4:1) de los dimeros GBy, WT y GB,y» R62, y de los tres
dimeros prenilados con mutaciones dobles, respecto a su union a vesiculas de PC. En el caso del dimero
GB,y2 R62K64K65, su union a vesiculas de PC:PS fue practicamente la misma que a vesiculas de PC. Se
muestran “inmunoblots” representativos de cada experimento de union. Los resultados representados
corresponden a la proporcion media de unién de Gp a vesiculas £ E.E.M (n=3-8). **, p < 0,01; *, p <
0,05.
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Influencia de los amino&cidos basicos C-terminales de Gy, en la interaccion de GBy

con membranas de PC, PE y PS.

Los mutantes investigados mostraron una interaccion diferencial respecto al WT en su
unién a membranas que contienen PE & PS, los fosfolipidos mayoritarios en la
monocapa interna de la membrana plasmatica. Por ello, se investigd la interaccion de

dimeros GBy con membranas compuestas por PC, PE y PS.
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Figura 2-2-13. Distribucion diferencial del dimero GB;y, WT y de los dimeros prenilados mutados, a
partir de su interaccion con membranas de PC, PC:PS (4:1) y PC:PE:PS (2:2:1). Estas diferentes
agrupaciones de dimeros geranilados fueron el resultado de representar, en el eje de abscisas, el cociente
que se obtiene de dividir la proporcion media de union de cada dimero a vesiculas de tipo PC entre la
proporcion media de su unién a vesiculas de tipo PC:PS (4:1). Para completar el gréfico, en ordenadas se
represento el valor relativo resultante de dividir la proporcion media de union de los dimeros anteriores a
vesiculas de PC entre la proporcion media de su unién a vesiculas de tipo PC:PE:PS (2:2:1). Junto con los
valores promedio de los diferentes cocientes, se representaron en ambos ejes los errores estandar de la
media correspondientes.

Cuando se represento la razon de la unién a PC respecto a la union a PC:PE:PS frente
a la razén de la union a PC respecto a la unién a PC:PS, para cada uno de los dimeros
prenilados estudiados, quedaron configurados tres grupos de dimeros, algunos de ellos
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sorprendentemente coincidentes con otros grupos de dimeros obtenidos anteriormente
mediante planteamientos diferentes (figura 2-2-13).

De los tres grupos de dimeros GB1y, que surgen en la representacion de la figura 2-2-
13, el grupo con valores de relacion intermedios en uno y otro eje de coordenadas
correspondié a los mismos dimeros que formaron parte del espacio de propension
lamelar de la figura 2-2-8. Asi, las figuras 2-2-8, 2-2-13 y 2-2-14 ponen de manifiesto
que los dimeros GB1y, R62, GB1y2 K65, GB1y2 R62K65 y GB1y, K64K65 tuvieron entre
ellos un comportamiento muy similar en la unién a membranas modelo de tipo PC:PS,
PC:PE y PC:PE:PS, y diferente al del resto de dimeros geranilados estudiados. Todos
estos dimeros mostraron una union a vesiculas de tipo PC:PE:PS parecida a la que se
dio en presencia de membranas de tipo PC:PS, y en ambos casos fue significativamente
mayor que la union a vesiculas de PC (figura 2-2-14 B). Sélo en el caso del dimero
GB1y2 K65 no hubo diferencias significativas (figura 2-2-14 B). Aunque este dimero
tendio a unirse mas a vesiculas constituidas por PS, su perfil de union a este tipo de
vesiculas fue el que més se acerco al de GBiy, R62K64K65. EI dimero con la triple
mutacién constituy6 él mismo una categoria aparte del resto de dimeros geranilados
(figura 2-2-13), y se caracterizd por carecer de preferencia por membranas enriquecidas
en PE o PS, es decir, por manifestar idéntico grado de union a vesiculas de tipo PC:PS
(4:1) y PC:PE:PS (2:2:1) que a vesiculas de PC (figuras 2-2-13 y 2-2-14 C).

Figura 2-2-14. Unién de dimeros Gp;y, geranilados a vesiculas de PC, de PC:PS (4:1) y de
PC:PE:PS (2:2:1). A, interaccion de los dimeros GBy, WT, GB,y, K64 y GB,y, R62K64 con membranas
de PC y de PC:PE:PS. Dentro de cada una de las barras que representa la proporcion de union a vesiculas
de tipo PC:PE:PS, se trazaron las barras correspondientes a la proporcion media de union a vesiculas de
PS y a la proporcién de unién a vesiculas de PE, ademas de una tercera componente que considera el
efecto sinérgico de los lipidos PE y PS en esa interaccion. B, interaccion de los dimeros GBy, R62, Gy,
K64K65, GBy, R62K65 y GBy, K65 con vesiculas de PC, PC:PS y PC:PE:PS. C, union de los dimeros
GB1y2 WT y GB1y, R62K64K65 a membranas de PC, PC:PS y PC:PE:PS. Los perfiles de interaccion de
ambos heterodimeros fueron muy diferentes. Se muestran “inmunoblots” representativos de cada
experimento de union. Los resultados representados corresponden a la proporcion media de union de Gp a
vesiculas £ E.E.M (n=3-8). *** p < 0,001; **, p < 0,01; *, p < 0,05. “#” indica la existencia de
diferencias significativas en la unién a PC:PE:PS (2:2:1), respecto a la unién a PC:PS (4:1).
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Mencidn aparte merecen los dimeros GB1y, WT, GB1y2 K64 y GB1y, R62K64. Los tres
constituyeron un grupo claramente distanciado del resto de dimeros prenilados
estudiados (figura 2-2-13). Esto se debié a la mayor afinidad que mostraron estos
dimeros por vesiculas de PC:PS que por vesiculas de PC. Mas aln, la capacidad de
estos dimeros para unirse a membranas de tipo PC:PE.PS fue incluso mayor que la que
tuvieron en presencia de vesiculas constituidas por PC y PS (figuras 2-2-13 y 2-2-14 A).

Tal y como ya se ha indicado anteriormente, los dimeros GB1y, WT, GB1y. K64 y GB1y2
R62K64 mostraron una marcada afinidad por estructuras lipidicas pro-no lamelares
(figura 2-2-9 A) y una mayor afinidad por vesiculas de tipo PC:PS que por vesiculas de
PC (figura 2-2-12). En la figura 2-2-14 A aparece el efecto de los fosfolipidos PE y PS
por separado y de forma conjunta. Si bien en el caso de los dimeros GB1y, WT y GB1y2
K64 se observo un efecto sinérgico de PE y PS en su union a membranas modelo de tipo
PC:PE:PS, esa sinergia parecio desaparecer en el caso del dimero Gy, R62K64 (figura
2-2-14 A). No obstante, independientemente de la existencia o0 no de sinergias, existio
una influencia conjunta y claramente positiva de los lipidos PE y PS en la mayor union
de los dimeros GB1y, WT, GB1y. K64 y GB1y2 R62K64 a vesiculas de tipo PC:PE:PS que
a vesiculas de PC, siendo las diferencias estadisticamente significativas (p < 0,01: figura
2-2-14 A).

Influencia de los aminoacidos basicos C-terminales de Gy en la interaccidon de GBy
con membranas de PC, PE, Choy SM.

Al analizar la interaccion de los distintos dimeros GPiy, recombinantes con
membranas modelo de PC, por un lado, y con membranas constituidas por PC, PE, Cho
y SM (modelo de “lipid raft™) por otro, se pudo observar un notable paralelismo. Asi, la
union de los dimeros pro-no lamelares GBiy; WT, GBiy, K64 y GBiy, R62K64 a
membranas de PC y de PC, PE, Cho y SM fue baja, no habiendo diferencias
significativas entre ambos tipos de interaccion (figura 2-2-15). Por otra parte, el
marcado incremento en la union de los restantes dimeros geranilados a membranas de
PC tambien se correspondié con una mayor union de todos ellos a membranas de PC,
PE, Cho y SM.
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Figura 2-2-15. Unidn de dimeros GBy, a vesiculas de PC y de PC:PE:Cho:SM (1:1:1:1). Las barras
muestran la proporcion de union de los diferentes dimeros a membranas pro-lamelares de PC (barras
blancas) o PC:PE:Cho:SM (barras negras). Se muestran “inmunoblots” representativos de cada
experimento de union. Los resultados representados corresponden a la proporcion media de union de GB a
vesiculas £ E.E.M. (n=3-8). **, p < 0,01; *, p < 0,05.

La mutacion en el aminoacido lisina-65 provocd un aumento drastico en la interaccion
del dimero Gy, con membranas lipidicas con estructura de tipo lamelar. Si ademas
también estd mutado el aminoacido arginina-62, ese aumento es aun mayor. El efecto de
sustituir sélo el amino&cido arginina-62 no fue tan importante como el de mutar la
lisina-65. El cambio de lisina-64 por glicina tendié a contrarrestar el efecto de mutar
lisina-65, en el caso del dimero Gp;y,; K64K65, y también la tendencia a una mayor
unién que supone mutar arginina-62 y lisina-65, en el caso del dimero GBiy.
R62K64K65. Este efecto contrario de la mutacion en el aminoécido lisina-64 se puso
una vez mas de manifiesto en el dimero Gy, R62K64, con un perfil de interaccion con
membranas lamelares muy similar al del dimero WT vy distanciandose claramente de los
perfiles asociados a cambios en arginina-62 y lisina-65.

En el caso de los dimeros GBiy, R62, GBy, K64K65 y GBiy, R62K64K65, hubo
diferencias significativas entre la union a vesiculas de PC y a vesiculas de tipo
PC:PE:Cho:SM (figura 2-2-15). Asi, la ausencia del aminoacido arginina-62 provoco
una unién significativamente menor del dimero GBiy, R62 a membranas de tipo

PC:PE:Cho:SM, con respecto a su union a vesiculas de PC. No hubo diferencias
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significativas en el caso del dimero GB,y, K65, mientras que el dimero GB,y, K64K65
tuvo un comportamiento similar a GB;y, R62 (figura 2-2-15). De hecho, en lo que
respecta a la interaccion de estos dos ultimos dimeros con la totalidad de membranas
modelo estudiadas, los cambios de lisina-64 y lisina-65 a glicina tuvieron el mismo
efecto que la sustitucion de arginina-62 por glicina. Como cabria esperar, teniendo en
cuenta los anteriores resultados, la triple mutacion en los aminoacidos béasicos C-
terminales de Gy, también provoc6 una unién significativamente menor del dimero
GB1y2 R62K64K65 a membranas de tipo PC:PE:Cho:SM que a PC.

Estos resultados demuestran la importancia de los aminoacidos de la region C-terminal
de la subunidad Gy, en la falta de afinidad del dimero GBy por membranas formadas por

lipidos con alta propension lamelar.

2.2.3. Interaccion de las proteinas Gy,, GB; y de los

heterodimeros Gy, con membranas bioldgicas.

Union de proteinas GB, y Gy, expresadas por separado en células Sf9, a la fraccién

de membranas.

La ausencia de geranilgeranilo en la proteina Gy, provoc6 un cambio dréstico en el
reparto de dicha proteina entre la fraccion de membranas y la fraccion citosélica de
células Sf9. Mientras que la proteina Gy, geranilada se hallo principalmente presente en
la fraccion de membranas, la no geranilada se localiz6 en la fraccion citosdlica (figura
2-2-16 A). Como ya se demostrara en el anterior capitulo, y de acuerdo con trabajos
previos (Bigay et al, 1994), las modificaciones lipidicas de las proteinas G tienen un
papel crucial en el anclaje de éstas a las membranas lipidicas. Asi pues, también en este
capitulo dedicado al estudio de la interaccion del dimero GpBiy, con membranas
lipidicas, la ausencia de modificacion lipidica en la proteina Gy, constituyd un hecho
determinante (figuras 2-2-6 y 2-2-7).
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Figura 2-2-16. Interaccion de proteinas Gy, y GB;, sobreexpresadas por separado, con membranas
de células Sf9. A, unién de proteinas Gy, WT, Gy, K64, Gy, ger- K64 y Gy, ger- K65 a membranas totales
de células Sf9. B, union de proteina GB; a membranas totales de células Sf9. Se muestran “inmunoblots”
representativos de cada experimento de union. Se represent6 el reparto en tanto por uno de las distintas
proteinas estudiadas entre las fracciones de pellet y sobrenadante y el error estandar de la media (n=3-5).
*** p < 0,001; ** p <0,01; * p <0,05. #indica la existencia de diferencias significativas en la unién
de las proteinas Gy, ger- K64 y Gy, ger- K65 a membranas totales, respecto a la unién de la proteina Gy,
K64.

-83 -



Por su parte, la proteina GB; mostré un comportamiento curioso a pesar de no portar
modificacion lipidica alguna. La practica totalidad de la proteina se hallé asociada a la
fraccion de membranas totales de células Sf9 (figura 2-2-16 B). Este resultado
aparentemente extrafio, asociado a una proteina de bajo perfil hidrofébico, tiene su
explicacion en la capacidad de GpB; para asociarse con componentes del citoesqueleto,
que quedarian incluidos en el pellet de membranas como consecuencia de la
ultracentrifugacion diferencial (Carlson et al, 1986). También podria deberse a un
plegamiento erréneo en ausencia de Gy, quedando desenmascaradas regiones

hidrofébicas de la proteina.

Unidn de proteinas GB, y Gy, coexpresadas en células Sf9, a la fraccion de

membranas.

Las proteinas GP1 y Gy, que constituyen el complejo GBy WT se hallaron presentes
mayoritariamente en la fraccion de membranas de células Sf9 (figura 2-2-17). El
ensamblaje de la proteina GP; con la proteina Gy, da lugar a un complejo
heterodimérico cuya unién a la bicapa lipidica ocurre por medio del resto
geranilgeraniol, isoprenoide de 20 carbonos, tal y como se demuestra en el apartado
2.2.2.

La proteina Gy,, sin el resto isoprenoide y con el aminoacido lisina-64 mutado a
glicina, liberé una proporcion importante de proteina Gf; de la fraccion de membranas
(figura 2-2-17), fraccion en la que GP; aparecié de forma predominante cuando fue
sobreexpresada séla en células Sf9 (figura 2-2-16 B). Conviene tener en cuenta que las
proporciones de proteina GB1 y Gy, en las fracciones de pellet y citosol, mostradas en la
figura 2-2-17, no revelan la cantidad de proteina recombinante de cada tipo que hay
libre dentro de las celulas, respecto a la que hay formando parte del complejo
heterodimérico GBy,.

En cualquier caso, este resultado fue muy relevante al poner de manifiesto la influencia
critica de la region carboxi-terminal de la proteina Gy, y, méas concretamente del grupo
geranilgeraniol, en la union del complejo GBy a membranas bioldgicas, en

correspondencia clara con el perfil de union del heterodimero a membranas modelo.
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Figura 2-2-17. Interaccién de proteinas Gy, y G, sobreexpresadas juntas, con membranas totales
de células Sf9. En la parte superior, se muestra la interaccion de las proteinas Gy, WT y Gy, ger- K64 con
membranas totales de células Sf9, cuando se sobreexpresaron junto con la proteina Gp;. En la parte
inferior, se muestra la interaccion de la proteina G, correspondiente a cada condicion de coexpresion. Se
representd el reparto en tanto por uno de las distintas proteinas estudiadas entre las fracciones de pellet y
sobrenadante y el error estdndar de la media (n=2-7). *** p < 0,001; **, p < 0,01; *, p < 0,05.
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Capitulo 3.

BASES MOLECULARES DE LA INTERACCION DE
GaiBry, CON MEMBRANAS LIPIDICAS

3.1. INTRODUCCION

3.1.1. Estructura de las proteinas G heterotriméricas.

3.1.1.1. Caracterizacion estructural de la interaccién entre la

proteina Ga y el heterodimero Gpy.

Los estudios de difraccion de rayos X apuntan a que el anclaje del complejo
heterotrimérico GapBy a la membrana tiene lugar por un Unico punto, en el que
convergen el extremo carboxilo de la proteina Gy, y el extremo amino de la proteina
Guiy. Esta Gltima proteina interacciona con el heterodimero Gpy a través de dos regiones
criticas. Una de estas regiones corresponde al cluster B,-Bs-a; del dominio p21ras de la
subunidad ai; (figura 3-1-1), que encara la base de la gran hélice B de GB,
interactuando directamente con las hojas B 6 y 7 de esta proteina. Casi la longitud entera
de la region switch 11 de iy, que comprende el loop Bs-a Y la hélice o, (residuos 199-
216), esta implicada en esta interaccion.

La hidrolisis de GTP dispara un cambio conformacional importante en la region switch
I, que supone un giro de aproximadamente 120° de la hélice o de esta region. Esta
rotacion hace que numerosos residuos hidrofébicos, como Phe-199 y Trp-211, puedan
interaccionar favorablemente con regiones apolares complementarias de Gp. Aunque
muchas de las interacciones entre iy y B1 son hidrofobicas, la mencionada rotacion de
la hélice o también provoca que se establezcan interacciones idnicas, como la que tiene
lugar entre Glu-216 de Ga y Lys-57 de GB. Por su parte, el aminoécido Lys-210 de Ga
se inserta en un hueco de considerable carga negativa, constituido por los aminoacidos
Asp-228 y Asp-246 (Wall et al, 1995).
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Figura 3-1-1. Arquitectura del complejo GaiiB1y,. Se muestran dos vistas del complejo ternario de
sefializacion. En ambas, la proteina Gai; aparece coloreada de azul, la subunidad B; de verde y la
subunidad y, de amarillo. La region switch Il de la proteina Gai; (residuos 199-216) y la molécula de
GDP se han coloreado en rojo (figura adaptada de Wall M.A. et al. (1995) Cell 83: 1047-1058).

En el transito del complejo air-GTPyS-Mg?* al complejo air-GDP, la regién switch 11
sufre un importante desordenamiento (Mixon et al, 1995). Las interacciones que se
establecen con Gpiy, en la constitucion del complejo heterotrimérico, suponen el
reordenamiento y la consecuente estabilizacion de esa region. Estos cambios
conformacionales dentro de la region switch I, ocurren de forma coordinada con
cambios en el péptido switch | (residuos 178-186), region implicada en la estabilizacion
del heterotrimero unido a GDP.

El switch | forma parte del sitio catalitico en el estado en el que Gai; se halla unida a
GTP, pero es expulsado de ese enclave durante el transito hacia el complejo ai;-GDP-
B1y2, de manera que algunos aminoacidos de esa region de Gai; (1le-184 y GIn-186) son
reorientados para una interaccion éptima con GB;. Al mismo tiempo, otra interaccion
importante dentro de Gai; se establece entre Arg-178 y Glu-43, constituyendo una
especie de “cinturon de seguridad” dentro de la proteina, que impide la difusion de GDP
del sitio catalitico (Wall et al, 1995).

Otra region de Gaij, critica en la interaccion con el dimero Giyz, corresponde a la
hélice o amino-terminal de la proteina, que se extiende del residuo 12 al 33. Esta parte
de la proteina es estabilizada por interacciones favorables con la hélice B de la

subunidad B (figura 3-1-1). Estos contactos parecen ser cruciales para la formacion del
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heterotrimero, puesto que la delecion del extremo amino de las subunidades o impide su
asociacion con Gpy.

Por otro lado, en lo que respecta al extremo carboxilo de Gai;, cabe decir que
representa un lugar clave de la proteina para el establecimiento de interacciones con los
dominios citoplasmaticos de receptores apropiados (Conklin & Bourne, 1993).
Ademas de actuar como un complejo de sefalizacion “per se”, el dimero Gy mantiene
la subunidad Ga en un estado inactivo, unida a GDP, impidiéndole actuar sobre su
efector, al interaccionar con ella en los mismos sitios que estan implicados en la unién
Go-efector.

En relacion con la estructura del receptor, las secuencias del segundo y tercer loop
citoplasmaticos de los receptores heptahelicoidales, son importantes para la selectividad
y la afinidad de las interacciones proteina G-receptor. En la proteina Ga, su extremo
carboxilo, desordenado en el complejo heterotrimérico y préximo al extremo amino de
la proteina, es muy importante en la interaccion con el receptor (Conklin & Bourne,
1993). La interaccion del receptor con la proteina G heterotrimérica dispara la
disociacién de GDP de la proteina Ga. La conexién de la region switch Il con el
extremo carboxilo de Ga, y los cambios consecuentes que se producen a raiz del
acercamiento del receptor a esa region, podrian explicar el desplazamiento de la
molécula de GDP de la proteina G. EI receptor, en este caso, podria estar
interaccionando directamente con la region switch 11, y no s6lo con el extremo carboxilo
de Ga (Wall et al, 1995).

3.1.1.2. Caracterizacion estructural de la interaccion de la

proteina G con los lipidos de la membrana.

Para poder comprender mejor la influencia que ejercen los lipidos de membrana en los
procesos de transduccion de sefial mediados por proteinas G, conviene tener en cuenta
la heterogénea organizacion de los lipidos en el plano horizontal de la membrana. Cada
dominio lipidico que se forma presenta unas propiedades caracteristicas, que determinan
el comportamiento diferencial de los distintos RAPG vy proteinas G en su interaccion
con la bicapa lipidica.

Como consecuencia de la union de un ligando a su receptor, ocurre un cambio

conformacional en el receptor, que se traduce en cambios conformacionales en varias
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proteinas G que se hallan en su entorno, produciéndose la activacion de las proteinas
transductoras. Como resultado de esta activacion, tiene lugar la escision del complejo
heterotrimérico en una subunidad Ga, unida a GTP, y un dimero Gpy. Estas dos
entidades se dirigen entonces hacia sus respectivas proteinas efectoras. El destino de
estas proteinas en la superficie de la célula parece estar fuertemente condicionado por la
organizacion estructural que adoptan los lipidos de la membrana, la cual a su vez es
funcién de la morfologia lipidica. Asi, un lipido con propension no lamelar como PE,
tendente a originar estructuras de tipo Hy, es muy abundante en la hoja interna de la
membrana plasmatica, influyendo decisivamente en la interaccion de proteinas G con la
bicapa lipidica (Escriba et al, 2007).

A partir de estudios de interaccion de proteinas G con liposomas, se demostrd que,
tanto las proteinas G heterotriméricas como el dimero GRy, muestran una union
preferencial a membranas con alto contenido en PE y, por tanto, con alta propensidad a
constituir fases no lamelares de tipo Hy, (figura 3-1-2). En cambio, la subunidad Gai
muestra preferencia por membranas de tipo lamelar, con un alto contenido en PC
(Vogler et al, 2004). Este comportamiento divergente de las proteinas G estudiadas
parece estar también condicionado por el tipo de modificacion lipidica que portan,
hecho que condicionaria la presencia de un tipo concreto de proteina G en unos u otros
dominios de membrana (Melkonian et al, 1999; Moffett et al, 2000; VVogler et al, 2004).

De esta manera, RAPG y proteinas G se reparten entre los distintos dominios de la
membrana, cada uno de ellos con una organizacion estructural concreta, lo que
promueve la interaccion réapida y especifica entre proteina transductora y proteina
efectora en una localizacion concreta de esa membrana. De este modo, ademas, se
evitan interferencias entre distintas rutas de sefializacion. Asi, por ejemplo, en
cardiomiocitos, el receptor B,-adrenérgico y Gaiy Se encuentran en caveolas, mientras
que receptores Bi-adrenérgicos y Gas estan presentes predominantemente en regiones
no caveolares de la membrana plasmatica (Rybin et al, 2000). En células epiteliales y
endoteliales de tejido pulmonar, Gai y Gas se localizan en “lipid rafts”, mientras que

Gagq se encuentra en caveolas (Oh & Schnitzer, 2001).
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Figura 3-1-2. Modelo explicativo de la influencia de la estructura de la membrana en la sefializacién
asociada a RAPG. En el panel superior, se representa el estado de reposo de la maquinaria de
sefializacion, de manera que receptor (R) y proteina G heterotrimérica convergen en zonas de membrana
con estructura no lamelar de tipo hexagonal (H). En el panel inferior, se muestra como la union del
agonista (AG) al receptor provoca un cambio a un estado activo del sistema de sefializacién, de manera
gue una molécula de receptor es capaz de activar varias proteinas G. Asi, las subunidades Ga se disocian
de los dimeros GBy y las primeras se dirigen hacia regiones lamelares de la membrana plasmatica (L),
donde actuarian sobre sus proteinas efectoras. En cambio, los dimeros Gpy tienen preferencia por regiones
no lamelares de la membrana, actuando alli sobre sus respectivos efectores, entre ellos la proteina GRK
(figura adaptada de Vogler, O. et al. (2004) J Biol Chem, 279: 36540-36545).

La alta afinidad del dimero GBy y de la proteina G heterotrimérica por regiones de
membrana tendentes a adoptar una estructura no lamelar (figura 3-1-2), parece poner de
manifiesto el papel director del dimero GBy en el marco de la interaccion lipido-
proteinas G heterotriméricas (Vogler et al, 2004).

La localizacion diferencial de proteinas G en la membrana esta influenciada por los
lipidos que portan y por el grado de empaquetamiento lipidico existente en su entorno.
Los grupos isoprenoides de las proteinas Gy encajan mejor en un ambiente lipidico con
una presion lateral superficial mas reducida, donde los lipidos de la membrana no se
hallan densamente empaquetados, sino que presentan una distribucién mas bien laxa. En

cambio, los acidos palmitico y miristico de las subunidades Ga se asientan mejor en
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regiones de membrana menos flexibles, con un mayor grado de empaquetamiento
lipidico, como los dominios de tipo L.

También las cargas de los lipidos de la membrana juegan un papel importante en la
localizacion de proteinas G y RAPG en la membrana. Las interacciones electrostaticas
que se establecen entre la carga negativa de lipidos como la PS, y los parches de cargas
positivas del dominio amino-terminal de Ga y del extremo carboxilo de Gy, estarian
influyendo de manera importante en este contexto (Kosloff et al, 2002; Hessel et al,
2003; Pedone & Hepler, 2007).

Las proteinas G son también capaces de modular la estructura y la organizacion de los
lipidos de membrana. Asi, por ejemplo, los grupos farnesilo y geranilgeraniol de las
distintas subunidades Gy, junto con sus 12 aminoacidos carboxi-terminales, generan
microdominios con tendencia a constituir estructuras de tipo H,, y enriquecidos en este
péptido, el cual actla cooperativamente con los lipidos pro-no lamelares que puedan
existir en esa region (Escriba, 2006; Barceld et al, 2007).

3.1.2. Trafico subcelular de las proteinas G heterotrimericas.

Se ha comprobado que el tipo de modificacién lipidica, o su combinacion en una
determinada proteina G, en un momento dado, influye decisivamente en su destino
dentro de la célula. En este sentido, la ausencia de componentes lipidicos conduce a la
deslocalizacion de proteinas G dentro de la célula, lejos de su ubicacion natural en la
membrana plasmética (Morales et al, 1998; Fishburn et al, 1999; Michaelson et al,
2002; Rocks et al, 2010).
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Figura 3-1-3. Modelo de ensamblaje y trafico de proteinas G a la membrana plasmatica. Los
distintos pasos que contempla el modelo aparecen representados en la ilustracién. 1) EI complejo de
chaperones CCT se una a la proteina Gp recién sintetizada y promueve su correcto plegamiento. 2) PhLP1
se une a CCT-Gp y posterior fosforilacion de PhLP1 estimula la liberacién de PhLP1-GB. 3) Gy recién
sintetizada se incorpora al complejo PhLP1-GB. En algin momento el complejo GBy se disocia de PhLP1.
4) Gy es farnesilada o geranilgeranilada por una farnesil-transferasa (FT) o geranilgeranil-transferasa
(GGT) citoplasmaticas, y el heterodimero GBy se dirige hacia la superficie citosolica del reticulo
endoplasmatico. 5) Una proteasa del RE, denominada RCE, digiere los tres aminodcidos carboxi-
terminales de la proteina Gy isoprenilada. 6) A continuacidn, el enzima Icmt cataliza la incorporacién de
un grupo metilo en el nuevo extremo carboxilo de la proteina Gy. 7) De un modo similar a lo que ocurre
con GB, es probable que uno o varios chaperones participen en el plegamiento adecuado de la proteina
Ga. 8) No se conocen los lugares exactos de encuentro y acoplamiento entre Ga y Gy, y de
palmitoilacion de la proteina Go. Segin este modelo, la formacion del heterotrimero y la palmitoilacién
de Ga ocurririan en el RE. 9) Finalmente, el heterotrimero, recientemente formado, se moveria desde una
localizacion intracelular hasta la membrana plasmética. Tampoco esté claro si la via a través de la cual
ocurre este transito es dependiente o independiente del Golgi (figura adaptada de Marrari, Y. et al. (2007)
Biochemistry, 46: 7665-7677).

En el modelo de dos sefiales propuesto por diversos autores, el dimero Gy jugaria un
papel determinante en el destino del complejo heterotrimérico (figura 3-1-3), ya que su
ausencia (Fishburn et al, 1999), o su alteracion (Fishburn et al, 2000), provoca que la
proteina Ga se localice menos unida a la membrana plasmatica. Ademas, el dimero GBy
parece conferir una mayor estabilidad a la proteina Ga en su interaccion con una
proteina con actividad palmitoil-acil-transferasa (PAT), condicionando de ese modo la
eficacia en la incorporacion de acido palmitico a la proteina Go. (Dunphy et al, 1996,
Rocks et al, 2010).
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El &cido palmitico es, en este modelo, una segunda sefial clave. La mayoria de
proteinas Ga, exceptuando las proteinas Gat;, Gat, Y Gagus, son palmitoiladas en su
extremo amino-terminal (Aicart-Ramos et al, 2011). La ausencia de palmitoilacion en
esas proteinas también afecta drasticamente a su localizacion en la célula (Fishburn et
al, 1999; Michaelson et al, 2002, Bijimakers & Marsh, 2003; Rocks et al, 2010). Asi,
parece claro que la formacion del heterotrimero y la palmitoilacion de la proteina Ga
son procesos concertados (Evanko et al, 2000), ambos esenciales para el correcto
transito de las proteinas Go hacia la membrana plasmatica (Marrari et al, 2007, Rocks et
al, 2010).

No esté claro el camino exacto que siguen los distintos complejos heterotriméricos por
el interior de la célula, desde su lugar de sintesis hasta su destino final en la membrana
plasmatica; ni tampoco el lugar exacto donde ocurre el acoplamiento de las distintas
subunidades constitutivas del complejo (figura 3-1-3) (Bijlmakers & Marsh, 2003;
Marrari et al, 2007). Cada vez se hace mas evidente, sin embargo, que no existe una
Unica ruta que conduzca proteinas de membrana periféricas hacia la superficie de la
célula. Una pista acerca de como podria ser ese transporte en el caso de las proteinas G
heterotriméricas, podria aportarla, una vez mas, el &cido palmitico unido a la proteina
Go..

Se le ha atribuido al acido palmitico la funcién adicional de influir, de una manera
mas precisa, en la localizacion de proteinas Ga dentro de las membranas biologicas.
Mas concretamente, la palmitoilacion de la proteina la conduciria hacia regiones o
dominios dotados de un mayor orden estructural, con una composicion lipidica y
proteica concretas (Huang et al, 1997; Galbiati et al, 1999). En este punto es donde la
hipotesis de “raft”, y mas concretamente su posible papel en el trafico de proteinas hacia
la membrana (Simons & van Meer, 1988), converge con la cuestion especifica del
transito de proteinas G por la célula. Asi, algunas proteinas Ga tienen en su extremo
amino-terminal un motivo Met-Gly-Cys, que se ha asociado a preferencia de la proteina
por dominios de tipo “raft” (Melkonian et al, 1999; Moffett et al, 2000). Este tipo de
proteinas pueden hallarse en algin momento doblemente aciladas por cadenas de acidos
grasos saturados, lo que determinaria su particion preferencial dentro de dominios de
tipo “raft” (Simons & Ikonen, 1997). Esto podria implicar un transporte de proteinas G
a través de la ruta exocitica desde la red trans del aparato de Golgi a la membrana

plasmatica (Michaelson et al, 2002; Marrari et al, 2007).
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Sin embargo, algunas proteinas Go. con esas caracteristicas no parecen encajar dentro
de ese marco conceptual; y seguirian una ruta independiente del transporte vesicular,
aprovechando la afinidad limitada por membranas que le confiere el grupo miristoilo
(Fishburn et al, 1999; Bijlmakers & Marsh, 2003; Rocks et al, 2010). Segun este
modelo, el &cido miristico actuaria como un anclaje hidrofobico inespecifico, que le
permitiria a la proteina Go interaccionar con diferentes tipos de membranas de la célula.
En un momento dado, alcanzaria la membrana plasmaética, donde la palmitoilacion
enzimatica de esa proteina haria que se quedara ahi retenida de un modo permanente.
Con la llegada de la proteina Ga miristoilada a la membrana plasmatica, podria tener
lugar el encuentro de esa proteina con el complejo GBy, lo cual supondria una union mas

estable y duradera de todo el complejo a la membrana (Fishburn et al, 1999).
Mecanismos responsables del trafico vesicular en la célula.

Hoy dia, se conoce bien la maquinaria enzimatica implicada en el trafico vesicular,
constituida por proteinas de la superfamilia Rab, dentro del grupo de proteinas de unién
a nucleotidos de guanina o proteinas G. Todas las proteinas de esta superfamilia tienen
un dominio GTPasa y la mayoria de ellas portan uno o dos grupos lipidicos que
permiten su interaccion con las membranas bioldgicas (Itzen & Goody, 2011; Segev,
2011). Asi, las pequefias GTPasas se han erigido en reguladores clave del transporte
vesicular, con diferentes familias proteicas gobernando los diferentes pasos de ese
complejo proceso, tal y como aparece representado en el diagrama de la figura 3-1-4
(Segev, 2011).

GTPases:  Arfs Dynamin Rabs Rhos

donor ¢ = :> = 0 = (*, acceptor

Vesicle: Formation Scission  Motility Tethering Fusion

Figura 3-1-4. Familias de pequefias GTPasas que regulan los distintos pasos del transporte
vesicular. La familia de proteinas Arf controla el proceso de formacién de una vesicula y la dinamina, la
escision de la misma. La motilidad vesicular es regulada por proteinas Rab. Estas Gltimas también
intervienen en el anclaje de la vesicula a la membrana de destino, asi como las proteinas Rho. La fusion
de la vesicula con la membrana aceptora es mediada por proteinas Rho (figura adaptada de Segev, N.
(2011) Sem Cell Dev Biol, 22: 1-2).
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Otras proteinas de reciente descubrimiento implicadas directamente en el transporte
vesicular son las golginas. Como su nombre indica, se hallan localizadas por todo el
complejo del Golgi, asociadas con el lado citoplasmatico de las membranas. Presentan
abundantes y extensas regiones con estructura enrollada, que pueden llegar a adentrarse
considerablemente en el citoplasma, promoviendo la captura y anclaje de vesiculas de
transporte a la membrana del Golgi antes de la fusion (Goud & Gleeson, 2010).
Investigaciones posteriores han revelado la importancia clave de estas proteinas no sélo
en los procesos de transporte vesicular, sino en el mantenimiento de la integridad
estructural del complejo del Golgi al completo (Goud & Gleeson, 2010).

Aungue numerosos modelos contemplan la activacion de las pequefias GTPasas, y su
consiguiente interaccion con efectores, con el fin de poder explicar convenientemente el
trafico vesicular; la cuestion parece quedar incompleta sin la consideracion de
determinantes adicionales de tipo lipidico. Asi, se ha visto que lipidos como el
fosfatidilinositol ~ 4-fosfato (PIP) y el diacilglicerol (DAG) interaccionan
especificamente, en el aparato de Golgi, con proteinas implicadas en los procesos de
transporte de membranas, tanto de entrada como de salida del Golgi (Munro, 2005).

Otro lipido que empieza a considerarse en modelos explicativos cada vez mas
completos sobre la organizacion del aparato de Golgi, es el acido palmitico. Esta vez se
contempla desde una perspectiva mas amplia, ya no sélo en relacién con el movimiento
de proteinas G por la célula, sino en alusion a las bases mismas de otros fenédmenos
bioldgicos de gran complejidad, como son el tréfico vesicular y la definicidn estructural
del aparato de Golgi (Munro, 2005). Un avance importante ha sido el hallazgo, en esta
region de la célula, de enzimas responsables de la palmitoilacion de proteinas. Esto vino
a confirmar el importante papel que esa reaccién lipidica tiene en el aparato de Golgi,
como detonante del reclutamiento de muy diversas proteinas a ese nivel (Munro, 2005).

En sintesis, se hace cada vez mas evidente la necesidad de abordar el estudio de
fendmenos biologicos que tienen lugar en membranas a la luz de modelos mas
completos. Ya no se trata de reflejar como las nuevas proteinas que se van descubriendo
se organizan entre si, sino de contemplar la organizacién lipidica de las membranas
bioldgicas y como esa organizacion afecta a las interacciones que los lipidos establecen
con esas proteinas, y a la interaccion entre ellas mismas. Y a la inversa, considerando

también el efecto de las proteinas sobre la organizacion lipidica.
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3.1.3. Estructura de los Receptores Acoplados a Proteinas G
(RAPG).

Caracterizacion estructural de las interacciones dentro del

receptor y de las interacciones entre el receptor y el ligando.

Los RAPG son un componente fundamental del sistema de transduccion de sefiales a
través de proteinas G. Su participacion es necesaria en el ciclo de activacion e
inactivacién de proteinas G. Se trata de proteinas integrales de membrana, que captan
informacion procedente del exterior de la celula, la cual transmiten hacia el interior
mediante la activacion de las proteinas G, con las que interaccionan, y la posterior
generacion de un segundo mensajero. Su enorme diversidad y su decisivo papel en el
contexto de la sefializacion celular, hace necesaria una caracterizacion mas detallada de
estas moléculas.

Las regiones con mayor grado de homologia entre distintos RAPG corresponden a los
segmentos que atraviesan la membrana, mientras que la mayor diversidad se localiza en
el extremo amino-terminal de la proteina. La longitud de esta regién es muy variable,
siendo relativamente corta (10-50 aminoécidos) en el caso de receptores peptidicos, y
mucho mas grande en el caso de receptores para hormonas glicoproteicas y de la familia
del glutamato (Kobilka, 2007).

A diferencia de la similaridad estructural y funcional caracteristica de los RAPG, esta
la diversidad estructural de sus ligandos naturales. Asi, éstos abarcan un amplisimo
rango de tamafios, que va desde el nivel de particula subatomica (fotones), hasta el de
péptidos y proteinas. Muchos de esos ligandos interaccionan con el receptor uniéndose
al interior de los segmentos transmembrana, mientras que hormonas peptidicas y
proteinas, con frecuencia, se unen al extremo amino y a los “loops” extracelulares del
receptor (Kobilka, 2007).

En la década de los ochenta se consiguié por primera vez clonar, secuenciar y expresar
genes codificantes de RAPG, lo que supuso un gran avance en la caracterizacion de sus
propiedades estructurales y funcionales (Kobilka et al, 1987). Ya en la década de los
noventa, se llevd a cabo una caracterizacion estructural detallada de estos receptores,

utilizando como modelo la rodopsina, en su forma inactiva. Entonces, se pudieron
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obtener los primeros cristales bidimensionales de la rodopsina, los cuales
proporcionaron el primer dibujo acerca de la orientacion de los siete segmentos
transmembrana en un entorno lipidico. Se observd que cuatro de las siete hélices
transmembrana se orientaban perpendicularmente a la superficie de la membrana
(Schertler et al, 1993).

A partir de los trabajos del grupo de Gebhard Schertler, se sentaron las bases para
posteriores estudios estructurales con otros RAPG. Dos tipos de cristales
tridimensionales diferentes de la rodopsina, de alta resolucion, fueron posteriormente
obtenidos. La diferencia mas notable entre ellos corresponde al “loop” intracelular que
conecta los segmentos transmembrana 5 y 6, el cual esta implicado en el acoplamiento
de la proteina G al receptor (Kobilka, 2007).

Muchos de los giros que conectan dos hélices transmembrana en los RAPG son
estables estructuralmente cuando son separados del resto de la proteina. Esto ha
permitido caracterizar bien la estructura de esas regiones por medio de la técnica de
resonancia magnética nuclear (RMN) (Yeagle & Albert, 2007). El desarrollo de estos
trabajos ha supuesto la aportacion de valiosa informacion acerca de la organizacién
estructural de las caras extracelular e intracelular de diversos RAPG.

A partir de estos estudios de RMN de alta resolucion, se comprob6 que las hélices o
transmembrana de RAPG son intrinsecamente estables en su estructura secundaria
helicoidal; y que, tanto la estabilidad de estas estructuras, como la estabilidad intrinseca
de los “loops”, son un punto clave en la estabilidad global del receptor.

Otro punto fundamental es la estabilidad derivada de las interacciones hélice — hélice.
Se ha comprobado que estas interacciones existen y que son fuertes y especificas. Por
tanto, esas interacciones constituyen otro componente clave en la estabilidad global del
receptor, influyendo decisivamente en su correcto plegamiento y en su funcionalidad
(Yeagle & Albert, 2007).

Una ventaja importante que ofrecian los estudios con cristales proteicos
bidimensionales consistia en que la estructura del receptor obtenida reflejaba la
influencia de los lipidos de la membrana sobre dicha estructura. La principal desventaja
de estos estudios era la baja resoluciobn que caracterizaba los mapas bi vy
tridimensionales resultantes. Una mejora sustancial en la resolucién de los cristales
bidimensionales, permitié conocer de forma precisa la orientacion de la rodopsina
bovina inactiva respecto a la membrana. Con los cristales tridimensionales de

rodopsina, se pudo obtener una informacion mucho mas detallada sobre la disposicion
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de cada uno de sus aminodacidos y de su ligando, denominado retinal (Yeagle & Albert,
2007).

Estudios de RMN han proporcionado importantes hallazgos acerca de la fotoquimica
del retinal. EI 11-cis retinal fotoisomeriza a todo-trans retinal tras absorber un foton de
luz. En un modo que adn no se conoce en detalle, esa isomerizacion
se transmite a la rodopsina, de modo que la conformacién de la cara citoplasmatica del
RAPG cambia de modo significativo y esto conduce a la union del complejo Gt al
receptor. En los cristales tridimensionales de la rodopsina inactiva, el retinal se halla
unido a Lys-248 en la séptima hélice transmembrana, y se extiende a través del haz de
siete hélices transmembrana, en un plano aproximadamente paralelo al de la superficie
de la membrana. Otros aminoacidos con los que interactia el retinal en un estado
inactivo de la proteina son Trp-265 y Glu-113 (Yeagle & Albert, 2007).

Como consecuencia de la excitacion por la luz, la rodopsina cicla a través de una serie
de intermedios espectrales, que producen meta-rodopsina I. La meta-rodopsina | es un
intermediario en el proceso de activacion de la rodopsina, que ocurre después de la
fotoisomerizacion del 11-cis retinal, pero antes de los cambios estructurales requeridos
para la activacion de la rodopsina. Durante esta fase, apenas hay cambios en la
estructura de la proteina; y si en la del retinal. Con el paso de meta-rodopsina | a meta-
rodopsina I, se produce la activacién del receptor, de modo que el receptor es capaz de
unirse a la proteina G y activarla. En este paso, los cambios conformacionales que
ocurren en el retinal constituyen el detonante energético. En el transito hacia meta-
rodopsina 11, el retinal se desplaza dentro del haz helicodal en la direccion del segmento
transmembrana cinco, estableciéndose nuevas interacciones. Ademas, se ha visto que
con la activacion del receptor, el anillo del retinal es capaz de interaccionar con la hélice
cuatro de la rodopsina (Yeagle & Albert, 2007).

Més cambios conformacionales, que ocurren en la transicion hacia el estado de meta-
rodopsina I, afectan al ordenamiento de las distintas hélices o del receptor. Asi, la
hélice correspondiente al segundo segmento transmembrana se mueve respecto a la
peculiar octava hélice, como también lo hace la hélice del sexto segmento
transmembrana. Los segmentos transmembrana primero y séptimo se disponen mas
separados entre si.

La hélice ocho, hallada en la regidn carboxi-terminal de la rodopsina, es dependiente
de membranas: existe como tal en presencia de membranas, pero esta estructura

desaparece en su ausencia. El contenido en fosfatidilserina de la membrana es clave en
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la estabilizacion de la forma helical (Krishna et al, 2002; Yeagle & Albert, 2007). En el
extremo carboxilo de esa hélice se hallan los sitios de palmitoilacion del receptor.

Un cambio crucial que ocurre en la superficie citoplasmatica del receptor en el estado
de meta-rodopsina Il, es la apertura de una hendidura como consecuencia de la ruptura
del cierre ionico entre Arg-135, formando parte de la hélice tres, y Glu-247, en el
extremo citoplasmatico de la hélice seis. Esta interaccion estabiliza el estado basal del
receptor y debe romperse para formar el estado excitado.

Poco se sabe sobre la estructura de otros RAPG en su estado activo. Cambios
estructurales importantes en el tercer “loop” intracelular ocurren con la activacion del
receptor canabinoide CB1. En el caso del receptor de la angiotensina Il, se vio que una
prolina en la hélice tres es necesaria para la transicion al estado activo del receptor.
Ademas, hay un cambio en la interaccion entre el segundo segmento transmembrana y
el séptimo.

A diferencia del trans-retinal unido covalentemente a la rodopsina, el trans-retinal
libre no es un agonista muy efectivo para la opsina (la variante sin ligando de la
rodopsina). Para la gran mayoria de los restantes RAPG, la activacidn ocurre cuando un
agonista difunde hacia un receptor sin ligando alguno unido. En ausencia de ligandos, el
nivel de actividad basal del receptor viene dado por un equilibrio entre las formas
activas e inactivas del receptor. Los agonistas completos interaccionan con el estado
activo del receptor, estabilizandolo. Mientras que los agonistas inversos, estabilizan el
estado inactivo del mismo. La eficacia de los ligandos refleja su capacidad para alterar
el equilibrio entre estos dos estados (Kobilka, 2007).

En el estado inactivo sin ligando de un RAPG, el ordenamiento de los segmentos
transmembrana es estabilizado por interacciones no covalentes entre las cadenas
laterales de los aminoéacidos. Ligandos estructuralmente distintos son capaces de romper
diferentes combinaciones de las interacciones estabilizadoras del estado basal, bien
directamente por union a aminoacidos que estan implicados en estas interacciones
intramoleculares; o indirectamente, estabilizando nuevas interacciones intramoleculares.
La afinidad de un ligando particular por un receptor depende de los costes y beneficios
energéticos asociados con las interacciones rotas y creadas, mientras que la eficacia del
ligando depende de la capacidad para disparar los “switches” asociados con la

activacion (Kobilka, 2007).
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3.2. RESULTADOS

El objetivo de esta parte de la tesis consistié en determinar la relacion estructura-
funcién de las subunidades Gaiy (region N-terminal) y Gy, (region C-terminal), en la
interaccion del complejo heterotrimérico geranilado GaiiB1y, con membranas lipidicas.
Ademaés, como en los dos capitulos anteriores, se estudid el efecto de distintos lipidos
naturales representativos de la heterogeneidad estructural de las membranas bioldgicas,
en la unién de los diferentes complejos heterotriméricos (nativo y mutantes de Gaiif172)

purificados a membranas modelo.

3.2.1. Reconstitucion, caracterizacion lipidica y purificacion

de complejos heterotriméricos Gauif7,.

Las especies Gai y Gpy, purificadas por separado, se combinaron con la idea de
reconstituir el complejo heterotrimérico Gaiip1y,. Para ello, se emplearon unas
condiciones que favorecieron el acoplamiento de esas dos entidades fundamentales que
constituyen el heterotrimero. Asi, se emple6 un analogo del nucle6tido GDP, el GDPgS,
capaz de unirse irreversiblemente a la subunidad Ga., de manera que la conformacion de
esta proteina fuera la méas favorable para la interaccién con el dimero GBy. Tal y como
indica la figura 3-2-1, en la que se muestra la secuencia de reacciones conducentes a la
formacion del heterotrimero, GDPBS favorece la transicién hacia la obtencién del
complejo ternario. La ausencia de modificaciones lipidicas en las proteinas Ga. y Gy es
un factor desestabilizador que dificulta el acoplamiento. Para contrarrestar este efecto,
algunos autores consideraron la utilizacion de altas concentraciones de GDP, Ga y GBy
(Wall et al, 1995; Gautam et al, 1998). Asi, la muestra con Ga y Gy fue liofilizada y
llevada hasta un volumen de reaccion que permitié concentrar en alto grado los
sustratos de la reaccion. Ademas, se utilizé una concentracion alta de GDPBS, de 5 mM.

Se sabe que las subunidades By, ademas de promover per se el acoplamiento entre Ga.
y GBy, estabilizan la union de GDP a la subunidad a, inhibiendo asi la liberacién de
GDP (lyengar & Birnbaumer, 1990). Por ello, fueron afiadidos a la mezcla de reaccion

1,5 moles de GBy por cada mol de Ga.
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Figura 3-2-1. Secuencias de reaccion que describen el ciclo basico de activacién y desactivacién de
proteinas G. En 1) se detalla la secuencia de eventos que llevan a la disociacién del complejo
heterotrimérico y la activacién de la proteina Ga. Ademas, se indican los factores que promueven esta
disociacion. En 2) se representa la secuencia de eventos que conducen a la formacion del complejo Gapy,
unido a GDP. En este caso, se indican los factores que promueven la asociacion entre Ga y Gy (figura
adaptada y modificada de lyengar & Birnbaumer (1990) G proteins, p. 152. San Diego, California).

Tras el proceso de liofilizacion y de reconstitucién de la muestra en presencia de
GDPBS a alta concentracion, se analizo el posible acoplamiento entre Goa y GBy
mediante western-blot no desnaturalizante (figura 3-2-2). Hay una notable diferencia de
movilidad electroforética entre los dimeros GBy WT y GBy ger™ (figura 3-2-2 B), de
acuerdo con el resultado de la figura 2-2-5. Hubo una correspondencia entre la
localizacion de las bandas més intensas correspondientes a proteinas Ga (figura 3-2-2
A), detectadas con el anticuerpo anti-Ga, Yy la localizacion de las bandas
correspondientes a proteina Gp; (figura 3-2-2 B), alli donde se cargaron muestras con
los tres constituyentes del complejo Gopy. Este dltimo resultado demuestra la
consecucion de complejos heterotriméricos en todos los casos ensayados. Mas aun, el
patrén de movilidad del dimero GBy en el gel no desnaturalizante condiciond el perfil
migratorio de la proteina Go asociada, y no a la inversa. Hubo, por tanto, una mayor
influencia del dimero Gpy en las propiedades electroforéticas del complejo
heterotrimérico. También se hard patente una mayor influencia del dimero en el estudio

de las interacciones Gapy—membranas modelo.
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Figura 3-2-2. “Inmunoblots” obtenidos bajo condiciones no desnaturalizantes. A, inmunoblot
correspondiente a heterotrimeros GaisB1y, purificados y liofilizados detectados con un anticuerpo anti-
Gai. Las flechas indican la posicion en el gel de la proteina Gai, formando parte de Gay. B, inmunoblot
con idéntico perfil de muestras, pero correspondiente a otro gel electroforético. La deteccidn se hizo con

un anticuerpo anti-Gp,

Una banda muy intensa correspondiente a la proteina Gai; Myr~, en presencia del

dimero Gy ger-, fue visualizada en el gel revelado con el anticuerpo anti-Ga (figura 3-

2-2 A). La ubicacion de esta banda se correspondi6 con la perteneciente a la proteina
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GB:1 en el otro gel (figura 3-2-2 B). Asi pues, las condiciones de reaccion arriba
mencionadas posibilitaron el acoplamiento entre una proteina Ga sin modificaciones
lipidicas y un dimero Gy sin el resto isoprenoide, la asociacion que en teoria era mas
dificil de conseguir de entre todas las combinaciones ensayadas.

Se aprovechd la misma matriz cromatografica empleada en la purificacion de Ga y
GpBy para llevar a cabo una purificacion por afinidad del complejo Gafy, lo que permitio
enriquecer la muestra en heterotrimero y descartar, asi, la mayor parte del dimero Gy

no unido a Ga (figura 3-2-3).

Recovery of GoPy heterotrimer by affinity chromatography

Fraction of eluated Ga protein Fraction of eluated Gj protein
(ng of eluated Gu protein / ng of (ng of eluated Gp protein / ng of
loaded Ga protein) loaded GB protein)
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Figura 3-2-3. Purificacion por cromatografia de afinidad de diferentes complejos heterotriméricos
Gapy. lzquierda, perfil de elucién de proteinas Gai; WT, Gai; Pal™y Gai; Myr~ incubadas, por un lado,
con el dimero GBy WT, y por otro lado, con el dimero Gpy RKK, en una matriz constituida por agarosa y
niquel. Derecha, perfil de elucion de proteina Gp formando parte de los dimeros Gy WT y GBy RKK, tras
incubacidn de cada uno de esos dimeros en presencia de las proteinas Gai; WT, Gai; Pal™y Gai; Myr—, en
el mismo tipo de matriz indicado anteriormente. Ambos graficos van acompafiados de inmunoblots
representativos de la cantidad de proteina G cargada en la matriz (Ga a la izquierda y GBy a la derecha),
fraccion denominada “I” (input); y de la cantidad de la correspondiente proteina G eluida con imidazol,
fraccion “O” (output).

Una posterior filtracién de la muestra en columnas de concentracion permitio separar
el complejo heterotrimérico del mondémero Ga y el dimero Gpy residual, quedando un

concentrado de Gafy en la parte superior de la columna. De este modo, se obtuvieron
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diferentes complejos Gapy, reconstituidos y purificados, que fueron utilizados en

estudios de union a membranas modelo.

3.2.2. Interacciones de complejos Gaiif;y, cON membranas

modelo.

De los 64 posibles heterotrimeros que se podrian formar con las construcciones
realizadas, los complejos Gopy geranilgeranilados purificados que se utilizaron en los

estudios de union a diferentes membranas modelo fueron:
i) Ga PAL™ + GBy WT, sin mutaciones, y con la subunidad Goi; palmitoilada.
i) Ga PAL™ + GBy WT, con mutacion en la cisteina N-terminal de Gai; (Cys-3 =Ser-3).

iii) Ga MYR™ + GBy WT, con mutacién en la glicina N-terminal de Gai; (Gly-2 =Ala-
2).

iv) Go. PAL™ + GBy RKK, con mutaciones en los aminoécidos basicos de la region C-
terminal de Gy, (Arg-62 =Gly-62, Lys-64 =Gly-64, Lys-65 =Gly-65).

v) Ga PAL™ + GBy RKK, con mutaciones en la cisteina N-terminal de Gai; (Cys-
3->Ser-3), y en los tres aminoacidos basicos de la region C-terminal de Gy, (Arg-
62 =Gly-62, Lys-64 =Gly-64, Lys-65-=>Gly-65).

vi) Ga MYR™ + GBy RKK, con mutaciones en la glicina N-terminal de Gai; (Gly-2 =Ala-
2), y en los tres aminoacidos basicos de la region C-terminal de Gy, (Arg-62 -Gly-62,
Lys-64 =Gly-64, Lys-65 -Gly-65).

La tabla 3-2-1 que se muestra a continuacion, contiene los resultados finales relativos a

la unién de los distintos complejos Gapy a membranas modelo representativas de los

principales dominios lipidicos existentes en las membranas bioldgicas.
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Tabla 3-2-1. Union de complejos GaiiBiy, @ membranas modelo. Los resultados son proporciones
medias de unidn de proteinas Gai; y GB1, constituyentes de los diferentes complejos, a vesiculas lipidicas,
en tanto por uno, + E.E.M. (n=2-7).

Composicion lipidica

Heterotrl'meros pPC PC:PE PC:PE:Cho:SM PC:PS PC:PS PC:PE:PS
(1:1) (1:1:1:1) (4:1) (3:2) (2:2:1)
Pal+ Ga+WT Gpy  0,077+0,036  0,197+0,006 0,089:0,039 0,048+0,025  0,019+0,009  0,142+0,05
Pal” Ga + WT Ggy 0,185:0,074  0,401:0,08 0,249+0,093 0,304£0,108  0,515:0,131  0,506+0,073
5 Myr - Ga+ WT Ggy  0,083%0,039  0,065+0,025 0,04310,013 0,067+0,009  0,093t0,018  0,055:0,018
O
Pal+ Ga+ RKK GBy 0,160,045  0,347+0,091 0,170,107 0,239£0,073  0,096£0,013  0,278+0,079
Pal"Ga+ RKK Ggy  0156+0,029  0,258+0,028 0,251+0,058 0,1940,036  0,2224#0,057  0,186+0,018
Myr Ga+ RKK Gy  0078:0,018  0,103+0,031 0,184+0,04 0,053+0,018  0,082t0,032  0,084+0
Pal+ Ga+ WT Gpy 02030032  0,32+0,032 0,135+0,044 0,213+0,026  0,134+0,027  0,219+0,069
Pal” Ga + WT Ggy 0,1660,018  0,3110,081 0,130,083 0,173+0,032  0,301#0,107  0,406+0,088
Myr - Ga+ WT Ggy 0,530,069  0,1300,065 0,061+0,019 0,155+0,089  0,151#0,058  0,107+0,051
<=}
O]
Pal+ Ga+ RKK GBy  0,237:0,044  0,332+0,008 0,181+0,007 0,278£0,011  0,053:0,019  0,348+0,099
Pal"Ga+ RKK Ggy 012420027  0,31740,074 0,189+0,006 0,168+0,035  0,163t0,06  0,1750,027
Myr - Ga+ RKK Ggy  0116+0,034  0,11740,041 0,279+0,055 005003  0,075:0,03  0,095:0,011

En estos estudios de interaccion de Gafy con vesiculas lipidicas, se analizo la unién a
membranas tanto de la proteina GB como de la proteina Gai; como método de
determinacion del heterotrimero. En la figura 3-2-4, se muestra la correlacién entre las
uniones de las proteinas GB y Ga a las distintas membranas modelo. Se observo un alto
grado de correlacion positiva en la union (r = 0,7667). Esto puso de manifiesto que el
método utilizado fue técnicamente correcto y que las subunidades o y B permanecieron

asociadas de forma estable.
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Figura 3-2-4. Correlacion en la unidn de subunidades Ga y GB, formando parte de complejos Gafy,
a membranas modelo. Cada punto representa la proporcién media de union de la subunidad o de un
complejo Gapy concreto, a un tipo determinado de vesicula lipidica, frente a la proporcion media de
union de la correspondiente subunidad B del complejo en cuestién, a ese mismo tipo de vesicula lipidica.
Se muestra la ecuacion de la recta (pendiente = 1,03617 + 0,14878; intercepto = - 0,01902 + 0,03098),
con un coeficiente de correlacion r,, =0,7667.

Interaccion de complejos heterotriméricos GafBy con membranas modelo ricas en PE.

La union de todos los complejos Gay miristoilados estudiados a membranas modelo
compuestas de PC y PE (PC:PE 1:1, mol:mol), fue significativamente mayor que a
vesiculas de PC (figuras 3-2-5 y 3-2-6), como lo demuestran los perfiles de unién de las
proteinas Ga y GB, integrantes de esos complejos heterotrimeéricos (figura 3-2-5).

Asi pues, la presencia de acido miristico unido a Ga en un complejo Gapy, portador
ademas de un resto geranilgeraniol unido a la subunidad Gy,, posibilito la interaccion
preferente de todo el trimero con dominios lipidicos ricos en PE. Lo contrario, es decir,
la existencia de una proteina Ga no miristoilada formando parte del heterotrimero,
supuso la pérdida de esa capacidad de interaccion del compejo multiproteico (figuras 3-
2-5y 3-2-6).
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Figura 3-2-5. Preferencia lamelar / no lamelar de los distintos trimeros GaisBiy,. Se muestra el
cociente resultante de dividir la proporcion de unién de cada heterotrimero Gaiify, a vesiculas de PC
entre la proporcién de su unién a vesiculas de tipo PC:PE. A, determinacién de la preferencia lamelar / no
lamelar de los distintos trimeros Gais By, estudiados, a partir de las propiedades de union de la subunidad
Ga de esos complejos a vesiculas de PC, por un lado, y de PC:PE, por otro B, idem, teniendo en cuenta
las propiedades de union de la subunidad GB de esos complejos.

Estos resultados, y por extension, todos los resultados de union a membranas modelo
de este capitulo se refieren a complejos Gapy geranilgeranilados. No se han incluido los
resultados relativos a la interaccion con membranas modelo de un heterotrimero Gopy
constituido por una subunidad Gy, ger™, debido al bajo rendimiento en la obtencién de

los distintos complejos heterotriméricos no geranilgeranilados, durante los procesos de
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purificacién descritos (véanse los apartados 6.2.5.2 y 6.2.6 de “Materiales y Métodos”
para mas detalles). A esto ultimo, hubo que afiadir la dificultad para la consecucién de
cantidad suficiente de un complejo heterotrimérico no geranilgeranilado estable. En
cualquier caso, los datos obtenidos con el heterodimero explican de forma muy
elocuente el papel del geranilgeranilo en la interaccion de proteinas G con membranas.

La palmitoilacion en la subunidad Go disminuy6 la preferencia del heterotrimero no
mutado de unirse a membranas enriquecidas en PE, aunque no de un modo
significativo. Por su parte, la triple mutacién de los aminoacidos basicos del extremo C-
terminal de Gy, no alter6 la tendencia general de los heterotrimeros miristoilados a
interaccionar mas con membranas constituidas por PC y PE que con aquéllas
constituidas solo por PC (figura 3-2-6).

Si bien la ausencia de acido miristico unido a la subunidad o supuso la pérdida de la
unidn preferencial de todo el complejo heterotrimérico a vesiculas de PC y PE, la triple
mutacion en el extremo C-terminal de Gy, contribuyé a acercar ligeramente al
heterotrimero no miristoilado hacia la zona de propension no lamelar (figura 3-2-5). Por
lo tanto, también los aminoacidos Arg-62, Lys-64 y Lys-65 de Gy, estarian jugando
cierto papel determinante en la preferencia del complejo multiproteico por dominios
lipidicos con un menor grado de ordenamiento y con tendencia a formar estructuras de

tipo no lamelar.
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Figura 3-2-6. Unién de proteinas GaBy a membranas lamelares y no lamelares. Panel superior,
unién de la subunidad o de los complejos Gy indicados en el recuadro a vesiculas de PC y de PC:PE
(1:2). Panel inferior, unién de la subunidad B de esos mismos complejos a vesiculas de PC y de PC:PE
(1:1). Se muestran “inmunoblots” representativos de cada experimento de unién. Los resultados
representados corresponden a la proporcion media de union de cada proteina G a vesiculas + E.E.M (n=2-
7). * p<0,05.
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Interaccion de complejos heterotriméricos Gafy con membranas modelo ricas en PS.

En la interaccion de los complejos Gafy con membranas modelo constituidas por PC y
PS (20% y 40% de PS, mol/mol), se observo un paralelismo entre el comportamiento de
las proteinas monoméricas Ga. (figura 1-2-5) y los heterotrimeros Gapy constituidos por
el dimero GBiy» WT (figura 3-2-7). Asi, el heterotrimero miristoilado, pero no
palmitoilado, tendid a unirse més a vesiculas de PS, siendo la union a vesiculas con un
40% de PS (mol/mol) significativamente mayor que a vesiculas de PC. La
palmitoilacién de la subunidad Ga., sin embargo, provoco el efecto contrario, de manera
que el complejo GaBy experimentd una repulsion electrostatica como consecuencia del
aumento de PS en las vesiculas lipidicas (figura 3-2-7).

Otra cuestion fundamental se dedujo del comportamiento de los heterotrimeros
constituidos por la proteina Gaiy Pal™. Asi, los diferentes perfiles de unién a PS de los
complejos Ga Pal™ + GBy WT y Ga Pal™ + GBy RKK, pusieron de manifiesto la
participacion critica de los tres aminoécidos con carga positiva del extremo C-terminal
de Gy, en la interaccion directa con la fosfatidilserina de las membranas modelo. Al
estar ausente la carga positiva aportada por los tres aminoacidos basicos del extremo de
Gyz, ya no tuvo lugar el incremento en la union a vesiculas ricas en el fosfolipido
anionico PS (PC:PS 3:2 mol:mol) (figura 3-2-7), observada en el caso del complejo Ga
Pal™ + GBy WT, debido a atracciones de tipo electrostatico.

Los dos tipos de heterotrimeros palmitoilados estudiados se unieron menos a
membranas con un 40% de PS (mol %) que a vesiculas de PC. Este comportamiento
similar de los complejos Ga Pal™+ Gpy WT y Ga Pal™ + Gpy RKK, indico una pérdida
de relevancia de los aminoacidos con carga positiva del extremo C-terminal de Gy; en la
interaccion del heterotrimero con membranas de PS, debida a la transicion en el estado
de acilacion de Gaiy (figura 3-2-7). Como se discutird mas adelante, este efecto podria
deberse a un acercamiento de los amino&cidos con carga negativa predominantes en el
lado mas ancho de la hélice B de la proteina Gp; hacia la superficie de la membrana,
inducido por la presencia del resto palmitato en la region N-terminal de la proteina Gaiy
(figura 4-7).

A diferencia de los heterotrimeros miristoilados, los no miristoilados no se vieron
afectados de un modo significativo por la presencia de PS en la bicapa lipidica (figura
3-2-7).
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Figura 3-2-7. Unidn de los complejos GaBy a vesiculas de PC y de PC:PS. Las graficas muestran la
unién de las diferentes construcciones de proteinas Gofy, determinada por la cuantificacion de las
subunidades o y B, a membranas con distinto contenido de PS. Se muestran “inmunoblots”
representativos de cada experimento de union. Los resultados corresponden a la media de unién de cada
proteina G a vesiculas £ E.E.M (n=2-7). *, p < 0,05. “#” indica diferencias significativas respecto a la
union a PC:PS (4:1).
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Interaccion de complejos heterotriméricos GaBy con membranas modelo constituidas
por PC, PEy PS.

Siguiendo la misma linea que en el capitulo 2, se estudio la unién del complejo Gapy a
membranas modelo constituidas por PC, PE y PS, con el fin de comprender mejor el
modo en que tiene lugar la interaccion del trimero con dichos lipidos. Estos estudios
permitieron, ademas, corroborar resultados clave obtenidos de manera independiente
empleando membranas de PE, por un lado, y membranas de PS por otro.

En la figura 3-2-8, se representa la razon de la unién a PC:PE:PS respecto a la union a
PC frente a la razon de la unién a PC:PE respecto a la unién a PC para cada uno de los
distintos trimeros geranilados (midiendo la unién de las subunidades o y B). El grupo
con los valores mas altos de ambas relaciones fue el formado por las proteinas Gaiy y
GB1 del complejo Ga. Pal™ + GBy WT.

S _ B Pai+Ga + WTGBy (Ga)
alt Ga + By (GB

835- O Par+Go+ WTGBy (GB)
S : @ Pal-Ga+ WTGBy(Ga)
5 3.0 O Pal-Ga+ WTGBy (GB)
o = ® | @ Myr-Go+ WTGpy (Ga)
W55 > Myr-Go + WTGBy (GB)
g d Pai+Ga + RKKGBy (Ga)
S 2.0- 1 <l Pal+Ga+ RKK GBy (GB)
= W  Pal-Go + RKKGBy (Ga)
e 129 — V Pal-Go + RKKGBy (Gp)
=§ i ' X Myr-Ga + RKK GBy (Ga)
2 101 Y% Myr-Go + RKKGBy (GB)
i)

0.5
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Binding ratio PC:PE-to-PC

Figura 3-2-8. Distribucion diferencial de los diferentes heterotrimeros GaisB1y, construidos, a partir
de su interaccion con membranas de PC, PC:PE (1:1) y PC:PE:PS (2:2:1). Estas diferentes
agrupaciones de heterotrimeros fueron el resultado de representar, en el eje de abscisas, el cociente que se
obtiene de dividir la proporcion media de union de cada trimero a vesiculas de tipo PC entre la proporcion
media de su unidn a vesiculas de tipo PC:PE (1:1). Para completar el grafico, en el otro eje se represento
la relacién entre la proporcién media de unidn de los trimeros anteriores a vesiculas de PC y la proporcion
media de su union a vesiculas de tipo PC:PE:PS (2:2:1). Junto con los valores promedio de los diferentes
cocientes, se representaron en ambos ejes los errores estandar de la media.
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El estudio muestra la existencia de varios comportamientos. EI comportamiento del
complejo heterotrimérico no palmitoilado en su interaccién con vesiculas de PE por un
lado, y de PS, por otro, fue parecido al de los dimeros con preferencia por membranas
ricas en lipidos pro-no lamelares (figuras 2-2-9 y 2-2-12). Ademas, las proporciones de
union de este heterotrimero a vesiculas de tipo PC:PE fueron de las mas altas obtenidas
(figura 3-2-6). En el caso de la interaccion con vesiculas de PS, el complejo Go Pal™ +
GBy WT fue el de mayor capacidad de interaccion. De acuerdo con estos resultados, las
proporciones mas altas de union a membranas modelo constituidas por PE y PS
deberian de corresponder también a ese heterotrimero, como asi lo demuestran los
resultados de las figuras 3-2-8 y 3-2-9. Estos resultados fueron de gran importancia,
pues corroboraron los obtenidos en los estudios de interaccidn llevados a cabo con
vesiculas de PE, por un lado, y con vesiculas de PS, por otro. Tal y como se muestra en
la figura 3-2-9, hubo una accion cooperativa de los lipidos PE y PS, induciendo una
unién del heterotrimero Ga Pal™ + GBy WT a membranas modelo constituidas por
ambos lipidos mayor que a membranas de PE, por una parte, 0 a membranas de PS, por
otra (figura 3-2-9 A).

El grupo con los valores mas bajos de las relaciones representadas en la figura 3-2-8
fue el constituido por los dos complejos Gafy MYR™ estudiados. La union de las
distintas proteinas a membranas de tipo PC:PE correlaciond con la unién a membranas
de tipo PC:PE:PS. Asi, el valor mas bajo de la razon de union a PC:PE respecto a la
unién a PC correspondio al heterotrimero Go. Myr~ + GBy WT, al igual que el valor méas
bajo de la razén de unién a PC:PE:PS respecto a la unién a PC. A continuacion, en
orden creciente del valor de las relaciones estudiadas se situé el complejo Ga Myr~ +
GBy RKK, de acuerdo con una relacién de tipo lineal (figura 3-2-8). Aunque todos los
valores de esas razones estuvieron proximos a 1, el heterotrimero Go. Myr~ + Gy WT
mostro una afinidad por PC algo mayor que Ga Myr~ + GBy RKK. Ninguno de los
heterotrimeros no miristoilados tuvo tendencia a interaccionar mas con membranas de
PE o de PS que con membranas de PC (figuras 3-2-6 y 3-2-7); y, como cabria esperar,
tampoco lo hicieron con membranas constituidas por PE y PS (figura 3-2-9 C). En todos
los casos se observd gran paralelismo entre las medidas realizadas cuantificando

(inmunoblot) las subunidades o y B de cada uno de los complejos estudiados.
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Figura 3-2-9. Unidn de los complejos Gapy arriba indicados a vesiculas de PC, PC:PE y PC:PE:PS.
A, union de Ga Pal™ + GBy WT a los tipos de vesiculas mencionados. A la izquierda, unién a membranas
correspondiente a la proteina Ga. A la derecha, unién de Gp B, union de Gapy Ga Pal® + Gpy WT, Ga
Pal® + GBy RKK y Ga Pal™ + Gpy RKK a vesiculas de PC, PC:PE y PC:PE:PS. En el gréfico de la
izquierda, interaccién correspondiente a la subunidad o. En el de la derecha, interaccion de la subunidad
B. C, unidén de Ga Myr~+ GBy WT y Ga Myr~ + GBy RKK a membranas de PC, PC:PE y PC:PE:PS. A la
izquierda, unién de Ga. A la derecha, unidn de GB. Se muestran “inmunoblots” representativos de cada
experimento de union. Los resultados corresponden a la media de unién de cada proteina G a vesiculas +
E.E.M (n=2-7). *, p < 0,05.

El tercero de los grupos de la figura 3-2-8 se situd entre los dos anteriores. Los tres
complejos heterotriméricos que formaron parte de este grupo compartieron entre otras
caracteristicas, el hecho de estar miristoilados y geranilgeranilados, y el de mostrar una
marcada tendencia a interaccionar con vesiculas lipidicas constituidas por PC y PE
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(figuras 3-2-5 y 3-2-6). Sin embargo, en la interaccion de los complejos palmitoilados
con vesiculas constituidas por PC, PE y PS hubo un hecho diferenciador, no observado
en el caso del complejo Ga Pal™ + GBy RKK: en casi todas las proteinas analizadas de
los dos complejos palmitoilados, hubo una union mayor a vesiculas de tipo PC:PE:PS
que a vesiculas de PC, aunque sin diferencias estadisticamente significativas (figura 3-
2-9 B). Solo la proteina Gp del complejo Ga Pal®™ + GBy WT tuvo un perfil de union
parecido a los perfiles del complejo Ga Pal™ + GBy RKK, aunque no tan definido, como
lo demuestran las diferencias significativas en la union de Go Pal™ + GBy RKK a
vesiculas de PE, obtenidas al aplicar un test ANOVA (figura 3-2-9 B).

En la figura 3-2-10, se muestra una grafica comparativa general que resume el
comportamiento de las distintas construcciones recombinantes generadas, en presencia
de membranas modelo ricas en PE y PS. Considerando la union de cada una de esas
construcciones a membranas de PC como el 100%, se analiz6 la union relativa de cada
una de ellas a vesiculas de tipo PC:PE, por un lado, y de tipo PC:PE:PS por otro. De
todas las proteinas recombinantes y complejos analizados, el dimero Gy, fue, con gran
diferencia, el que mostré una mayor capacidad de interaccion con membranas de PE
(50%, mol/mol), por un lado, y de PE (40%, mol/mol) méas PS (20%, mol/mol), por otro
(figura 3-2-10).

De entre todos los heterotrimeros estudiados, el complejo Ga Pal™ + GBy WT fue el
mas claro ejemplo de influencia del dimero Gy sobre el comportamiento de la proteina
Gaiy, en su interaccion con membranas modelo. Asi pues, con una tendencia similar a la
del dimero Gp1y,, pero no tan marcada, el complejo Go. Pal™ + GBy WT también mostro
preferencia por membranas modelo ricas en PE; y mas aun, por membranas ricas en PE
y PS (figura 3-2-10).

En el caso de Go. Pal™ + Gy WT, también existié una union preferente a membranas
ricas en PE: pero, como ya se ha mencionado en esta misma seccion, no se produjo el
incremento en la union a vesiculas de tipo PC:PE:PS, caracteristico de los complejos
GBy y Ga Pal™ + GBy WT (figura 3-2-10). Ni el complejo Ga Myr~ + GBy WT, ni
tampoco la proteina Gaiy Myr~ por si s6la, se unieron de manera preferente a vesiculas
lipidicas constituidas por PE o bien, por PE méas PS. Sin embargo, es muy importante el
hecho de que la falta de miristico en la subunidad o no tuvo el efecto dramatico de
reduccion de unién de Gaiif1y2 que se aprecia para el monomero Gais (figuras 1-2-4 a
1-2-6).
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Figura 3-2-10. Unién de distintas proteinas Gai; y complejos de proteinas G a membranas de PC,
PC:PE y PC:PE:PS. En cada caso, se represento la unién media en % a membranas de tipo PC:PE (1:1)
y PC:PE:PS (2:2:1) de cada proteina G respecto a su union a vesiculas de PC, considerada como 100% +
E.E.M (n=2-7). “*” indica la existencia de diferencias significativas en la unién del dimero Gp.y, a las
distintas vesiculas lipidicas ricas en PE respecto a su union a PC (***, p < 0,001; **, p < 0,01). “#”
indica la existencia de diferencias significativas en la union del dimero a PC:PE:PS (2:2:1) respecto a su
union a PC:PE (#, p < 0,05). “+” indica la existencia de diferencias significativas en la unién del trimero
Gaiy Pal™+ GByy, WT a las distintas vesiculas lipidicas ricas en PE respecto a su unién a PC (11, p <
0,01; ¥, p <0,05).

Por su parte, las proteinas Go. Pal™ y Ga Pal, a las que hace referencia el capitulo 1,
se unieron menos a membranas ricas en PE que a membranas formadas sélo por PC. La
union de Ga Pal™ a membranas constituidas por PE y PS continud siendo mas baja que
a PC. En cambio, la proteina Ga. Pal™ interaccion0 con vesiculas de PC de manera muy

similar a como lo hizo con vesiculas de tipo PC:PE:PS (figura 3-2-10).
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Interaccion de complejos Gefy con membranas modelo constituidas por PC, PE, Cho
y SM.

Las membranas constituidas por PC, PE, Cho y SM presentan caracteristicas similares
a las membranas naturales, ya que presentan dominios desordenados (L4) y ordenados
(Lo, similares a los “lipid raft””). Los mayores efectos en la union de Gapy a membranas
modelo, debidos a la existencia de dominios con estructura Lo, ricos en colesterol y
esfingomielina, fueron observados en los heterotrimeros no miristoilados Go Myr~ +
GBy WT y Ga Myr~ + GBy RKK (figura 3-2-11). El complejo Ga Myr~ + Gy WT
mostré una preferencia por dominios con estructura de tipo L4 (figura 3-2-11), con una
mayor union a vesiculas de PC que a aquéllas constituidas por PC, PE, Cho y SM, si
bien, en este caso, no hubo diferencias estadisticamente significativas (figura 3-2-12).
Por su parte, el comportamiento del heterotrimero Ga Myr~ + GBy RKK, fue opuesto al
de Ga. Myr~ + GBy WT, mostrando una union significativamente mayor a membranas
de tipo PC:PE:Cho:SM, como lo demuestran las figuras 3-2-11 y 3-2-12.

La influencia tan notable de los tres aminoéacidos basicos situados en la region C-
terminal de Gy,, observada en las interacciones de complejos Gay Myr~ con dominios
de alto ordenamiento lipidico (L), no se dio en el caso de los complejos Gapy Myr*
(figuras 3-2-11 y 3-2-12). Solo el complejo Ga Pal™ + GBy RKK parecié conservar
todavia algo de esa propiedad caracteristica de Ga Myr~ + GBy RKK. En este sentido, la
proteina G, integrante de ese complejo, se unid significativamente mas a membranas
de tipo PC:PE:Cho:SM que a membranas de PC (figura 3-2-12). De hecho, el perfil de
unién de los distintos complejos GaBy con las tres mutaciones en Gy, revel6 una
pérdida de su capacidad para interaccionar con dominios de estructura Lo, en funcion
del grado de acilacion de Ga. Este comportamiento aparecio doblemente representado
en la figura 3-2-11. Asi, la relacion de la unién a PC respecto a la union a
PC:PE:Cho:SM correspondiente al complejo Go. Pal™ + Gpy RKK fue muy similar a la
del complejo Ga Pal™ + GBy WT, situadas ambas dentro del area de valores que indican

una unién mayor a vesiculas de PC (figura 3-2-11).
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Figura 3-2-11. Preferencia por dominios lipidicos de tipo “raft”, con estructura L,, de los distintos
complejos Gapy arriba indicados. Se muestra el cociente resultante de dividir la proporcion de union de
cada heterotrimero GaisB;y; a vesiculas de PC entre la proporcidon de su union a vesiculas de tipo
PC:PE:Cho:SM, formadas por dominios lipidicos con estructura L,. Valores de ese cociente menores que
1 indican preferencia en la union a vesiculas de tipo PC:PE:Cho:SM, con dominios de tipo “raft”. A,
determinacion de la preferencia por dominios de tipo “raft” de los distintos trimeros GaisB;y, estudiados,
a partir de las propiedades de unién de la subunidad Ga de esos complejos a vesiculas de PC, por un lado,
y a vesiculas de PC:PE:Cho:SM, por otro. B, idem, teniendo en cuenta las propiedades de unidn de la
subunidad Gp de todos esos complejos Gopy.
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En resumen, los tres aminoacidos basicos C-terminales de Gy, influyeron de manera
determinante en la union de los complejos Goapy Myr~ a membranas con dominios L.

En el caso de Ga Myr~ + GBy WT, la presencia de esos aminoacidos dificultd la
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interaccion, mientras que su ausencia en el complejo Ga. Myr~ + GBy RKK, la favorecio.
Y entre ellos dos, se situaron todos los complejos miristoilados, en cuyas interacciones
no jugaron un papel tan relevante los tres aminoacidos C-terminales de Gy, (figura 3-2-
11).

Mientras que las formas miristoiladas de los heterotrimeros con las tres mutaciones en
el extremo C-terminal de Gy, mostraron una mayor capacidad para interaccionar con
vesiculas de PC que la forma no miristoilada, en el caso de los heterotrimeros formados
por la proteina Gy, WT, la tendencia se invirtio, de manera que la forma no miristoilada
mostrd una unidn relativa a vesiculas de PC mayor que las formas miristoiladas.

De nuevo, aqui se observa que la falta de miristico no tiene un efecto tan marcado sobre
la union del heterotrimero Gaiif1y, (a diferencia de lo que ocurre con el monémero

Gaiy), lo que da una idea de la importancia del dimero Gy, en estas interacciones.

3.2.3. Interacciones de proteinas Gaif1y, con membranas

bioldgicas.

Se estudié la interaccion de diferentes proteinas Gaiy, GB1 Yy Gy, coexpresadas en
células Sf9, con membranas de dichas células. Las regiones N-terminal de Gai; y C-
terminal de Gy, se modificaron en puntos considerados clave por su implicacion en la
interaccidn directa con membranas lipidicas. De esta manera, se tratd de determinar el
efecto de tales modificaciones en la union de las diferentes construcciones

heterotriméricas a membranas de células Sf9.

Union de complejos GaBy, con mutaciones en la region N-terminal de Gaiy, a

membranas de células Sf9.

En el capitulo 1 de esta tesis se aportaron importantes datos acerca de la interaccion de
diferentes formas de la proteina Gai; con membranas de celulas Sf9 (figura 1-2-7 y
tabla 1-2-2). Los cambios en Gai; afectaron a su estado de acilacion y, esto a su vez,
influyo en su interaccion con las membranas biologicas. Es importante tener en cuenta
estos resultados relativos a los mondémeros Gai;, para poder entender mejor los
resultados de interaccion con membranas de esas mismas proteinas Gais, pero esta vez

en presencia de GB1 y Gya.
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Figura 3-2-13. Efecto del dimero Gy en la unién de Gai; a membranas bioldgicas. A, proporciones
de unidn de proteinas Gai; a membranas de células Sf9, expresadas en funcion de la cantidad de proteina
Gy, WT presente en las distintas fracciones de membranas totales (ug de proteina / ml de muestra). B,
idem, en funcién de la cantidad de proteina GB, WT presente en las fracciones de membranas totales (ug
de proteina / ml de muestra). C, representacion en % del incremento en unién a membranas totales
experimentado por cada proteina Gai; estudiada, como consecuencia de la coexpresion de las proteinas
GB1 y Gy, en células Sf9. Se representan los valores resultantes de aplicar la siguiente ecuacién: [(union
promedio de Gapy : unién promedio de Ga) x 100] -100.

Asi, el comportamiento de unién a membranas de las proteinas Gaiy en presencia de

GB y Gy fue muy parecido al que se observo en ausencia de ellas, con la diferencia de
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que todas ellas fueron capaces de unirse en mayor proporcion a membranas totales
(figura 3-2-13). El incremento en union, sin embargo, no fue el mismo en las diferentes
proteinas Gaiy. Asi, la que experimento un mayor incremento en la proporcion de union
fue la proteina Gai; Myr~, con un 37% de incremento medio, seguida de la proteina
Gaiy Pal”, con un 23%, y, finalmente, la proteina Gai; WT, con un 18% (figura 3-2-13
C). Asi pues, el dimero GBy ejercioé su mayor influencia sobre la proteina Gai; Myr~. En
este sentido, hubo una correspondencia con los resultados de union de Gai; Myr~ a
membranas modelo, proteina que experimentd un considerable incremento en su
capacidad para interaccionar con dichas membranas como consecuencia de su unién al
dimero GBy (figuras 1-2-4, 1-2-5, 3-2-6 y 3-2-7).

La tabla 3-2-2 muestra los resultados de la interaccion de las distintas proteinas Gaiy,
GB1 Y Gy,, coexpresadas en células Sf9, con membranas totales de dichas células. En
dicha tabla se indicé la cantidad de cada tipo de proteina sobreexpresada que se repartio
entre la fraccién de membranas totales y la fraccion citosolica.

Como ocurriera con las proteinas Gai; Pal™ y Gai; WT, sobreexpresadas solas en
células Sf9, las proporciones de unién a membranas totales de células Sf9 de estas
mismas proteinas, en presencia de GB y Gy, fueron muy parecidas (figuras 3-2-13 y 3-2-
14). Ademaés, al igual que sucediera con la proteina Gai; Myr~ sobreexpresada sola, la
union de Gai; Myr- a membranas, en presencia de GB y Gy, fue significativamente
menor que la union de las proteinas Gai; miristoiladas (figura 3-2-14). No obstante,
como ya se explico anteriormente, la presencia del dimero GBy contribuy6 a la mayor
interaccion de Gai; Myr~ con membranas bioldgicas, reduciéndose asi las diferencias de
union entre las proteinas Gai; miristoiladas y la no miristoilada. Este ultimo resultado
puso de manifiesto, una vez mas, el papel critico del &cido miristico en las interacciones
de las proteinas G con membranas lipidicas.

A partir de los resultados representados en las figuras 3-2-13 y 3-2-14, se puede
concluir que el cambio de un s6lo amino&cido, la sustitucion de la glicina N-terminal de
la proteina Gaiy por la alanina, puede llegar a tener efectos relevantes en la transduccion
de la sefial celular.

Por su parte, la proteina Gp; se localizd casi por completo en la fraccion de
membranas totales, al igual que ocurriera con la proteina GB; sobreexpresada séla en
células Sf9 (figura 2-2-16). Esto tiene su explicacion si tenemos en cuenta que la mayor
parte de la proteina Gp;, sobreexpresada junto con Ga y Gy, no pudo interaccionar con

estas otras proteinas, puesto que sus niveles de expresion fueron muy superiores a los de
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Gaiy y Gy, (ver tabla 3-2-2). Esto pudo provocar un mal plegamiento de la proteina G
y su posterior asociacién a membranas.
Tabla 3-2-2. Union de proteinas Gai; WT, Gai; Pal™y Gai; Myr~, en presencia de GB; y Gy,, a

membranas de células Sf9. Los resultados representan la cantidad total de cada proteina G recombinante
sobreexpresada (ug / ml muestra) £ E.E.M. (n=3) en las fracciones de membrana y citosol.

Lowlizaciénenoélula§8f9

Subunicad Memhranes Citosol
2 Gaiy, WT 116+018 059:+0,11
b= G WI 2058+32%5 011+006
§ Gy, WI 097+015 04 +017
g Gariy PAL- 185+024 097+0,18
% G WI 25,72+316 007004
¥ Gy, WT 129+017 0864015
% Gad; MYR™ 165+0,19 181+026
% G WI 245+49 012+008
¥ Gy, WT 112+019 090+0,18

La proteina Gy, WT que se sobreexpresd conjuntamente con Gai; WT, por un lado, y
con Gai; Myr-, por otro, se unié en ambos casos de un modo muy similar a membranas.
En cambio, la union de Gy, WT, sobreexpresada junto con Gai; Pal, fue
significativamente mayor que la union descrita anteriormente, correspondiente a las

otras proteinas Gy, WT (figura 3-2-14).
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Gapy heterotrimers
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Figura 3-2-14. Efecto del grado de acilacion de Gai; en la union de proteinas Gai 1y, 2 membranas
bioldgicas. Panel superior, proporciones de union de la proteina Gy, WT a membranas de células Sf9.
Panel medio, proporciones de unién de la proteina GB; WT a membranas de células Sf9. Panel inferior,
proporciones de union de las proteinas Gai; WT, Gai; Pal™ y Gai; Myr~a membranas de células Sf9. Se
representaron ademas los E.E.M. (n=3). Se muestran “inmunoblots” representativos de cada experimento
de unién. **, p < 0,01; *, p < 0,05. “#” indica la existencia de diferencias significativas en la unién de
Gai; Myr~a membranas totales, respecto a la union de la proteina Gaiy Pal™~.
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Union de complejos GaBy, con mutaciones en la region C-terminal de Gy, a
membranas de células Sf9.

Si en la anterior seccién se estudié la unién a membranas de diferentes proteinas Gais,
sobreexpresadas junto con las proteinas GpB; WT y Gy, WT; en esta seccion, se
estudiaron las propiedades de interaccion de diferentes proteinas Gy,, con mutaciones en
su region C-terminal, las cuales fueron sobreexpresadas junto con las proteinas Gai; WT
y GB1 WT. De todas las proteinas Gy, estudiadas, la union de la proteina Gy, ger- K64 a
membranas de células Sf9 fue significativamente menor que la union de las restantes
proteinas Gy, (figura 3-2-15). Las mutaciones en los amino&cidos lisina-64 y cisteina-68
del extremo C-terminal de la proteina Gy, tuvieron importantes efectos en la union a
membranas de las proteinas GB; y Gaiy coexpresadas con Gy, ger- K64. Como
consecuencia de esa coexpresion proteica, se incrementd de manera significativa la
proporcién de las proteinas GB; y Gaiy en las fracciones citosdlicas (figura 3-2-15). En
el caso concreto de la proteina Gai; coexpresada con Gy, ger™ K64, la union de dicha
proteina fue significativamente menor que la de Gai; coexpresada con Gy, WT v,
curiosamente, que la union de Gaiy coexpresada con Gy, ger- K65, pero no hubo
diferencias significativas con respecto a la unién a membranas de Gai; coexpresada con
Gy, K64 (figura 3-2-15).

La s6la mutacion de lisina-64 a glicina (K64G) en la region C-terminal de Gy, apenas
modificd los perfiles de unién de los distintas subunidades formadoras del complejo
trimérico mutado, con respecto a los perfiles de las subunidades Gai;, GB1 Yy Gy2
formadoras del complejo no mutado. En este estudio, los mayores valores de interaccién
con membranas de células Sf9 correspondieron a estas dos construcciones
heterotriméricas. En un lugar intermedio entre estos complejos y el complejo con la
mayor pérdida en capacidad de interaccion, constituido por la proteina Gy, ger” K64, se
situd el complejo heterotrimérico constituido por la proteina Gy, ger~ K65.
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Goapy heterotrimers
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Figura 3-2-15. Efecto de mutaciones en la region C-terminal de Gy, en la unién de proteinas
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proteina GB; WT a membranas de células Sf9. Panel inferior, proporciones de unién de la proteina Gai,
WT a membranas de células Sf9. *** p < 0,001; **, p < 0,01; *, p < 0,05. “#” indica la existencia de
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Al igual que el &cido miristico unido a la proteina Gaiy, €l resto geranilgeraniol unido
a la proteina Gy, condiciono fuertemente la interaccion con membranas de las proteinas
Gy, sobreexpresadas solas y de los dimeros Gy (figuras 2-2-7, 2-2-16 y 2-2-17), asi
como también la de los complejos heterotrimericos. Su ausencia supuso la pérdida de la
capacidad de los distintos integrantes del complejo heterotrimérico para interactuar con
membranas bioldgicas, aunque en distinto grado segin que el aminoéacido bésico
alterado en la region mas proxima de Gy, fuera lisina-64 o lisina-65 (figura 3-2-15).
Estos resultados pusieron de manifiesto, una vez mas, la importancia clave de las
regiones adyacentes a los puntos donde se situan los grupos lipidicos anclados a las
proteinas G, en las interacciones de proteinas G con membranas lipidicas.
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Capitulo 4

DISCUSION GENERAL

4.1. Interacciones entre la proteina Gai; y las membranas lipidicas.

El presente estudio investiga las bases moleculares de la interaccion de proteinas Gi
heterotriméricas y sus formas (monémero y dimero) con membranas. Para ello, se han
realizado mutaciones puntuales Unicas y combinadas y se ha comparado su union a
membranas bioldgicas y membranas modelo que simulan diferentes dominios de
membrana. Durante las proximas paginas discutiremos los resultados mostrados en
capitulos anteriores, comenzando por la forma mas sencilla de proteina Gi, el
mondmero alfa, y siguiendo con niveles crecientes de complicacion.

El &cido miristico estd unido, por medio de un enlace amida, a la glicina amino-
terminal de proteinas Ga de la familia Gi, asi como de las proteinas transducina y
gusducina (Escribd et al, 2007). Esta modificacion lipidica es critica por muchos
motivos: por un lado, es necesaria para que puedan interaccionar con las membranas
bioldgicas todas aquellas proteinas Ga susceptibles de miristoilarse (Jones et al, 1990).
Ademas, su ausencia provoca su desestabilizacion estructural (Medkova et al, 2002) y
funcional (Taussig et al, 1993; Wilson and Bourne, 1995). También juega un papel muy
importante favoreciendo la incorporacion de acido palmitico en la cisteina contigua, con
todo lo que ello conlleva (Duncan and Gilman, 1996; Jones et al, 1997).

Nuestros resultados en estudios de union a membranas biolégicas y a membranas
modelo corroboran la hipdtesis expuesta acerca del papel critico del &cido miristico en
la interaccion de determinadas proteinas Go con membranas lipidicas, en la linea de los
estudios pioneros acerca de la termodinamica de la interaccidn de péptidos miristoilados
con membranas modelo (Peitzsch and McLaughlin, 1993). De hecho, su ausencia en la
proteina Gai; reduce de forma dramatica la unién de esta proteina a diferentes tipos de
membranas y elimina las preferencias de esta proteina por diferentes estructuras
lipidicas.

Algunos estudios indican que la incorporacion a una proteina miristoilada de un

segundo grupo lipidico, como el &cido palmitico, no sélo aporta mayor estabilidad
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termodindmica a la proteina en su interaccion con membranas (Bhatnagar and Gordon,
1997; Fishburn et al, 1999), sino que también parece que condiciona el destino de la
proteina palmitoilada en su trayecto por las membranas biologicas (Morales et al, 1998;
Resh, 1999; Moffet et al, 2000). La palmitoilacion de proteinas es un fendémeno
reversible (Degtyarev et al, 1994), cuya trascendencia funcional empieza ahora a
vislumbrarse (Bijlmakers and Marsh, 2003; Aicart-Ramos et al-2011). En este trabajo se
presentan resultados que arrojan mas luz acerca del papel clave del acido palmitico en el
contexto de las interacciones lipido-proteina.

La proteina Gai muestra una mayor predisposicion a interaccionar con lipidos con alta
propension lamelar, como PC, y tiene una afinidad significativamente menor por
dominios ricos en PE y PS. EI comportamiento del monémero alfa indica que el acido
palmitico influye decisivamente en la localizacion de la proteina en dominios pobres en
PE y PS. Curiosamente, estos dos tipos de fosfolipidos son los més abundantes en la
monocapa interna de la membrana plasmatica (Rothman and Lenard, 1977), lugar por el
que se mueve la proteina Go. heterotrimérica durante el proceso de transduccion de
sefial. Estos resultados confirman y extienden los modelos descritos en trabajos
anteriores, que tratan de explicar el comportamiento de la proteina G transductora de
sefial en el momento de su interaccion con los lipidos de la membrana (Escriba et al,
1995; Escriba et al, 1997; Vogler et al, 2004; Barcel6 et al, 2007). Este nuevo enfoque
se hace cada vez mas necesario a la luz de los recientes descubrimientos que ponen de
manifiesto la heterogeneidad lateral de las membranas biolégicas, en las que aparecen
dominios con composicion lipidica y proteica que difiere de zonas adyacentes (Simons
and Ikonen, 1997; Vereb et al, 2002; Escriba, 2006; Klemm et al, 2008; Lingwood and
Simons, 2009; Lingwood and Simons, 2010). Los lipidos de la membrana dejan de ser
considerados simples elementos de soporte y de separacién en estos modelos mas
completos, alejados de los modelos centrados exclusivamente en las proteinas (Escriba,
2006).

La palmitoilacion de la proteina Gai parece estar asociada a un estado inactivo de la
misma (Degtyarev et al, 1994; Duncan and Gilman, 1996). Por otro lado, hemos
observado que la miristoilacion es critica para la union de Gaiy a las bicapas lipidicas,
mientras que la palmitoilacion aumenta la afinidad por dominios lamelares y reduce la
afinidad por dominios cargados negativamente. De acuerdo con todo lo anterior,
proponemos un modelo que relaciona el estado funcional de la proteina Gai con el

importante papel regulador del acido palmitico y de los lipidos de membrana en la
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organizacion de la transduccion de sefiales. A la luz de este modelo, una proteina Gaiy
palmitoilada se dirigiria hacia dominios de la membrana plasmatica con un mayor
ordenamiento lipidico y una menor abundancia en PE y PS, alejados de la proteina
efectora correspondiente (figura 4-1). Esta vision de la organizacion funcional de
proteinas G en la membrana encaja con el patrén de distribucion punteado de la proteina
Gai observado en células MA104, obtenidas a partir de rifion del mono Rhesus (Huang
et al, 1999). De hecho, numerosos trabajos ponen de manifiesto la colocalizacion y el
cofraccionamiento de proteinas Ga. en una conformacion inactiva con la caveolina-1, el
principal componente proteico de las membranas caveolares (Li et al, 1995; Huang et al,
1999; Galbiati et al, 1999; Dunphy et al, 2001). Se ha observado, incluso, la interaccion

directa de proteinas Ga con la region amino-terminal de la caveolina (Li et al, 1995).

Phosphatidylcholine Cholesterol

Phosphatidylethanolamine Myristic acid

ﬂ Phosphatidylserine
Palmitic acid

Sphingomyelin

Figura 4-1. Modelo de interaccién entre la proteina Gai; y los lipidos de membrana. El &cido
palmitico constituye un elemento regulador clave de la localizacion de la proteina transductora Gaiy en
los diferentes dominios de tipo “raft” de la membrana plasmatica. Asi, dominios lipidicos de tipo “raft”
con mayor proporcion de PS serian el destino principal de una proteina Gai, miristoilada, mientras que la
palmitoilacion proteica la alejaria de aquéllos, y la conduciria hacia dominios de tipo “raft” con una
menor proporcion de PS.
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La palmitoilacion de la proteina Gai; podria constituir un punto critico en la
regulacion de su actividad. Puesto que el grado de acilacion de Gai; determina la
localizacion de la proteina en unos u otros dominios de membrana, los fenémenos de
palmitoilacién y depalmitoilacion estarian de este modo condicionando la interaccion de
Gaiy con diferentes proteinas reguladoras de su actividad (Li et al, 1995; Wedegaertner
et al, 1995; Wilson and Bourne, 1995; Tu et al, 1997).

La asociacion persistente de proteinas Ga con la membrana plasmatica, incluso tras la
activacion de la proteina, ya sin el acido palmitico unido, refleja la existencia de otras
partes de la proteina importantes en la interaccion con membranas (Huang et al, 1999).
Asi, la proteina Gai; porta en su extremo amino una molécula de &cido miristico. Este
resto lipidico, por si s6lo, no confiere a la proteina la suficiente hidrofobicidad como
para permitir su asociacién estable con la membrana plasmatica (Peitzsch and
McLaughlin, 1993; Bhatnagar and Gordon, 1997). Se ha demostrado que otras proteinas
de membrana miristoiladas, como pp60°*° (Src) y MARCKS, tienen un motivo de unién
a membrana consistente en la combinacion de un grupo miristoilo y un dominio de
residuos basicos (Sigal et al, 1994; Seykora et al, 1996). En el caso concreto de Src, las
energias de unién a membrana de las componentes hidrofobica y electrostética de su
extremo amino, consideradas individualmente, no permiten el anclaje firme de la
proteina a la membrana. Pero la combinacién de ambas componentes en un motivo de
unién a membranas en el extremo amino de la proteina, si que permite su asociacion
estable a membranas (Buser et al, 1994). De la misma manera, en las proteinas Ga
existe un “parche” o motivo de residuos basicos en la hélice alpha amino-terminal,
préxima al punto donde se produce la acilacion (figura 1-2-8; Kosloff et al, 2002).

Se ha comprobado que la hélice alpha amino-terminal de la proteina transductora Ga
juega un papel importante en la interaccion de dicha proteina con membranas lipidicas
(Busconi et al, 1997; Busconi and Denker, 1997). Y mas concretamente, los
aminoacidos bésicos localizados en esa estructura (Pedone & Hepler, 2007).

La presencia de un parche de aminoacidos basicos altamente conservados en la hélice
alpha amino-terminal de la proteina Gai; (figura 1-2-8), hace pensar que también la
componente electrostatica juega un papel clave en la interaccion de esta proteina con las
membranas biologicas. Estudios de union a membranas modelo de una proteina Go
miristoilada sin la hélice alpha amino-terminal, ponen de manifiesto la incapacidad del
acido miristico para inducir, por si solo, el anclaje de la proteina de sefializacion a estas

vesiculas (Busconi and Denker, 1997). Esos resultados y los que nosotros presentamos
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aqui, plantean la necesidad de revisar algunos modelos explicativos acerca de la
interaccion de proteinas G con membranas bioldgicas. La posibilidad de un tercer
mecanismo de “targeting” asociado a una proteina Ga miristoilada, ha sido contemplada
por algunos autores y permitiria explicar la permanencia en la membrana plasmatica de
proteinas Ga. N-miristoiladas y activadas, en ausencia de &cido palmitico unido y del
dimero GBy mas hidrofébico (Fishburn et al, 1999; Huang et al, 1999). Asi, la
depalmitoiloacion de la proteina Gaij, tras la activacion previa del receptor, podria
conducir a una reorganizacion estructural de dicha proteina, de manera que se
produciria un cambio en la disposicion relativa de aminoacidos con carga, situados
cerca del lugar de acilacion, como consecuencia de la rotacién de la hélice o N-
terminal. La proteina Gai; miristoilada, en una conformacion activa, se moveria por la
membrana hacia dominios donde hubiera un mayor enriquecimiento en PS (figura 4-1).
Se ha visto que los lipid rafts contienen cantidades inusuales de PS y de plasmal6genos
de etanolamina (Pike et al, 2002). Este tipo de dominios lamelares podria ser el destino
preferido de una proteina Gai; miristoilada activada, sin palmitico, en busca de su
proteina efectora (Vogler et al, 2004; Escriba, 2006). La palmitoilacion de la proteina
implicaria una nueva rotacion de la hélice o N-terminal, que provocaria que
aminoacidos anidnicos quedaran orientados hacia la superficie de la membrana,
condicionando de esta manera la preferencia de la proteina Gai;, palmitoilada y
miristoilada, por zonas de la membrana sin carga y con un alto ordenamiento lipidico
(figura 4-1).

Por su parte, el dimero Gy, del que se habria disociado previamente la proteina
Ga como consecuencia de la activacion del receptor y del complejo heterotrimérico, se
moveria preferencialmente hacia dominios tendentes a adoptar una estructura de tipo no
lamelar (figura 4-2; VVogler et al, 2004).

En sintesis, parece claro que las modificaciones lipidicas que sufren las proteinas
monoméricas Ga son decisivas para su asociacion a membranas bioldgicas, determinan
el destino de tales proteinas por el interior de la célula y su movilidad por la superficie
de las membranas celulares.

Nuestros estudios acerca de la interaccion de proteinas Gai; con membranas de células
Sf9 indican que el acido miristico es critico en la interaccion proteina-membrana, de
acuerdo con otros trabajos anteriores (Jones et al, 1990). En este sentido, el &cido
palmitico no es tan crucial, si bien parece claro que su presencia confiere a la proteina
una asociacion a membranas mas estable (Peitzsch and McLaughlin, 1993; Morales et
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al, 1998; Fishburn et al, 1999; Fishburn et al, 2000). Estos resultados refuerzan la idea
de que el &cido miristico determina la union de Gai; a membranas, y el acido palmitico
regula el movimiento de la proteina entre dominios de membrana.

Hoy en dia parece incuestionable que los ciclos de palmitoilacion y depalmitoilacion
de proteinas Ga constituyan un elemento regulador clave en el proceso de transduccion
de sefial. La palmitoilacién de proteinas es un fendmeno reversible, catalizado
enzimaticamente por protein palmitoil-transferasas, del que se desconocen ain muchos
detalles. Se ha visto que estos enzimas responsables de la palmitoilacion de proteinas
son proteinas integrales de membrana (Bijlmakers and Marsh, 2003). Una actividad
palmitoil-transferasa capaz de palmitoilar proteinas Ga ha sido detectada en fracciones
de la membrana plasmatica de baja densidad, enriquecidas también en caveolina,
esfingomielina y colesterol (Dunphy et al, 2001). Estos resultados parecen indicar que
el enzima responsable de la palmitoilacion de proteinas Ga se halla localizado
predominantemente en dominios de tipo “raft”. Un mejor conocimiento de la biologia
de un proceso tan dindmico como es la palmitoilacion de proteinas, sin duda nos
permitira desvelar al mismo tiempo claves fundamentales del complejo proceso de

transduccion de sefial.

4.2. Caracterizacion de las interacciones del dimero GByy, con

membranas lipidicas.

El heterodimero Gpiy. es un complejo constituido por dos subunidades que
interaccionan fuertemente entre si y cuya disociacion sélo es posible bajo condiciones
desnaturalizantes (Wall et al, 1995; Neer et al, 1996). La elucidacion de la estructura del
heterotrimero Gaiif1y, mediante la técnica de difraccion de rayos X, no permitio definir
con exactitud la estructura del complejo en la region en la que interacciona con los
lipidos de la membrana (Wall et al, 1995), region correspondiente a los dominios
lipidicos de las proteinas Gaiy Y Gy,. La estructura del geranilgeraniol de la subunidad
Gy, es muy diferente a la de los dos acidos grasos saturados de la subunidad Gai;
(figura 4-2) y la presencia de unos y otros lipidos condiciona enormemente el
microdominio de membrana donde se ubicaran finalmente y, por ello, las proteinas de
sefializacion con las que estas “promiscuas” proteinas van a interaccionar (Escribé et al,
1997; Vaogler et al, 2004).
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Importantes trabajos han descrito el destacado papel modulador que tiene el lipido
isoprenoide sobre la estructura lipidica en membranas modelo (Funari et al, 2005;
Barceld et al, 2007). Su presencia en la proteina Gy es crucial para que se pueda
producir el anclaje del dimero GBiy, a membranas lipidicas, tal y como se ha
comprobado en esta tesis (figura 2-2-6), y como ya habian demostrado previamente
otros autores (Muntz et al, 1992). Asi, el extremo carboxi-terminal de la proteina Gy,
que lleva unido el resto de geranilgeraniol, constituye un punto critico en el analisis de
la interaccién Gpy-membranas lipidicas. La escasa hidrofobicidad de este complejo vy,
por extension, de las distintas proteinas G heterotriméricas, revela el papel destacado de
los extremos N-terminal de Go y C-terminal de Gy en la interaccién con membranas, al
ser en esos puntos donde se concentra principalmente la componente hidrofébica.

La forma ramificada del lipido isoprenoide pone de manifiesto otra caracteristica
esencial, como es la capacidad que este lipido le confiere al complejo heterodimérico
para interaccionar preferencialmente con lipidos pro-no lamelares, tales como PE, tal y
como se ha demostrado en este trabajo. Las regiones de membrana enriquecidas en este
tipo de lipidos presentan una presion lateral superficial baja que permite el alojamiento
de estructuras relativamente voluminosas, como el geranilgeraniol (figura 4-2). En
regiones con elevada presion lateral (es decir, con empaquetamiento denso en la
superficie de la bicapa lipidica), como por ejemplo los “lipid raft”, es dificil alojar los
lipidos isoprenoides, mientras que los &cidos grasos saturados (por ejemplo, acidos
miristico y palmitico) pueden integrarse méas facilmente (Escriba et al, 1997; Vogler et
al, 2004). A este papel director del lipido isoprenoide en la interaccion GBy-membranas
lipidicas, hay que afadir el rol crucial del dimero GBy determinando el destino del
heterotrimero Gopy hacia dominios de membrana de tipo no lamelar (Escriba et al,
1997; Vaogler et al, 2004).

En este trabajo se demuestra también el papel cooperativo de ciertos aminoacidos
situados en la cercania del lipido isoprenoide, modulando en conjunto la interaccion del
dimero GB1y2 con membranas biologicas (Murray et al, 2001; Hessel et al, 2003). A
partir de un disefio experimental basado en los analisis de secuencia y estructura del
dominio C-terminal de Gy, donde se localiza el resto geranilgeraniol (figuras 2-1-2 y 2-
2-1), se identificaron los aminoacidos béasicos que promueven la interaccion del
heterodimero Gpiy. con los lipidos anidnicos de las membranas lipidicas. Estos
aminoéacidos del extremo C-terminal de la proteina Gy, fueron: Arg-62, Lys-64 y Lys-65.

La mutacion de estos tres aminoacidos a glicina provoco que la union del dimero GBiy,
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a membranas de tipo PC:PS (4:1) no fuera significativamente mayor que a membranas
de PC (figuras 2-2-6 y 2-2-12). Estos resultados demuestran que los tres aminoacidos
con carga neta positiva intervienen en la interaccion con fosfolipidos con carga neta
negativa de la membrana. Nuestros resultados demuestran, ademas, que estos
aminoacidos juegan un papel estructural clave en las interacciones Gpy-membrana
lipidica (figura 4-3).

Los tres aminoacidos bésicos actian conjuntamente con el lipido isoprenoide,
confiriéndole al heterodimero una notable propensién para interaccionar con dominios
ricos en PE (figura 2-2-8) y, en mayor grado incluso, con dominios ricos en PE y PS
(figura 2-2-14). PE y PS son dos fosfolipidos especialmente abundantes en la cara
interna de la membrana plasmatica (Rothman & Lenard, 1977). Una prueba de esa
cooperatividad entre el lipido isoprenoide y los aminoacidos con carga positiva cercanos
al geranilgeraniol, nos la aportan los datos de interaccion de dimeros Gp;y,, mutados en
esos aminoécidos, con membranas modelo. Hemos visto que los aminoacidos Arg-62, y
especialmente Lys-65, condicionaron fuertemente la tendencia del heterodimero a unirse
a dominios ricos en PE (figuras 2-2-8 y 4-3). Su sustitucion por glicina provocé la
pérdida de la capacidad del complejo GBiy, para unirse a dominios con lipidos con
propension no lamelar, preferentemente ricos en PE y PS (figuras 2-2-9, 2-2-10, 2-2-14
y 4-3). Por su parte, la sustitucion de Lys-64 por glicina no alter6 de una manera
dréstica el perfil de interaccion de GBiy> con membranas modelo, tomando como
referencia la union del dimero “wild type” (figura 2-2-6 y 4-3).

Este singular comportamiento de los complejos GpBiy, con mutaciones en esos
aminoéacidos basicos de la region C-terminal, especialmente en los casos de mutaciones
sencillas, revela una organizacion estructural peculiar de esos aminoacidos basicos en el
momento en que se produce la interaccion del heterodimero con membranas lipidicas.
Los estudios de difraccion de rayos X (Wall et al, 1995) no aclaran del todo esta
cuestion, aportando estructuras en base a modelos de organizacion incompletos, en los
que falta alguna parte de la proteina, e incluso los lipidos de la membrana.

El programa de prediccién estructural PSIPRED, aplicado en este estudio (figura 4-4

A), viene a confirmar lo que ya se sabia a partir de la técnica de difraccion de rayos X.
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Figura 4-2. Modelo de interaccion con membranas lipidicas de un complejo Gaiipy, situado en la
proximidad de un receptor heptahelicoidal, y del dimero Gp,y,, libre tras la activacion del trimero.
El heterodimero Gp1y, adoptaria una conformacion diferente en su region C-terminal en contacto con la
membrana lipidica, tras su disociacién de la proteina Gai;. Este reordenamiento posibilitaria su migracion
hacia regiones de la membrana con alta propensidad a adoptar una organizacion estructural de tipo no
lamelar, en la que se localizarian también lipidos aniénicos como PS.

El resultado de la simulacion muestra una regién C-terminal de la proteina Gy, con una
estructura desorganizada, sin un patron regular de organizacion espacial (“random
coil”). Nuestros resultados permiten, por el contrario, hipotetizar sobre un estado
conformacional transitorio distinto en el extremo C-terminal de Gy,, condicionado por
la presencia de lipidos de membrana en su vecindad. Asi, los aminoacidos Arg-62 y
Lys-65 quedarian situados muy préximos a la superficie polar de la membrana lipidica,
cerca del resto geranilgeraniol. Lys-64 quedaria, en cambio, mas alejada de la superficie
de la membrana, de acuerdo con una disposicion que podria corresponder a una vuelta
de una pequefia hélice o (figura 4-2). La proyeccion de esa hélice o en un plano
bidimensional refleja una disposicion relativa de los tres aminoacidos basicos dentro de

la helice que estaria de acuerdo con el modelo aqui planteado (figura 4-4 B). Mas
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aminoacidos de esa region C-terminal podrian estar formando parte de la hélice a
propuesta, dada la presencia de aminoacidos hidrofébicos proximos que podrian quedar
orientados hacia la membrana, y de aminoacidos polares que quedarian orientados hacia
el lado citosélico (figura 4-2).

El papel tan destacado que juegan los aminoacidos Arg-62 y Lys-65, posibilitando que
el complejo GBy se dirija hacia regiones con fosfolipidos con propension no lamelar, se
ve aln mas reforzado por el comportamiento opuesto del dimero Gy, R62K65 en
presencia de membranas modelo. Este dimero pierde su capacidad para interaccionar
preferencialmente con dominios de PE, siendo capaz de interaccionar con estructuras
con alta propension lamelar en mucho mayor grado que el dimero GB1y, WT (figura 4-
3).
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Figura 4-3. Los aminoacidos basicos de la regién C-terminal de Gy, son determinantes clave de la
interaccion con microdominios lipidicos de diferente organizacion estructural. Los aminoacidos Arg-
62 y Lys-65 de Gy, condicionaron fuertemente el perfil de interaccion de todo el dimero Gpyy, con
membranas lipidicas. La mutacion en alguno de ellos implicd una pérdida de la unién preferencial a
vesiculas ricas en PE. Mas adn, provoc6 un aumento notable de la afinidad del dimero por dominios de
elevado ordenamiento y baja propensidad a formar estructuras de tipo no lamelar. EI mayor incremento
en la afinidad por microdominios con estructura L, se dio en el dimero con los aminoacidos Arg-62 y Lys-
65 mutados a glicina.

Este tipo de motivos constituidos por un resto isoprenoide, situado préximo a un
parche de aminoacidos basicos, constituyen una sefial de union especifica a membrana

plasmatica, predominante entre varias subfamilias del grupo de pequefias proteinas G
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(Heo et al, 2006). En estos estudios, se demuestra que lipidos anionicos del tipo
fosfatidilserina, &cido fosfatidico, fosfatidilinositol, fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
(PIP,) y fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), son claves para la localizacion de todas
esas proteinas G en la membrana plasmatica (Cadwallader et al, 1994; Ghomashchi et
al, 1995; Choy et al, 1999; McLaughlin et al, 2002; McLaughlin & Murray, 2005; Heo
et al, 2006).

A

Pred: —‘-) o] hehx ‘)—*-) a-helix

CCCHHHHHHHHE {HHHHHHHC HHHHHHHHHHHHHHHHHC 3E B
A MASNNTASIAQARKLVEQLKMEANIDRIKVSKAAADLMAYCEAHAKEDPLLTPVPA

_1;

Legend

( ) =a helix (H) Pred: predicted secondary structure
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Figura 4-4. Rasgos estructurales de la proteina Gy,, predichos mediante distintas herramientas de
modelado informatico. A, perfil de estructuras secundarias completo correspondiente a Gy,, predicho
con el servidor PSIPRED. B, proyeccion a-helicoidal de los residuos 59-68 de Gy,, obtenida mediante el
programa de modelado HeliQuest.

A la luz de los resultados expuestos en el capitulo 2 de esta tesis, los tres aminoacidos
béasicos de la region C-terminal, junto con el lipido isoprenoide geranilgeraniol unido a

la cisteina en posicion 68, constituyen un motivo que conduce al complejo GB1y, hacia
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dominios ricos en PE y PS (figura 4-2). Bajo determinadas condiciones, PS podria
llegar a formar parte de dominios con propension a formar estructuras no lamelares
(Hope & Cullis, 1979; Kirk et al, 1984; Matsuzaki et al, 1998). Su interaccion con los
aminoacidos basicos de la region C-terminal de Gy,, su consiguiente proximidad al
lipido isoprenoide tendente a alojarse en zonas de baja presion lateral superficial (Funari
et al, 2005; Barcelo et al, 2007), y el enriquecimiento de estos dominios en lipidos pro-
no lamelares como PE (Escriba, 2006), posibilitarian la concentracion de lipidos
anionicos como PS en estas regiones con alta propension no lamelar.

El comportamiento del dimero Gy, en su migraciéon como tal complejo por la
superficie de las membranas lipidicas, tiene gran relevancia desde un punto de vista
estructural y funcional. La heterogeneidad estructural en el plano lateral de las
membranas bioldgicas contribuye a una mayor eficiencia en la propagacion del mensaje
por la superficie de la célula, respecto a un modelo basado en el movimiento estocastico
de los componentes del sistema de transduccion de sefiales. Como resultado de tal
organizacion, proteinas con afinidades lipidicas similares se ubican proximas entre si.
Esta eficiencia para la transmision de sefiales contribuye a importantes funciones del
dimero GBy, regulando procesos fundamentales como el crecimiento y la supervivencia
celulares (Stephens et al, 1997; Schwindinger & Robishaw, 2001; Tang et al, 2011).

4.3. Interacciones del heterotrimero Gai.f1y, con las bicapas lipidicas.

La relevancia del dimero GBy para la interaccién de Ga. con membranas lipidicas ha
sido puesta de manifiesto en numerosos trabajos (Sternweis, 1986; Fishburn et al, 1999;
Evanko et al, 2000; Fishburn et al, 2000). De hecho, durante largo tiempo se pensé que
su Unica funcion era la de actuar como modulador de la localizacion y actividad de la
proteina Go dentro de la célula.

A la luz de los nuevos modelos estructurales propuestos para las membranas
bioldgicas (Escriba et al, 1997; Vereb et al, 2003, Escriba et al, 2008), el dimero GBy ha
pasado de ser considerado un elemento clave para el anclaje de la proteina Ga a
membranas bioldgicas, a convertirse en el elemento clave que determina la localizacion
concreta de la proteina Go en la membrana plasmatica, dentro de determinados

dominios lipidicos (Vogler et al, 2004; Barcelo et al, 2007). En este trabajo, se investiga
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el papel relativo de o y By, contribuyendo a esclarecer las bases moleculares de la
interaccion del complejo trimérico con las membranas lipidicas.

Un resultado muy destacado es el que se refiere a la interaccion con dominios
constituidos por lipidos con propension no lamelar. Como ya se habia visto en un
trabajo precedente, el dimero GPBy era capaz de revertir el comportamiento del
mondmero Ga en su interaccion con membranas lipidicas modelo, conduciéndolo de
regiones de alto ordenamiento lipidico (L,) hacia regiones de mayor desorden (Lg),
caracterizadas por manifestar una importante tension de curvatura (Vogler et al, 2004).
Se ha podido demostrar que esto ocurre tanto con el heterotrimero constituido por una
subunidad o miristoilada y palmitoilada, como con aquél constituido por una proteina
Ga Unicamente miristoilada (figura 4-5). La principal diferencia en el comportamiento
de estos dos complejos radica en el tipo de interaccién que tiene lugar con el lipido
anionico fosfatidilserina. En la literatura no hay demasiadas referencias a este respecto.
Se ha descrito la existencia de una interaccion entre la transducina y la fosfatidilserina,
que provoca una mayor union del complejo heterotrimérico a membranas lipidicas
(Hessel et al, 2003). En el presente trabajo, no solo investigamos esta y otras
interacciones del heterotrimero, sino también las bases moleculares de dicha
interaccion.

La transducina esta formada por una subunidad o miristoilada (sin palmitoilar) y una
subunidad y farnesilada en su extremo C-terminal metilado. De igual manera, en este
trabajo mostramos que el heterotrimero Gaiifiy, no palmitoilado Ga Pal™ + GBy WT
mostré una mayor union a vesiculas de PC con un 40% de PS, que a vesiculas de PC, lo
que concuerda con los resultados obtenidos por Hessel et al. Méas adn, la mutagénesis
dirigida en el extremo C-terminal de la proteina Gy, que se ha realizado en este estudio,
ha contribuido al esclarecimiento del interrogante sobre qué aminoacidos basicos estan
implicados en la interaccion directa del heterotrimero no palmitoilado con la
fosfatidilserina. La sustitucion de los aminoacidos carboxi-terminales de la proteina Gy,
Arg-62, Lys-64 y Lys-65 por glicina, anulé la preferencia del heterotrimero Go Pal™ +
GBy WT por vesiculas de PS. Sin embargo, tales mutaciones no hicieron que el
heterotrimero perdiera su capacidad para interaccionar preferencialmente con dominios
constituidos por lipidos con propension no lamelar. Estos resultados confirman nuestra
hipotesis acerca del papel director del dimero GBy en la migracion de todo el complejo
heterotrimérico a través de las membranas bioldgicas (Vogler et al, 2004; figuras 4-5 y
4-6).
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Figura 4-5. Papel director del dimero Gy, en la interaccién de complejos GaiiB1y, con membranas
lipidicas. La presencia del dimero Gy, con el lipido isoprenoide geranilgeraniol unido al extremo C-
terminal de la subunidad Gy,, invirtid la tendencia de la proteina Gai; monomérica a interaccionar
preferencialmente con membranas modelo constituidas por PC (*, p < 0,05).

La palmitoilacion del heterotrimero, en cambio, indujo un cambio estructural en la
proteina G que provocd un comportamiento opuesto de todo el complejo en su
interaccién con membranas ricas en PS, respecto al observado para el caso del
heterotrimero no palmitoilado. En este caso, tanto el heterotrimero palmitoilado
constituido por una subunidad y sin mutar, como aquel formado por la subunidad y
mutada en los tres amino&cidos basicos C-terminales, mostraron el mismo perfil de
unién a vesiculas ricas en PS. Esto indica que en este nuevo estado conformacional
debido a la palmitoilacién, los tres aminoacidos basicos mencionados no participan en
la interaccion con la PS. Se desconoce qué aminoacidos estarian implicados en la
repulsion que los dos heterotrimeros palmitoilados experimentaron en presencia de
vesiculas de PS, aunque las claves de este comportamiento podrian hallarse nuevamente

en el dimero Gy (figuras 4-6 y 4-7).
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Figura 4-6. Modelo de interaccion del heterotrimero GaiB1y, con membranas lipidicas. La
palmitoilacion de la proteina Gai dentro del complejo heterotrimérico, posibilitaria el acercamiento de los
aminoacidos con carga negativa de Gp; a la cara interna de la membrana plasmatica, lo cual a su vez,
condicionaria el destino del complejo de sefalizacion dentro de dicha membrana. Por el contrario, la
depalmitoilacién de Gai propiciaria el alejamiento de los aminoacidos cargados negativamente de Gp, de
la membrana, y el acercamiento a la misma de los aminoacidos basicos de la region C-terminal de Gys,.

Tal y como han descrito otros autores (Wall et al, 1995; Neer & Smith, 1996), la
proteina GB forma parte de la familia de proteinas con repeticiones del motivo WD40,
presentando una gran estructura helicoidal que se obtiene por la repeticion de siete
motivos WD40, caracterizados éstos por la conservacion de los aminoacidos triptéfano
y aspartato. En el lado méas ancho de esa hélice con forma de barril, se hallarian hasta
siete aminoacidos aspartato, uno por cada hoja B constituyente de la hélice. Una posible
explicacion para definir el comportamiento de los heterotrimeros palmitoilados en
presencia de PS, podria hallarse en la reorientacion que experimentan éstos y otros
aminoéacidos con carga negativa de Gp; con respecto a la membrana lipidica, como
consecuencia de la incorporacion del &cido palmitico a la subunidad o que esta

formando parte del heterotrimero (figura 4-6). Asi, la palmitoilacion de Gaiy en el
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heterotrimero podria provocar un desenmascaramiento de esos aspartatos y glutamatos
de la proteina Gp (figuras 4-6 y 4-7), que quedarian mas expuestos hacia la superficie
de la membrana lipidica y, por tanto, hacia lipidos del tipo de PS (figura 4-6). Esto daria
lugar a una repulsion electrostatica que desplazaria al complejo Gafy palmitoilado fuera
de dominios ricos en PS. De esta manera, el dimero Gy estaria condicionando, también
en este caso, el destino de todo un complejo heterotrimérico en su interaccion con
membranas lipidicas.

Esta posible implicacion de Gp en las interacciones lipido-proteina arroja nuevas pistas
acerca del papel que una proteina de las caracteristicas de GB juega en el proceso de
transduccion de sefiales. El descubrimiento de su estructura (Wall et al, 1995) no paso
inadvertido, dada la descorcentante presencia de una proteina perteneciente a la extensa
familia de proteinas con repeticiones WD40 (Neer & Smith, 1996), en el complicado
escenario de la sefializacion celular.

Al igual que ocurri6 con los heterotrimeros no palmitoilados, los dos tipos de
complejos  heterotriméricos  palmitoilados estudiados mostraron una unién
significativamente mayor a vesiculas constituidas por PE que a vesiculas de PC. Asi, la
unién del dimero GBy a una proteina Ga. con doble acilacién en su extremo amino-
terminal, cambid drasticamente la tendencia de Ga para interaccionar con estructuras de
tipo lamelar, conduciéndola preferentemente hacia ordenamientos lipidicos con baja
presion lateral superficial, ricos en lipidos pro-no lamelares (figura 4-5). De este modo,
dependiendo del entorno lipidico en el que se encuentre el trimero Gopy, la
incorporacion del &cido palmitico a Ga. puede dificultar mas que facilitar la integracion
estable de todo el complejo heterotrimérico en ese entorno. Asi, en regiones con una
disposicion muy ordenada de los lipidos (dominios L,) habria menos aperturas en la
superficie polar de la bicapa por donde pudieran penetrar los tres lipidos unidos a Gopy.
Por el contrario, en regiones con alta propension Hy,, habria aperturas en esa superficie
que facilitarian la incorporacion de un complejo miristoilado, palmitoilado y geranilado,
a este tipo de dominios (figuras 4-2 y 4-6). Esto explicaria el importante efecto conjunto
de los acidos palmitico y miristico y del geranilgeraniol en la union de complejos Gay
a membranas modelo constituidas por PC y PE, significativamente mayor que a

membranas formadas solo por PC.
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Figura 4-7. Distribucion de aminoacidos cargados en el lado mas ancho de la gran hélice g de la
proteina GB,. Los aminodcidos con carga negativa aparecen resaltados en rojo, mientras que los
aminoécidos con carga positiva se hallan coloreados de azul. Existe una predominancia de aminoacidos
con carga negativa en la superficie estudiada, que ademas se hallan menos dispersos que los aminoécidos
bésicos localizados en la misma parte de la proteina. Se cree que ésta es la region de Gp; situada mas
proxima a la superficie de la membrana plasmatica.

En general, el comportamiento de los dos tipos de heterotrimeros palmitoilados
construidos, Ga Pal” + GBy WT y Ga Pal” + GBy RKK, en su interaccion con las
distintas membranas modelo estudiadas, fue muy similar, lo que evidenciaria la
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existencia de un cambio conformacional en el heterotrimero que se halla
interaccionando con la membrana lipidica, debido a la incorporacion del &cido
palmitico. A raiz de los resultados obtenidos, ese cambio estructural implica una
pérdida de relevancia de los tres aminoacidos basicos del extremo C-terminal de Gy, en
las interacciones proteina G-lipido.

Si exceptuamos al complejo Ga Pal™ + GBy RKK, la interaccion de los distintos
complejos heterotriméricos miristoilados con membranas modelo de tipo “raft” no
difirid en general de la observada con membranas de PC (figura 3-2-12). No obstante,
como se ha visto en el capitulo 3, la palmitoilacién del complejo heterotrimérico supuso
una reduccion de su afinidad por regiones con un alto ordenamiento lipidico, respecto al
heterotrimero miristoilado pero no palmitoilado (figura 3-2-11). El &cido palmitico en
una proteina Gaiy, doblemente acilada y en un estado inactivo como parte del complejo
Gapy, facilitaria el alejamiento de dominios lipidicos mas ordenados y ricos en PS,
donde se hallaria el monémero en estado activo, actuando sobre la proteina efectora.

Donde més claramente se observo un efecto en la interaccion de los heterotrimeros con
membranas lipidicas conteniendo dominios L, fue en el caso de los heterotrimeros
constituidos por una proteina Gai; Myr~. El heterotrimero Go. Myr~ + GBy WT mostro
una clara tendencia a interaccionar con membranas de PC, mas que con membranas de
tipo PC:PE:Cho:SM. El comportamiento del heterotrimero Ga Myr~ + GBy RKK fue,
sin embargo, el contrario, uniéndose en una proporcién significativamente mayor a
membranas de tipo PC:PE:Cho:SM que a vesiculas constituidas Unicamente por PC
(figura 3-2-12). Asi pues, la miristoilacion de Ga en el complejo heterotrimérico Gapy
condiciona fuertemente la interaccion de dicho complejo con dominios de estructura L.
En ausencia del acido miristico, los tres aminoacidos basicos de la regién C-terminal de
Gy, adquieren especial relevancia en la interaccion con ese tipo de dominios lipidicos.

Importantes estudios acerca de las interacciones de Gafy con diferentes tipos de
lipidos han puesto de manifiesto la escasa tendencia del complejo heterotrimérico a
interaccionar con dominios ordenados de tipo “raft”, en gran medida condicionado por
el tipo de modificaciones lipidicas que porta (Escriba et al, 1995, Escriba et al, 1997;
Moffett et al, 2000; Vogler et al, 2004). La importancia de las modificaciones lipidicas
en la localizacion de proteinas de membrana en el plano lateral de la misma ha sido
abordada en diversos y originales trabajos (Escriba et al, 1995, Escriba et al, 1997;
Melkonian et al, 1999; Moffett et al, 2000; Zacharias et al, 2002; Vdgler et al, 2004;
Abankwa & Vogel, 2007).
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4.4. Modelo general de interacciones entre proteinas G y membranas

lipidicas.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se podria postular un modelo de interaccion
de proteinas G con membranas en el que el heterotrimero Gaiify,, constituido por el
lipido isoprenoide geranilgeraniol unido a Gy,, y por los &cidos miristico y palmitico
unidos a Gais, Se encontraria con su receptor en una region de la membrana rica en PE y
pobre en lipidos anionicos (figura 4-2). Estos dominios de membrana presentarian una
alta propension a adoptar una conformacién de tipo no lamelar, asociada a una menor
presion lateral de superficie (es decir, un menor empaquetamiento en la zona interfacial
de la membrana). Los aminodcidos aspartato y glutamato, localizados en la cara ancha
de la gran heélice B de la proteina Gpi, estarian condicionando el movimiento del
complejo heterotrimérico palmitoilado por la membrana.

Con el acoplamiento de proteina G y receptor, se produce la activacion del complejo
de proteinas G, disociandose la proteina Gai; doblemente acilada, del dimero GB,y,
isoprenilado. La proteina Gaiy, unida a GTP como consecuencia de la activacion, estara
entonces mas expuesta a la pérdida del acido palmitico unido a su extremo N-terminal
(Degtyarev et al, 1994). Con la depalmitoilacion de Gaij, aumentaré la tendencia de
esta proteina a dirigirse hacia dominios de membrana de tipo “raft” ricos en lipidos
anionicos. La existencia de este tipo de dominios es contemplada en algunos trabajos
(Hope & Pike, 1996; Pike & Casey, 1996; Pike & Miller, 1998; Pike, 2003). La
migracion de una proteina Gai; miristoilada pero no palmitoilada, hacia regiones de
membrana con mayor densidad de carga negativa, estaria favorecida por la existencia de
un parche de aminoacidos basicos de la hélice o N-terminal de la proteina. Todas las
proteinas Ga. tienen en su hélice oo N-terminal un grupo de aminodcidos bésicos que se
disponen en su mayoria orientados hacia el mismo lado de la hélice (figura 1-2-8;
Kosloff et al, 2002). Estos aminoacidos parecen jugar un papel clave en la interaccion
de Ga con membranas bioldgicas (Crouthamel et al, 2008); e, incluso, se cree que son
determinantes clave de su localizacion dentro de la membrana plasmatica, en busca de
sus respectivas proteinas efectoras (Vogler et al, 2004, Pedone & Hepler, 2007;
Crouthamel et al, 2010).

De acuerdo con este modelo general, la proteina Gaiy miristoilada actuaria sobre el

enzima adenilil ciclasa en dominios de membrana de tipo “raft” ricos en lipidos
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anionicos. Todas las proteinas Ga tienen actividad GTPasa, siendo inactivadas cuando
tiene lugar la transformacion de GTP en GDP. La incorporacion de acido palmitico a
una proteina Gai; inactiva, con GDP unido, provocaria un cambio conformacional en la
region N-terminal de la proteina, que supondria un desplazamiento de los aminoacidos
basicos orientados hacia la cara interna de la membrana plasmatica. El
desenmascaramiento de aminoécidos con carga negativa y de aminoécidos apolares
como consecuencia de la rotacion de la hélice o (figura 1-2-8), provocaria el
alejamiento de la proteina Gaiy de los dominios “raft” anteriormente mencionados,
hacia otro tipo de dominios “raft” con menor densidad de carga negativa (figura 4-1),
donde podria interaccionar con el dimero Gpy.

El heterodimero Gp1y, liberado se moveria, por su parte, hacia dominios ricos en PE y
lipidos anionicos, adoptando en la region C-terminal de Gy, una conformacion de tipo
helicoidal, con los aminoécidos basicos Arg-62, Lys-64 y Lys-65 préximos al resto
geranilgeraniol (figura 4-2), jugando asi un papel estructural clave en la gran
preferencia del dimero por ese tipo de dominios lipidicos. Las interacciones de tipo
electrostatico entre heterodimero y lipidos serian promovidas por los tres aminoacidos
basicos carboxi-terminales de Gy,. En esos dominios, el dimero interaccionaria con
otras proteinas efectoras, o con GRK2. El heterodimero, en contacto con la GRK2,
acercaria la proteina quinasa hacia el receptor. Es posible que en esta transicion, de
nuevo los aminoacidos anidnicos de la proteina GB jueguen un papel director si,
finalmente, el complejo GBi1y,-GRK2 adopta una conformacion similar a la del
heterotrimero Gai1f,y, palmitoilado. Finalmente, la interaccion GRK2-receptor conduce
a la desensibilizacion del receptor (Reiter & Lefkowitz, 2006).

La proteina Gai; con la doble acilacion en tdndem en la region N-terminal quedaria
incluida, por tanto, en dominios de tipo “raft” con bajo contenido en lipidos anidnicos
(figura 4-1). Este tipo de dominios de membrana podrian constituir una region candidata
a convertirse en el punto donde se concentraria el grueso de la maquinaria de
transduccion de sefial en fase de inactivacion. Asi, un complejo receptor-Gpiy,-GRK
podria llegar a confluir con la proteina Gai; palmitoilada inactiva en ese tipo de
microdominio de membrana. En esta plataforma, se podria producir el encuentro y la
reasociacion de Gai; Y GB1y2, €n una region de la membrana que podria ser susceptible
de internalizarse en la célula, pasando a formar parte del sistema endosomal. Asi, el
complejo heterotrimérico Gaiif,y, entraria en una ruta de reciclaje que, en altimo

término, le devolveria a la membrana plasmatica, previo paso por el aparato de Golgi.
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La colocalizacién descrita de los componentes de sefializacion Ga, Gy, receptor e
incluso adenilil ciclasa (Huang et al, 1997), podria explicarse a la luz del modelo
considerado.

El aparato de Golgi constituye una plataforma de lanzamiento de lipidos, carbohidratos
y proteinas hacia la membrana plasmatica (Munro, 2005); y como tal, representa un
punto de control que regula dicho acceso. Los estudios lipiddomicos aportan informacion
muy valiosa acerca del mecanismo molecular implicado en esa regulacion (Klemm et al,
2009). La preferencia de complejos Gapy no palmitoilados por dominios ricos en PE y
PS, y el efecto de la palmitoilacion de dichos complejos, desplazandolos hacia dominios
ricos en PE pero con bajo contenido en PS, podrian arrojar luz acerca de las
caracteristicas esenciales de ese mecanismo de control de la red del Golgi. Mas aln,
contribuiria a explicar en gran detalle el significado que tiene la palmitoilacion proteica
en el aparato de Golgi y las implicaciones de tal fendmeno (Morales et al, 1998;
Fishburn et al, 1999; Michaelson et al, 2002; Marrari et al, 2007).
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Capitulo 5

CONCLUSIONES

Las conclusiones principales de esta tesis son:

1) Las subunidades o y y de las proteinas G heterotriméricas portan grupos lipidicos que
son cruciales para su anclaje a membranas lipidicas y para su desplazamiento entre
distintos dominios lipido-proteicos dentro de las membranas bioldgicas.

2) La estructura de los lipidos de las proteinas G, y los dominios de aminoacidos con
carga situados préximos a ellos, son determinantes en la preferencia de las distintas
proteinas G por unos u otros microdominios de membrana.

3) Los &cidos grasos miristico y palmitico, con una morfologia lineal y unidos en
tindem a la proteina Gaii, determinan la preferencia de esta proteina por
microdominios ordenados de tipo “lipid raft”.

4) El &cido palmitico constituye un potente modulador bioldgico que regula el transito
de la proteina Gaiy entre distintos dominios de tipo “raft”, a través de la union
reversible del lipido a dicha proteina.

5) La palmitoilacion de Gaiy favorece la movilizacion de la proteina a dominios de tipo
“raft” con baja densidad de cargas negativas. Por su parte, la depalmitoilacion de
Gaiy implica una rotacion de su hélice N-terminal, que provoca el acercamiento de
aminoacidos basicos de esa parte de la proteina a la superficie de la membrana
lipidica. Esta reorganizacion estructural determina el transito de la proteina hacia
aquellos microdominios de tipo “raft” con mayor densidad de cargas negativas
dentro de la membrana.

6) La presencia del lipido isoprenoide geranilgeraniol, unido a la cisteina carboxi-
terminal de la proteina Gy, es crucial para el anclaje del dimero Gpiy, a las
membranas lipidicas. Este lipido, junto con los aminoacidos basicos de la proteina
Gyz, Arg-62, Lys-64 y Lys-65, situados en su vecindad, constituyen un motivo
estructural que condiciona decisivamente el destino del dimero GB1y, dentro de las

membranas lipidicas.
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7) Arg-62, Lys-64 y Lys-65 posibilitan la unién del heterodimero Gpiy, a las bicapas
lipidicas a través de interacciones de tipo electrostatico. La interaccion de estos
aminoéacidos con fosfolipidos cargados negativamente, tales como la fosfatidilserina,
contribuye a una mayor concentracion de este tipo de lipidos en microdominios ricos
en PE.

8) Los aminoacidos Arg-62 y Lys-65, junto con el lipido geranilgeraniol, determinan la
preferencia de Gpiy, por microdominios de membrana ricos en PE, con alta
propension a adoptar una estructura de tipo no lamelar. Ademas, restringen
notablemente el acceso del dimero GB1y, a microdominios de tipo “raft”.

9) La miristoilacion de la proteina Gai; en su extremo N-terminal, junto con la
presencia del lipido geranilgeraniol en el extremo C-terminal de Gy, son criticos
para la asociacion preferencial de todo el complejo Gaiif1y2 @ microdominios
lipidicos con elevada propension a adoptar una estructura no lamelar.

10)  El &cido palmitico constituye un potente modulador de sefial también en el caso
del complejo heterotrimérico Gaiif1y2, a través de su union reversible a la subunidad
Gaiy de dicho complejo. Su incorporacion a la proteina Gai; implica un cambio de
potencial electrostatico en la superficie del complejo multiproteico en contacto con la
membrana lipidica. El resultado es un desplazamiento de todo el complejo
heterotrimérico desde microdominios lipidicos de alta propensién no lamelar y ricos
en lipidos anidnicos, hacia microdominios de similares caracteristicas estructurales
pero empobrecidos en lipidos con carga neta negativa.

11)  Los tres aminodcidos bésicos de la region C-terminal de Gy, son los
determinantes moleculares clave de las interacciones de tipo electrostatico que se
establecen entre un heterotrimero GaiiBiy, no palmitoilado y los microdominios
lipidicos ricos en lipidos de tipo anionico.

12)  Las tres modificaciones lipidicas del complejo GaiiBiy, constituyen un motivo
estructural fundamental que determina la preferencia del heterotrimero por
microdominios lipidicos con menor grado de ordenamiento y alta propension a
adoptar una estructura de tipo no lamelar, lejos de microdominios de tipo “raft”

donde se localizaria predominantemente el monémero Gai; activo.
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Capitulo 6

MATERIALES Y METODOS

6.1. MATERIALES.

El kit del sistema de expresion del baculovirus (Bac-to-Bac Baculovirus Expression
System Kit), que incluye el vector de clonacién pFastBac ™ 1, se compré a Invitrogen
(Nueva York, EEUU). También se compraron a Invitrogen el reactivo de transfeccion
Cellfectin®, la resina Ni-NTA para cromatografia de afinidad y el medio Grace’s para el
cultivo de células de la linea Sf9. El kit de ligacion de ADN (Rapid DNA Ligation Kit),
asi como las enzimas de restriccién EcoRI y Notl, se obtuvieron de Fermentas (Madrid,
Espafia). La enzima ADN polimerasa de Thermophilus aquaticus se compré a
BIOTOOLS (Madrid, Espafa). La enzima fosfatasa alcalina de gamba se adquirié de la
compafiia USB Corporation (Staufen, Alemania). EI medio de cultivo Miller’s LB Broth
es de Laboratorios Conda (Barcelona, Espafia). Los antibidticos penicilina y
estreptomicina empleados en cultivo celular son de la marca PAA (Pasching, Austria),
mientras que el suero bovino fetal lo suministré la compafiia Sigma-Aldrich (Missouri,
EEUU). El kit de extraccion Plasmid purification Midi kit se compré a Qiagen
(Maryland, EEUU). Tanto las columnas de concentracion de proteina Amicon, como el
kit de extraccion de ADN (DNA Gel Extraction Kit), se compraron a Millipore
(Massachusetts, EEUU). EI detergente CHAPS se consiguié de AppliChem (Darmstadt,
Alemania). Los anticuerpos anti-Gaiy (R-4), anti-Gp; (C-16), anti-Gy, (A-16) y anti-
His-probe (H-3) se compraron a Santa Cruz Biotechnology (California, EEUU), y el
anticuerpo policlonal anti-Gaiisi;, a Calbiochem (Darmstadt, Alemania). Los
anticuerpos anti-mouse y anti-rabbit, conjugados con la enzima peroxidasa de rabano, y
los reactivos ECL y ECL plus se obtuvieron de Amersham (Buckinghamshire,
Inglaterra). Los anticuerpos anti-mouse y anti-rabbit, conjugados con el fluoroforo de
infrarrojo IRDye™ 800CW, asi como la estreptavidina conjugada con el fluoréforo
IRDye™ 680LT, son de la compafiia Li-cor Biosciences (Nebraska, EEUU). El
complejo biotina-HPDP (N-[6-(Biotinamido)hexyl]-3"-(2"-pyridyldithio)propionamide)

lo suministré Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, EEUU).
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Los lipidos palmitoil-CoA, L-a-fosfatidilcolina (huevo de ave), L-a-
fosfatidiletanolamina (higado de rata), esfingomielina (huevo de ave), L-a-
fosfatidilserina (cerebro porcino) y colesterol (lana ovina), se compraron a Avanti Polar
Lipids (Alabaster, EEUU). El &cido 2-fluoropalmitico se consiguié de la compafiia
Biomol Internacional (Lausana, Suiza).

Los siguientes productos se compraron a Sigma-Aldrich (Missouri, EEUU): albumina
de suero bovino, ampicilina, Bluo-Gal, cloruro de alumino, Cy2E, DTT, EDTA, fenil
metil sulfonil fluoruro (PMSF), fluoruro de sodio, GDP, GDPBS, gentamicina, HEPES,
hidroxilamina, &cido 2-hidroximiristico, imidazol, inhibidor de tripsina, IPTG,
kanamicina, leupeptina, Na-p-tosil-L-lisina clorometil cetona (TLCK), N-p-tosil-L-
fenilalanina clorometil cetona (TPCK), polyoxyethylene 10 lauryl ether (Ci2Ei), S-
metil metanotiosulfonato, tetraciclina, Tris-HCI.

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Scharlau Chemie S.A. (Barcelona, Espafia):
acetato potasico, cloroformo, cloruro de magnesio, cloruro potésico, cloruro sodico,
disodio hidrégeno fosfato, glicina, metanol, potasio dihidrégeno fosfato, SDS.

El &cido percldrico (60%), el p-mercaptoetanol y la mezcla fenol:cloroformo:alcohol

isoamilico (25:24:1) los suministré la compariia Merck (Darmstadt, Alemania).
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6.2. METODOS.

6.2.1. Experimentos de mutagénesis dirigida en la secuencia
de la subunidad ai; de la proteina G y clonacion de las

secuencias mutadas resultantes.

En los experimentos de mutagénesis dirigida en la proteina Go se emple6 como
secuencia molde el ADNc codificante de la secuencia de aminoacidos de la proteina
Guij de rata, contenido en el vector pQE-60 (3,4 kb). El laboratorio del Dr. Alfred G.
Gilman (Department of Pharmacology, University of Texas Southwestern Medical
Center) proporcioné amablemente esta construccion. EI ADNc se introdujo después en
el vector de expresion eucariota pFastBac™ 1 (Invitrogen).

La proteina recombinante resultante de este ADNc porta un epitopo interno de 6
histidinas en la posicién 121 (secuencia de aminoacidos GGHHHHHHGGGMTA,
resaltada en negrita en la secuencia completa de la proteina mostrada méas abajo). La
insercion de seis histidinas en esa posicion se debid a la escasa relevancia estructural y
funcional de esa region de la proteina, donde la subunidad o de la proteina GPA1 de
levaduras tiene un largo inserto comparado con las subunidades o de mamiferos. Esta

secuencia ya ha sido descrita con anterioridad en otros trabajos (Herrmann et al, 2004).

H.N-GCTLSAEDKAAVERSKMIDRNLREDGEKAAREVKLLLLGAGESGKSTIVKQMKIIHEAGYS

EEECKQYKAVVYSNTIQSIHAIIRAMGRLKIDFGDAARADDARQLFVLAGAAEEGFMTAGGHHH
HHHGGGMTAELAGVIKRLWKDSGVQACFNRSREYQLNDSAAYYLNDLDRIAQPNYIPTQQDV
LRTRVKTTGIVETHFTFKDLHFKMFDVGGQRSERKKWIHCFEGVTAIIFCVALSDYDLVLAEDEE
MNRMHESMKLFDSICNNKWFTDTSILFLNKKDLFEEKIKKSPLTICYPEYAGSNTYEEAAAYIQC

QFEDLNKRKDTKEIYTHFTCATDTKNVQFVFDAVTDVIIKNNLKDCGLF-cCOOH

Las mutaciones en el extremo amino-terminal de la proteina Gai; Se obtuvieron
mediante una PCR, utilizando oligonucleétidos sentido que llevaron incorporada la
secuencia diana para la enzima de restriccion ECORI en su extremo 5°. Por otra parte, el

oligonucleotido antisentido (no portador de mutaciones), llevo incorporada la secuencia
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de reconocimiento de la enzima Notl en su extremos 5°. Las secuencias de los

oligonucleotidos utilizados se muestran en la tabla 6-1.

Tabla 6-1. Oligonucledtidos empleados en la clonacién de las distintas proteinas Gai.

Proteinas oligonucle6tidos sentido

) _ EcoRlI CDhS
wild-type Gaiy 5 -ATCGAATTCATGGGCTGCACGCTGAGCGCC-3'
Myr~ Gaiy 5 -ATCGAATTCATGGCCTGCACGCTGAGCGCC-3"
Pal” Gai 5 -ATCGAATTCATGGGCTCCACGCTGAGCGCC-3”

oligonucleotido antisentido

Notl
5"-CTGGCGGCCGCTTAAAAGAGACCACAATCT-3

La PCR se llevo a cabo con un termociclador Mastercycler gradient thermocycler de la compafia
Eppendorf (Hamburgo, Alemania). La reaccion de amplificacion consté de 35 ciclos, en cada uno de los
cuales hubo una desnaturalizacién a 94 °C durante 45 segundos, seguida de un anillamiento a 65 °C
durante 45 segundos mas y, finalmente, una elongacion de las hebras de ADN a 72 °C durante 3 minutos.
Tras los 35 ciclos de amplificacién, tuvo lugar un Gltimo paso de elongacion a 72 °C durante 10 minutos.
En la PCR, se emplearon la enzima ADN polimerasa de Thermophilus aquaticus (Taq polimerasa, 0,025
U/ul), los oligonucledtidos sentido (0,25 uM) y antisentido (0,25 uM), dNTPs (125 uM) y el ADN molde
(500 ng), en el tampdn de reaccion para PCR (75 Mm Tris HCI pH 9,0, 50 Mm KCI, 20 mM (NH,),SO,,
2 mM MgCl,). La mezcla de reaccion tuvo un volumen final de 80 pl..

Los productos de PCR se purificaron mediante electroforesis en gel de agarosa y
posterior extraccion del ADN a partir del gel, utilizando el kit de extraccion DNA Gel
Extraction Kit de Millipore. A continuacion, los fragmentos de ADN purificados se
precipitaron con acetato potasico 3 M (pH 5,5) a un 10% (v/v) del volumen final total
de la solucion, 10 mM MgCl, y 2 volimenes de etanol absoluto frio por cada volumen
de solucion acuosa. Después de 1 hora a -80 °C, las muestras de ADN se centrifugaron a
15.000 x g, a 4 °C, 10 minutos. Tras la centrifugacion, se descartd el sobrenadante y se
hizo un lavado con etanol al 70% frio. Se realiz6 una Gltima centrifugacion a 15.000 x
g, a 4°C, durante 5 minutos y se retird el sobrenadante. El pellet final de ADN se

resuspendio en 20 ul de agua desionizada.
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El ADN anterior obtenido por PCR se digirié con las enzimas de restriccion EcoRIl y
Notl (0,5 Ul/ul) en tampon O (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl
y 0,1 mg/ml BSA) a 37 °C, durante 1 hora y 45 minutos. Las reacciones se detuvieron
mediante inactivacion enzimatica a 65 °C, durante 30 minutos.

Por su parte, 5 ug del vector pFastBac™ 1 se digirieron con las enzimas de restriccion

anteriormente indicadas (0,3 Ul/ul), bajo las mismas condiciones de tiempo y
temperatura. Tras la digestion enzimatica, se defosforil6 el extremo 5° del vector con la
enzima fosfatasa alcalina (0,2 Ul/ul) en tampon SAP (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM
MgCl, y 0,1 mg/ml BSA), a 37 °C durante 1 hora y 30 minutos. La inactivacion
enzimatica se llevo a cabo a 65 °C durante 30 minutos. A continuacion, se purifico el
plasmido digerido y defosforilado mediante electroforesis en gel de agarosa, y posterior
extraccion del vector a partir del gel mediante el kit de extraccion DNA Gel Extraction
Kit.
El plasmido pFastBac™ 1 digerido, defosforilado y purificado, se limpié de sales y
proteinas mediante extraccion con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1)
primero, y con cloroformo después. A continuacion se precipito y se lavo el ADN como
se ha descrito anteriormente.
La reaccion de ligacion entre el ADNc correspondiente a la proteina Gai; y el vector
pFastBac™ 1 linearizado, tuvo lugar por los sitios de restriccion EcoRI y Notl,
empleando el kit de ligacion Rapid DNA Ligation Kit. Para ello, se mezclaron el vector
y el ADNc en una proporcion 1:3 (mol:mol). La reaccion fue catalizada por la enzima
ADN ligasa T4 (0,3 Ul/ul) en el tampon de ligacion (40 mM Tris-HCI pH 7,8, 10 mM
MgCl, 10 MM DTT y 0,5 mM ATP), a 25 °C durante 1 hora.

Tras la ligacion, se transformaron bacterias de la cepa XL1-Blue de Escherichia coli
con parte de la mezcla de reaccion. Después de 24 horas de cultivo en placas con medio
LB y ampicilina (100 pg/ml), se seleccionaron algunas de las colonias formadas y se
procedié a un primer cribado para determinar cuales de ellas fueron portadoras del
plasmido recombinante mediante el analisis de su movilidad electroforética. El
plasmido recombinante mostré una movilidad electroforética notablemente distinta a la

del plasmido no recombinante (figura 6-1 A).
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Figura 6.1. Experimentos de electroforesis para identificacion de vectores pFastBac 1
recombinantes. A, Movilidad electroforética del vector pFastBac 1 no recombinante y del vector
recombinante. Este ensayo permitié una rapida identificacion de vectores recombinantes portadores del
ADNCc de la proteina Gaiy. B, Doble digestion enzimatica de vectores pFastBac 1 con las enzimas de
restriccion Eco RI y Notl. En el carril de la derecha se cargd un vector pFastBac 1 no digerido, como
control del experimento. En la calle de la izquierda se cargaron los marcadores de peso molecular, y en el
resto de los carriles, posibles vectores pFastBac 1 recombinantes. En todos los casos, menos en dos, hubo
digestion completa del vector y obtencién de un producto de digestién correspondiente al ADNc de la
proteina Gaij.

Un segundo cribado consistio en la digestion enzimatica del vector con las enzimas
EcoRI y Notl, para determinar la presencia o ausencia del inserto de 1,2 kb (figura 6-1
B). Finalmente, el Gltimo cribado consistié en la comprobacion mediante PCR de la
insercion, utilizando oligonucleotidos que flanquean la zona de insercion del ADNc
(figura 6-2).

El plasmido recombinante resultante se extrajo de bacterias XL1-Blue y se purificd por
el método de lisis alcalina (SDS 1%, NaOH 0,2 N) y posterior precipitacion con

isopropanol (Sambrook & Russell, 2001). Las secuencias de todas las construcciones se
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validaron mediante secuenciacion del ADN, realizada por la empresa Sistemas

Genomicos S.L. (Valencia, Espafa).

Mr12345 6789

10,000 pb > &
1,400 pb>| = ‘
750 pb >

400 pb >
200 pb >

Figura 6.2. Deteccion por PCR del fragmento de ADN de interés. En la figura, se puede observar el
producto de PCR de aprox. 1250 kb correspondiente al ADNc de la proteina Gaiy (calles 2-8). El control
positivo correspondi6 al producto de amplificacion del ADNc de la proteina Gai; Myr~, cargado en el
carril 8. En el carril 9 se carg6 el blanco de la reaccion de PCR.
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6.2.2. Experimentos de mutagénesis dirigida en la secuencia
de la subunidad y, de la proteina G y clonacion de las

secuencias mutadas.

En los experimentos de mutagénesis dirigida en la proteina Gy se emple6 como
secuencia molde el ADNCc codificante de la secuencia de aminoacidos de la proteina Gy;
humana, contenido en el vector pIND (5 kb). ElI Dr. Scott Gibson (Southwestern
Medical School, University of Texas) proporciond amablemente el plasmido
recombinante. Como en el caso de Gaiy, este ADNc se introdujo después en el vector de
expresion eucariota pFastBac™ 1 (Invitrogen).

A continuacion, se muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante

Gy, humana, que ha sido objeto de estudio:

H.NMASNNTASIAQARKLVEQLKMEANIDRIKVSKAAADLMAY CEAHAKEDPLLTPVPASENPFR
EKKFFCAIL-cooH

Como en el caso de la mutagénesis dirigida al extremo amino-terminal de la proteina
Guaig, las mutaciones introducidas en el extremo carboxilo de la proteina Gy, se
obtuvieron mediante PCR, utilizando oligonucledtidos que contenian las secuencias
diana de las enzimas de restriccion EcoRI y Notl en sus respectivos extremos 5°. Las
secuencias de los oligonucledtidos empleados en la obtencién del ADNCc,
correspondientes a las distintas proteinas Gy, recombinantes mutadas, se muestran en la
tabla 6-2.

El resto de pasos que condujeron a la clonacion de la secuencia de ADN de la proteina
Gy, humana en el plasmido recombinante pFastBac™ 1, fueron los mismos que
permitieron la clonacion del ADN codificante correspondiente a la proteina Gaiy (para

mas detalles, véase el apartado 6.2.1. en este mismo capitulo).
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Tabla 6-2. Secuencias de los oligonucleotidos utilizados en el proceso de mutagénesis de Gy,.
Proteinas oligonucledtido sentido
EcoRI CDS
5 -ATCGAATTCATGGCCAGCAACAACACCGCCAGCATAGCACAAGCCAG-3’
oligonucleétidos antisentido
. Notl
wild type Gy, 5 -CTCGCGGCCGCTTAAAGGATAGCACAGAA-3’
GER Gy 5-CTCGCGGCCGCTTAAAGGATAGCAGAGAA-3’
Notl

R62G Gy, 5-CTCGCGGCCGCTTAAAGGATAGCACAGAAAAACTTCTTCTCCCCAAA-3
K64G Gy, 5 -CTCGCGGCCGCTTAAAGGATAGCACAGAAAAACTTCCCCTCCCTAAA-3
K65G Gy, 5-CTCGCGGCCGCTTAAAGGATAGCACAGAAAAACCCCTTCTCCCTAAA-3

R62G K64G Gy,

R62G K65G Gy,

K64G K65G Gy,

R62G K64G K65G
Gy

GER  R62G Gy,

GER  K64G Gy,

GER~ K65G Gy,

GER  R62G K64G
Gy2

GER R62G K65G
Gy,

GER  K64G K65G
Gy2

GER
R62G K64G K65G

Gy,

5-CTCGCGGCCGCTTAAAGGATAGCACAGAAAAACTTCCCCTCCCCAAA-3

5-CTCGCGGCCGCTTAAAGGATAGCACAGAAAAACCCCTTCTCCCCAAA-3

5-CTCGCGGCCGCTTAAAGGATAGCACAGAAAAACCCCCCCTCCCTAAA-3

5-CTCGCGGCCGCTTAAAGGATAGCACAGAAAAACCCCCCCTCCCCAAA-3

5-CTCGCGGCCGCTTAAAGGATAGCAGAGAAAAACTTCTTCTCCCCAAA-3”

5-CTCGCGGCCGCTTAAAGGATAGCAGAGAAAAACTTCCCCTCCCTAAA-3

5-CTCGCGGCCGCTTAAAGGATAGCAGAGAAAAACCCCTTCTCCCTAAA-3

5-CTCGCGGCCGCTTAAAGGATAGCAGAGAAAAACTTCCCCTCCCCAAA-3

5-CTCGCGGCCGCTTAAAGGATAGCAGAGAAAAACCCCTTCTCCCCAAA-3

5-CTCGCGGCCGCTTAAAGGATAGCAGAGAAAAACCCCCCCTCCCTAAA-3

5-CTCGCGGCCGCTTAAAGGATAGCAGAGAAAAACCCCCCCTCCCCAAA-3
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La reaccion de amplificacion consté de 35 ciclos. Cada ciclo consté de una desnaturalizacion a 94 °C
durante 45 segundos, seguida de un anillamiento a 65 °C durante 45 segundos vy, finalmente, una
elongacion de las hebras de ADN a 72 °C durante otros 45 segundos. Tras los 35 ciclos de amplificacion,
tuvo lugar un dltimo paso de elongacién a 72 °C durante 10 minutos. Los nucle6tidos marcados en rojo
corresponden a las distintas mutaciones introducidas en la secuencia normal de bases de la proteina Gy,

(ver tabla en la pagina anterior).
6.2.3. Expresion de proteinas G recombinantes en células Sf9.

La expresion de proteinas recombinantes en células Sf9 se realiz6 mediante el sistema
de expresion del baculovirus Bac-to-Bac Baculovirus Expression System Kit (figura
6.3).

pFastBac donor plasmid

Clone Gene of Interest
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Figura 6.3. Generacion de baculovirus recombinantes y expresion génica con el sistema de
expresion del baculovirus.

Las bacterias de la cepa DH10Bac™ de E. coli contienen el bacmido, que es un vector
de expresion constituido principalmente por el genoma del virus de la poliedrosis
nuclear de Autographa californica (AcNPV). Este genoma consta de una gran molécula
de ADN circular (130 kb), de doble cadena. EI método que se describe en estas paginas

permite generar rapidamente baculovirus recombinantes por medio de la transposicion
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especifica de sitio en E. coli (Luckow et al, 1993). Para ello se empled el bacmido
anteriormente mencionado, que es capaz de replicarse como un gran plasmido en E. coli
y que ademas, conserva la capacidad infecciosa cuando se introduce en celulas de
insecto.

El bacmido presenta un replicon mini-F que permite la replicacion autbnoma en bajo
namero de copias, un marcador de resistencia a kanamicina y un segmento de ADN que
codifica el péptido LacZa. Dentro de este gen se encuentra un sitio con afinidad por el
transposon bacteriano Tn7: este sitio se denomina mini-attTn7.

El bacmido se propaga en bacterias DH10Bac al estilo de un gran plasmido, que
complementa una delecion lacZ presente en el cromosoma de E coli. La porcién amino-
terminal de la B-galactosidasa, codificada por la region LacZa del bacmido, es capaz de
compensar el mal funcionamiento de la B-galactosidasa (lacZ4AM15), codificada por el
cromosoma bacteriano. Se trata de un fenémeno de complementacion intra-alélica (o),
el cual tiene lugar en presencia del inductor isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG),
que permite activar la sintesis del péptido LacZa del bacmido. Mediante esta
complementacion, estas bacterias son capaces de formar colonias azules (Lac®) en un
medio de cultivo sélido que contenga IPTG y un sustrato cromogénico, como el bluo-
gal o el X-gal (Luckow et al, 1993)

Los bacmidos recombinantes (“composite bacmids”) se generaron mediante la
transposicion de un elemento mini-Tn7 desde el plasmido donante pFastBac™ 1 al sitio
diana en el bacmido. El plasmido pFastBac™ 1 contiene el promotor del gen de la
poliedrina, que regulara la expresion del gen clonado, flanqueado a uno y a otro lado
por los extremos del transposon Tn7. El elemento transponible del plasmido donante,
mini-Tn7, se transpone al vector diana (bacmido) en E coli, siendo las funciones de
transposicion Tn7 proporcionadas por el plasmido helper (13,2 kb). Este plasmido
codifica el enzima que cataliza el proceso, la transposasa.

Asi pues, se llevd a cabo la transformacion de bacterias competentes de la cepa
DH10Bac, sometiéndolas a un choque térmico de 42°C, en presencia del plasmido
recombinante pFastBac™ 1. Tras la transformacion, se seleccionaron las colonias en un
medio selectivo, compuesto por medio Miller’s LB Broth (10 g/l triptona, 5 g/l extracto
de levadura y 10 g/l NaCl, pH 7 a 25 °C), kanamicina (50 pg/ml), tetraciclina (10
ug/ml), gentamicina (7 ng/ml), bluo-gal (100 pg/ml) e IPTG (40 ug/ml). A las 48 horas
de iniciado el cultivo, ya se puede determinar si se ha producido la transposicion del
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elemento Tn7 del plasmido donante pFastBac™ 1 al bacmido. En aquellas bacterias
donde ha ocurrido la insercion del elemento transponible Tn7 en el bacmido, se genera
un péptido LacZa alterado y no funcional, de modo que ya no hay complementacion
intra-alélica. En consecuencia, las bacterias no son capaces de degradar el sustrato
cromogénico bluo-gal y, por tanto, no se genera el producto que confiere el color azul a
la colonia. Tras 72 horas de cultivo, se seleccionaron las colonias de color blanco, que
en principio deberian portar el bacmido recombinante, con la secuencia para la sintesis
de la proteina recombinante.

El bacmido fue extraido de bacterias de la cepa DH10Bac por el mismo método
aplicado a la extraccion del vector pFastBac™ 1 de bacterias XL1-Blue (Sambrook &
Russell, 2001). Una vez obtenido el bacmido, se comprob6 la presencia del gen de
interés en este vector mediante PCR. Para ello, se emplearon los cebadores M13
Forward (-40) (5-GTTTTCCCAGTCACGAC-3) y M13 Reverse (5-
CAGGAAACAGCTATGAC-3"), que hibridan con lugares que flanquean el sitio mini-
attTn7, situado dentro de la region de complementacion LacZo del bacmido (figura 6-
4).

Transposed pFastBac™ m Gene of interest
sequence

Bacmid DNA T T
— mini-atfTn7 —
M3 {-40) M3
Forward Rewarse

Figura 6-4. Esquema que representa el analisis de ADN del bacmido por PCR, para determinar si
el gen de interés est4 o no presente en dicho vector de expresion.

Si ha habido transposicion del elemento mini-Tn7 al baAcmido, entonces se espera que
el tamafio del producto de PCR tenga una longitud que resulta de afiadir 2300 pb al
tamafio del fragmento de ADN clonado en el vector pFastBac™ 1. Si no ha habido
transposicion, el tamafio del producto de PCR sera de unas 300 pb (figura 6.5).
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Figura 6.5. Analisis de ADN del bacmido por PCR. Mediante PCR se pudo determinar qué colonias
de las seleccionadas contuvieron el bacmido recombinante con la secuencia correspondiente a la
mutacién K64G. Se comprob6 que las colonias correspondientes a los carriles 1, 2, 3, 4, 5,6 y 9
portaron el bacmido de interés. En los carriles 7, 8 y 10, también esta la banda de 2600 pb, pero aparece
ademas la banda de 300 pb. Esto indica la presencia tanto de bacmidos recombinantes como de
bacmidos no recombinantes en las colonias correspondientes a estas tres Gltimas muestras. Las muestras
de ADN correspondientes a los carriles 11, 12 y 13 se obtuvieron a partir de colonias azules que
crecieron en un medio selectivo con bluo-gal. En estas bacterias no deberia haberse producido la
transposicion del elemento Tn7, lo cual se demuestra por la presencia de una Gnica banda de unos 300
pb en el gel de agarosa.

La expresion del transgen, introducido en el bacmido, se llevo a cabo en células de
insecto de la linea Sf9, derivada de tejido de ovario del lepiddptero Spodoptera
frugiperda. En estas células, tienen lugar la mayoria de las modificaciones
postraduccionales que normalmente ocurren en células de mamiferos y, ademas, se

producen altos niveles de proteina recombinante.
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Transfeccion en células Sf9

La transfeccion en células Sf9 se realizé mediante lipofeccién con Cellfectin®. Este
reactivo es una suspension de liposomas, compuestos por el lipido catiénico N, N', N",
N"' — Tetramethyl — N, N', N", N"" — tetrapalmitoilespermina (TM-TPS) y por dioleil
fosfatidiletanolamina (DOPE), en una proporcion 1:1,5 (mol/mol). Para llevar a cabo
la transfeccidn, se mezclaron bacmido y liposomas, en presencia de medio Grace’s no
suplementado con suero bovino fetal (SBF). EI medio de cultivo contenia L-glutamina
y bicarbonato sédico (0,35 g/l). Se afiadio esta mezcla a células Sf9 cultivadas en
placas de 6 pocillos (Nunc™). EI volumen afiadido fue de 1 ml por pocillo. Ademés de
este tratamiento, se emplearon como controles del experimento, medio Grace’s sin
SBF y con el bacmido sélo, y por otro lado, el mismo medio conteniendo Unicamente
liposomas. Finalmente, otro control consistié en medio Grace’s sin SBF. Se incubd la
placa a 27 °C durante 5 horas. Transcurrido este tiempo, se retiré el medio liquido de
cada uno de los pocillos, y se afadieron 2 ml de medio Grace’s completo (medio con
10% SBF y 1% antibiotico y antimicético). Después, se mantuvieron las células en
presencia de ese medio, durante 72 horas aproximadamente. En ese tiempo, se llevd a
cabo un seguimiento y registro de los cambios que se fueron produciendo en los

distintos pocillos.

Se tomaron fotografias de los controles y de las células transfectadas, a las 24, 48 y
72 horas de iniciada la transfeccion (figura 6-6). Las fotografias fueron tomadas con
una camara fotografica digital Coolpix 4500 (Nikon), acoplada a un microscopio 6ptico
invertido Leica DMIL.

Tras tres dias de crecimiento en presencia de medio Grace’s completo, se
recolectaron las células Sf9 de los pocillos y se homogeneizaron las muestras
resultantes, para poder analizar, mediante “western-blot”, la expresion de proteina G
recombinante en células transfectadas. Asi, 72 horas después del inicio de la
transfeccion, se despegaron las células de la superficie de la placa con un raspador
(scrapper), y la suspension celular se centrifug6 a 600 x g durante 5 minutos. Se

obtuvo, de este modo, medio Grace’s con virus, constituyendo la coleccién viral P1.
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Figura 6-6. A, fotografia de células Sf9 no infectadas por el baculovirus (células control), tomada a las
24 horas de iniciarse el experimento (100X). B, fotografia de células Sf9, tomada 24 horas después de
inocular el virus en el frasco de cultivo (100X). C, fotografia de células de insecto no infectadas (células
control), tomada entre 24 y 72 horas después de iniciado el experimento (400X). D, fotografia de células
Sf9 infectadas tomada en una fase tardia de la infeccién (24 — 72 horas) (400X).

Tras un lavado de las células con el tampodn salino PBS (137 mM de NaCl, 2,7 mM
de KCI, 12 mM de Na;HPO4 1,38 mM de KH,PO4, pH 7,4), el boton celular
resultante se resuspendié en 300 ul de tampon de extraccion de proteina (10 mM Tris-
HCI, 50 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 2 mM EDTA, pH 7,4), con SDS al 1% y los
inhibidores de proteasas iodoacetamida (5 mM) y PMSF (1 mM). El homogeneizado
celular se hizo pasar por una fina aguja de 25G x 5/8”. A continuacion, se afiadid
tampdn de carga para electroforesis de proteinas. Se hirvieron las muestras durante 3
minutos y finalmente, se llevo a cabo un “western-blot” para determinar si hubo o no
sobreexpresion de la proteina de interés. Se compararon las muestras control, obtenidas
de células Sf9 no transfectadas, con las muestras obtenidas de células que expresaron

las distintas proteinas G recombinantes (figura 2-2-3, “capitulo 2”).
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La suspension viral P1 se empled para infectar células Sf9 cultivadas en frascos de 25
cm? (Nunc™). Se afiadieron a los frascos 3 ml de dicha suspension y se dejaron las
células en presencia de ese volumen de medio infectivo, durante aproximadamente 5
horas. Transcurrido ese tiempo, se afiadieron 3 ml de medio Grace’s completo. 72 horas
después del inicio de la infeccidn, se recuperd el medio con baculovirus (coleccion viral
P2). Ademas, se obtuvo un extracto celular por el método anteriormente descrito, para
su posterior analisis.

Asi, mediante sucesivos ciclos de infeccidn, se generd una coleccion completa de
stocks virales, con toda la informacion genética necesaria para la expresion, en células
eucariotas, de las diferentes proteinas G recombinantes que han sido objeto de estudio
en esta tesis (tablas 6-1 y 6-2).

Haciendo uso de esta coleccion, se llevaron a cabo infecciones con un solo tipo de
baculovirus recombinante. También se realizaron diversas coinfecciones, consistentes
en la combinacion de dos tipos de baculovirus recombinantes diferentes, para la
obtencion de dimeros Gy, o0 de tres tipos diferentes, para dar lugar a complejos Gopy.
El objetivo fue estudiar la interaccion de cada una de las subunidades de la proteina Gi
heterotrimérica, y de diferentes complejos diméricos y heterotriméricos obtenidos a
partir de ellas, con membranas bioldgicas correspondientes a células eucariotas de la
linea Sf9.

6.2.4. Ensayos de union de las proteinas G a membranas

biologicas.

Las celulas Sf9 se infectaron o coinfectaron con baculovirus recombinantes
portadores de las secuencias de ADN correspondientes a las proteinas Gy, “wild type”,
Gy, K64G (mutacion Lys-64—>Gly-64), Gy, GER  K64G (mutaciones Lys-64->Gly-64
y Cys-68—>Ser-68), Gy, GER K65G (mutaciones Lys-65—>Gly-65 y Cys-68->Ser-68),
GB1 “wild type”, Gaip “wild type”, Gaiy Pal™ (mutacion Cys-3->Ser-3) y Gai; Myr-
(mutacion Gly-2—Ala-2). Las células se recolectaron 48 horas después de haber
inoculado los virus en las botellas de cultivo. Todos los pasos de homogeneizacion y

fraccionamiento tuvieron lugar a 25 °C.
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La suspension celular se centrifug6 a 600 x g durante 5 minutos. El concentrado
celular resultante se resuspendio en tampén K (20 mM Hepes, 100 mM KCI, 1 mM
MgCl,, 10 uM GDP, 0,5 ug/ml leupeptina, pH 7,4), y se volvio a centrifugar a 600 x
g, 5 minutos. EIl concentrado celular se resuspendio finalmente en 1 ml de tampon K 'y
se llevd a cabo una sonicacion con un sonicador Branson, de la compafiia
G.HEINEMANN (Schwébisch Gmind, Alemania), a una amplitud del 10 %, con 6
pulsos de 10 segundos y 10 segundos de pausa entre pulso y pulso. En el caso del
estudio de proteinas Gai; monomericas, el tampén K no fue preparado con GDP, sino
con GTP (20 uM).

El homogeneizado celular resultante se centrifugé 10 minutos a 1000 x g, en una
minicentrifuga Eppendorf, para descartar células intactas y nucleos. El sobrenadante de
esta primera centrifugacion se ultracentrifugé a 100.000 x g, durante 1 hora (rotor tipo
25, ultracentrifuga Beckman modelo LE-80). El sobrenadante obtenido tras esta Ultima
centrifugacion constituy6 la fraccion citosélica. El precipitado se resuspendié en un
volumen de tampon de lisis idéntico al de sobrenadante, constituyendo la fraccion
particulada. Ambas fracciones fueron analizadas por “western-blot”, al objeto de

determinar la proporcién relativa de proteinas G presentes en cada una de ellas.

En aquellos casos en los que se determind la cantidad total de proteina G presente en
ambas fracciones, la cuantificacion se llevd a cabo empleando patrones de proteina G
de concentracion conocida. Asi, se construy6 una recta de cuantificacion basada en las
densidades odpticas de las sefiales de inmunorreactividad, correspondientes a cada
concentracion conocida de proteina. La determinacion final de la cantidad de proteina
G presente en cada fraccion se hizo mediante interpolacion dentro de la recta,
partiendo de la densidad Optica integrada correspondiente a las sefiales de las muestras

problema.
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6.2.5. Purificacion de las proteinas G.

6.2.5.1. Purificacion de las subunidades Gais.

La purificacion de las diferentes proteinas Gai; recombinantes, mutadas y sin mutar,
se llevd a cabo utilizando un protocolo de Kozasa y Gilman modificado (Kozasa &
Gilman, 1995). Para la produccién de proteina recombinante, se cultivaron en
suspension las células Sf9 en medio Grace’s, suplementado con SBF al 10% (v/v), 100

U/ml penicilina y 100 pg/ml estreptomicina.

Purificacion de la proteina mutante G ai; Myr™.

Se infectaron las células Sf9, sembradas en frascos de cultivo de 175 cm? (Nunc™),

con baculovirus recombinantes portadores de la secuencia de ADN codificante de la
proteina Gai; Myr~. Cuarenta y ocho horas después de la inoculacién viral, las células
se recolectaron y se centrifugaron a 600 x g, durante 5 minutos. A continuacién, se
lavaron las células, resuspendiendo el pellet celular en tampon L frio (20 mM HEPES
pH 8,0, 1 mM MgCl,, 100 mM NacCl) y volviendo a centrifugar a 600 x g, durante 5
minutos. Tras esta segunda centrifugacion, las células se resuspendieron en 5 ml de
tampén L, conteniendo 10 mM B-mercaptoetanol, 10 uM GDP, 1mM PMSF, 0,5
ug/ml leupeptina, 20 pg/ml TLCK, 20 pug/ml TPCK y 30 ug/ml inhibidor de tripsina.
Los restantes procedimientos tuvieron lugar a 4 °C, a menos que se indique lo

contrario.

La homogeneizacion celular se llevo a cabo empleando una bomba de nitrégeno, bajo
las condiciones descritas por Kozasa y Gilman (Kozasa & Gilman, 1995). El lisado
celular obtenido se centrifugé a 3.000 x g, durante 10 minutos. El sobrenadante
resultante se centrifugd a 100.000 x g, durante 1 hora (rotor 50 Ti, ultracentrifuga
Beckman modelo LE-80). Tras la ultracentrifugacion, la proteina recombinante Gaiy
Myr~ se purificd a partir de la fraccion de sobrenadante, mediante cromatografia de

afinidad en una columna Ni-NTA de 6 ml (Invitrogen).
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La matriz cromatografica de niquel, con la proteina Gai; Myr~ unida a ella, se lavo
con 30 ml de tampon W1 (20 mM HEPES pH 8,0, 10 mM B-mercaptoetanol, 400 mM
NaCl, 0,05% (p/v) C12E1p, 10 uM GDP, 0,5 pg/ml leupeptin, 15 mM imidazol). Estos
lavados se hicieron aplicando un gradiente térmico creciente y discontinuo (10 ml a 4
°C; 10 mla 17 °C y 10 ml a 25 °C), favoreciendo de este modo la elucion de proteinas
adsorbidas inespecificamente a la resina (Lowe, 1979). A continuacion, la columna se
lavé con 20 ml de tampdn de lavado W2 (20 mM HEPES pH 8,0, 0,5 mM MgCl,, 10
mM B-mercaptoetanol, 100 mM NaCl, 0,05% (p/v) Ci2E1, 10 uM GDP, 0,5 pg/ml
leupeptin, 15 mM imidazol), a 30 °C. Tras estos lavados, se activd la columna
cromatografica con 10 ml de tampén B (20 mM HEPES pH 8,0, 50 mM MgCl,, 10
mM B-mercaptoetanol, 50 mM NaCl, 0,05% (p/v) C12E10, 30 uM AlF3, 10 mM NaF,
10 uM GDP, 0,5 pg/ml leupeptin, 15 mM imidazol), también a 30 °C. La elucién final
de la proteina Gaiy Myr~ se consigui6 con tampén E (20 mM HEPES pH 8,0, 10 mM
B-mercaptoetanol, 100 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 0,05% (p/v) Ci2E10, 10 uM GDP, 0,5
ug/ml leupeptin), y con concentraciones crecientes de imidazol. El gradiente
discontinuo de imidazol que se paso por la columna fue el siguiente: 80 mM (3 ml),
120 mM (3 ml), 240 mM (5 ml) y, finalmente, 300 mM (30 ml).

Las distintas fracciones colectadas de la columna Ni-NTA se analizaron por el
método de tincion de Coomassie y, también, mediante la técnica de “western-blot”
(para una descripciéon detallada de estos dos métodos, consultar los subapartados
6.2.10 y 6.2.11). A partir de las fracciones obtenidas, se mezclaron aquellos eluidos
mas enriquecidos en la proteina Gai; Myr~. La proteina se concentré en una columna
Amicon Ultra-15, con capacidad para retener proteinas de peso molecular superior a 30
kDa. EIl concentrado proteico se dializo frente a tampon D (20 mM HEPES pH 8,0, 3
Mm MgCl;, 1 mM DTT, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 uM GDP, 50 ng/ml
leupeptin). Finalmente, la proteina recombinante purificada se alicuot6 y se congel? a -

80 °C hasta su uso.
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Purificacion de las proteinas Gai; “wild type” (WT) y Gaiy Pal™.

Para la purificacion de las proteinas Gaiy “wild type” y Gaiy Pal”, se recurrié a la
fraccion de membranas totales de las celulas Sf9, obtenida mediante
ultracentrifugacion a 100.000 x g, siguiendo el protocolo anterior. Este enfoque es
clave para la obtencion de proteinas Gai; recombinantes, con las modificaciones
lipidicas necesarias para llevar a cabo sus funciones, tal y como remarcan Kozasa y

Gilman (Kozasa & Gilman, 1995), y como corroboramos en este trabajo.

Las células Sf9 se infectaron al mismo tiempo con tres tipos diferentes de baculovirus
recombinantes, portadores de la informacion para la sintesis de las proteinas Gaiy
(Gaiy WT 0 Gai; Pal’, segin convenga), GB1 Y Gy.. En relacién con esto, se ha
demostrado que la expresion del heterotrimero aumenta la cantidad de subunidad o
activa en las fracciones de membrana (Kozasa & Gilman, 1995).

Tras 48 horas de cultivo, las células se recolectaron y se homogeneizaron del modo
en gue se indico en el protocolo anterior de purificacion, correspondiente a la proteina
Gai; Myr~. Después de la ultracentrifugacion a 100.000 x g, el pellet de membranas
resultante se resuspendio en 6 ml de tampon S (50 mM HEPES pH 8,0, 10 mM pB-
mercaptoetanol, 500 mM NacCl), al que se le afiadi6 CHAPS (16 mM), GDP (10 uM) y
los mismos inhibidores de proteasa del tampdn L. Se tuvo la muestra en suave
agitacion durante 1 hora a 4 °C y, a continuacion, se realizO una nueva
ultracentrifugacion en frio de 1 hora a 100.000 x g (rotor 50 Ti). El sobrenadante
resultante, que constituyd el extracto de membrana, se sometio a dialisis frente al
tampon L, suplementado con 0,5 uM de GDP y 50 ng/ml leupeptina.

La muestra dializada se cargd en una columna cromatografica de tipo Ni-NTA vy el
proceso de purificacion proteica fue el mismo que el descrito para la proteina Gaiy
Myr-, con ligeras modificaciones. Asi, la concentracion de GDP en los tampones de
lavado y en el tampon B de activacion fue de 1 mM. El gradiente de imidazol
empleado para la elucién de la proteina recombinante Go fue muy similar: 40 mM (3
ml), 80 mM (3 ml), 120 mM (3 ml), 240 Mm (5 ml) y 300 mM (30 ml). Se disminuyd

la concentracion de DTT en el tampon de dialisis D a 0,4 mM.

-170 -



6.2.5.2. Purificacion de los heterodimeros GByy».

La purificacion de todos los complejos GB1y, recombinantes estudiados se llevé a cabo
segun el método empleado por Kozasa y Gilman (Kozasa & Gilman, 1995), con algunas

modificaciones.

Las células Sf9 se cultivaron en suspension en medio Grace’s completo v,
posteriormente, se infectaron con baculovirus recombinantes portadores de distintas
versiones de la secuencia de ADN codificante, correspondientes a la proteina Gys,.
Tanto la proteina Gy, “wild type” (WT), como las restantes proteinas Gy, mutadas en la
region carboxi-terminal (tales mutaciones aparecen detalladas en la tabla 6-2), se
sobreexpresaron en dichas células, en combinacion con las proteinas recombinantes
Gai; WT y GB; WT. Asi, se obtuvieron complejos Gafy claves para la posterior
obtencidn en forma pura de los distintos heterodimeros Gy, objeto de estudio.

Tras 48 horas de cultivo, las células se recolectaron y se homogeneizaron siguiendo el
mismo protocolo que se empleo para la purificacion de las proteinas Gais, excepto que
el tampon de lisis fue el tampdn S, con GDP (10 uM) y con los mismos inhibidores de
proteasas que se afiadieron al tampén L. EI homogeneizado resultante se pas6 de nuevo
por la bomba de nitrégeno y, a continuacion, se centrifugd la muestra a 3000 x ¢
durante 10 minutos. La fraccion de sobrenadante se llevo hasta un volumen total de 10
ml, afladiéndole CHAPS a una concentracion final de 16 mM (p/v). La muestra se tuvo
en suave agitacion durante 1 hora, a 4 °C, y después se ultracentrifug6 durante 1 hora a
100.000 x g (rotor 50 Ti). El sobrenadante resultante (extracto de membrana) fue
dializado en tampon D2 (20 mM NaHepes pH 8,0, 10 mM B-mercaptoetanol, 100 mM
NaCl) con 0,5 uM GDP y 50 ng/ml leupeptina, sin otros inhibidores de proteasas.

La muestra dializada se cargd en una columna Ni-NTA (Invitrogen) de 3 ml, previa
adicion de GDP a una concentracion final de 1 mM. Se incubo un volumen de muestra
de 2,5 ml con la resina de niquel en suave balanceo, a 4 °C, durante 15 minutos,
dejandola 10 minutos mas en posicion vertical. Tras la primera elucion, se afiadieron
2,5 ml mas de muestra a la columna y se procedié de la misma manera que antes. La
columna se lavd con 20 ml de tampon W1* (20 mM NaHepes pH 8,0, 10 mM -
mercaptoetanol, 400 mM NaCl, 0,05% (p/v) CiEp, 1 mM GDP, 0,5 ug/ml

leupeptina). Durante estos primeros lavados de la columna, se aplico el mismo
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gradiente de temperatura creciente y discontinuo (4, 17 y 25 °C) utilizado en la
purificacion de proteinas Gai;. A continuacion, se lavo con 5 ml de tampon W2* (20
mM NaHepes pH 8,0, 10 mM B-mercaptoetanol, 100 mM NaCl, 0,05% (p/v) C12E0, 1
mM GDP, 0,5 ug/ml leupeptina y 5 mM imidazol) a 25 °C. Se lavo la columna con 20
ml mas del mismo tampén, a 30 °C. La columna se activd después con 15 ml de
tampon B* (20 mM NaHepes pH 8,0, 50 mM MgCl,, 10 mM B-mercaptoetanol, 50
mM NaCl, 0,05% (p/v) C12E1, 30 uM AlF3;, 10 mM NaF, 10 uM GDP, 0,5 pg/ml
leupeptina), a 30 °C. Las diferentes fracciones recogidas de la columna se analizaron
mediante tinciéon de Coomassie e “inmunoblotting” (ver apartados 6.2.10 y 6.2.11 para
mas detalles). Los distintos dimeros Gy, eluyeron con el tamp6n B*. Se mezclaron
aquellas fracciones en las que se hallaban mas enriquecidos. Esta mezcla de fracciones
se diluyd en tampon D2, conteniendo DTT (1 mM) en lugar de B-mercaptoetanol. A

continuacion, se dializé la muestra frente a este mismo tampén.

La muestra dializada se concentré posteriormente en una columna de concentracion
Amicon Ultra-15, capaz de retener proteinas de peso molecular superior a 30 kDa. Se
hicieron alicuotas del concentrado y las muestras se congelaron en N, liquido y se

almacenaron a -80°C.

6.2.6. Obtencion de los complejos heterotriméricos Gafy

mediante cromatografia de afinidad.

Las diferentes formas recombinantes de Gaiy, purificadas por el método
anteriormente descrito, se mezclaron con heterodimeros Gy, también purificados, en
una ratio aproximada 1:1,5 (w:w). Asi, por cada ug de proteina Ga se afiadieron 1,5 ug
de heterodimero Gpy. La muestra se liofiliz6 mediante un liofilizador Virtis
ADVANTAGE (SP Scientific). El residuo de proteina G se resuspendié hasta una
concentracion de 25-50 ng/ul en agua con 5 mM GDPS. Se incubd la mezcla a 30 °C
durante 30 minutos. A continuacion, se diluyo en tampon de union a columna Ni-NTA
(20 mM NaHepes pH 8,0, 0,4 mM DTT, 100 mM KCI, 0,05% (p/v) C12E10, 0,5 mM
GDP). La muestra se afiadié a un tubo de 1,5 ml conteniendo resina Ni-NTA y se tuvo

en suave agitacion, toda la noche, a 4 °C. A continuacion, se centrifugd la muestra a

-172 -



800 x g, durante 2 minutos y a 4 °C. Se retird el sobrenadante y el pellet, constituido
por la matriz Ni-NTA, se resuspendié en 500 ul de tampoén de lavado (20 mM
NaHepes pH 8,0, 0,4 mM DTT, 100 mM KCl, 0,005% (p/v) C12E10, 0,5 mM GDP). En
total, se practicaron cuatro lavados de la columna a 4 °C, centrifugando en las mismas
condiciones descritas anteriormente. Finalmente, se eluyeron las proteinas unidas a la
matriz de afinidad afiadiendo 150 pl de tampdn de elucion (20 mM NaHepes pH 8,0,
0,4 mM DTT, 100 mM KClI, 0,005% (p/v) C12E10, 0,5 mM GDP, 300 mM imidazol) a
30 °C. Hubo tres rondas de elucion y, por tanto, un volumen total de muestra eluida de
450 l.

La muestra resultante del experimento de cromatografia de afinidad se diluyd en
tampon de filtracion (20 mM NaHepes pH 8,0, 1 mM DTT, 100 mM KCI, 1 mM
EDTA, 50 uM GDP), y se filtr6 con una columna de concentraciébn Amicon, con
capacidad de retencién de proteinas de peso molecular superior a 50 kDa. Este proceso
se llevd a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante (Millipore), centrifugando la
muestra con una fuerza centrifuga relativa maxima de 13.000 x g. EI concentrado final

se congeld en nitrogeno liquido y se almacend a -80°C.

Fue asi como se obtuvieron muestras enriquecidas en los siguientes complejos

heterotriméricos:
i) Ga Pal” + GBy WT, sin mutacion alguna en cualquiera de sus subunidades.

ii) Ga Pal” + GBy WT, con mutacion en la cisteina amino-terminal de la subunidad
Gaip (Cys-3—>Ser-3).
iii) Ga Myr~— + GBy WT, con mutacion en la glicina amino-terminal de la subunidad
Guij (Gly-2—Ala-2).

iv) Ga Pal” + GBy RKK, con mutaciones en los tres aminoacidos basicos de la regién
carboxi-terminal de la subunidad Gy, (Arg-62—>Gly-62, Lys-64—->Gly-64, Lys-
65—~>Gly-65).

v) Ga Pal™ + GBy RKK, con mutaciones en la cisteina amino-terminal de la subunidad
Gaiy (Cys-3—Ser-3), y en los tres aminoécidos basicos de la region carboxi-terminal
de la subunidad Gy, (Arg-62—>Gly-62, Lys-64—>Gly-64, Lys-65—>Gly-65).
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vi) Ga Myr~ + GBy RKK, con mutaciones en la glicina amino-terminal de la subunidad
Guaiy (Gly-2—>Ala-2), y en los tres aminoécidos basicos de la region carboxi-terminal
de la subunidad Gy, (Arg-62->Gly-62, Lys-64—>Gly-64, Lys-65->Gly-65).

6.2.7. Caracterizacion de las proteinas G recombinantes.

6.2.7.1. Caracterizacion lipidica de las proteinas Gau;.

Inhibicion de la miristoilacion y la palmitoilacion de las proteinas G ai;.

Se infectaron un total aproximado de 3 millones de células Sf9 con baculovirus
recombinantes, portadores de la informacion necesaria para la sintesis de las proteinas
Gaij “wild type” (WT) y Gaip Pal™. Transcurridas 16 horas desde la inoculacion viral,
se afiadieron a los frascos de cultivo los inhibidores de miristoilacion y palmitoilacion,
el é&cido 2-hidroximiristico (45 uM) y el &cido 2-fluoropalmitico (30 uM),
respectivamente. Se incubaron las células en presencia de estos inhibidores de

acilacion proteica durante 32 horas.

Para llevar a cabo estos experimentos, se prepararon soluciones de los dos analogos
de &cidos grasos a una concentracion 200 mM, disolviéndolos en etanol absoluto. Los

inhibidores se anadieron al medio de cultivo en las concentraciones arriba indicadas.

Tras un total de 48 horas de cultivo, las células se recolectaron de los frascos de
cultivo mediante raspado de la superficie. A continuacion las células se centrifugaron a
600 x g, 5 minutos. Después las células se lavaron con tampdn de extraccion de
proteina (10 mM Tris-Cl, 50 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 2 mM EDTA, pH 7,4) y se
volvieron a centrifugar. Los concentrados celulares se resuspendieron en 300 pl de
tampon de extraccion, suplementado con 1% SDS e inhibidores de proteasas como en
el tampon L. Las muestras se sonicaron utilizando un sonicador Branson, aplicando 2
pulsos de 10 segundos al 30% de amplitud, con una pausa de 10 segundos entre pulso

y pulso. Todos estos pasos de lavado y homogeneizacion tuvieron lugar a 4 °C.
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Las proteinas presentes en los lisados se separaron mediante electroforesis SDS-
PAGE, en geles de poliacrilamida al 8,5%, y se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa, para su posterior deteccion con anticuerpos. La técnica de “western-blot”
se aplicd de acuerdo con el procedimiento que se detalla en el apartado 6.2.10.1. Para
la deteccion de la proteina Gaiy, se emplearon el anticuerpo anti-Gais, a una dilucion
1/400, y el anticuerpo anti-mouse, conjugado con el fluoréforo de infrarrojo IRDye™
800CW, a una dilucion 1/5000.

Caracterizacion lipidica de proteinas Gai; purificadas.

Una proteina Gai; WT miristoilada y su homdéloga no miristoilada, obtenida después
del tratamiento con el &cido 2-hidroximiristico, se utilizaron como estandares proteicos
para la caracterizacion lipidica de proteinas Gai; recombinantes, expresadas en células
Sf9 y purificadas por el método descrito en el apartado 6.2.5. Asi, proteinas Gaiy
purificadas, obtenidas a partir de diferentes fracciones celulares, junto con las proteinas
Gaip control miristoilada y no miristoilada, se separaron mediante electroforesis de tipo
SDS-PAGE, y posteriormente se analizaron por ‘“western-blot”, bajo idénticas

condiciones a las descritas en el subapartado anterior.

Palmitoilacion no enzimatica de la proteina Gai.

El protocolo empleado en la palmitoilacién quimica de la proteina Gai; “wild type”
(WT) fue una adaptacion del procedimiento descrito por Duncan y Gilman (Duncan &
Gilman, 1996). Brevemente, una reaccion quimica de palmitoilacion de una proteina
Gai; WT (0,1-0,3 uM), miristoilada y purificada, tuvo lugar en tampon A (20 mM
HEPES, 2 mM MgCl,, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,2 mM DTT, 0,5 uM GDP, pH
7,6), en presencia de palmitoil-CoA (20 uM) y CHAPS (7,5 mM). El tiempo de
reaccion fue de 180 minutos, y la temperatura de 30 °C. Tras este paso de reaccion, se
dializo la muestra de proteina Gai; WT, miristoilada y palmitoilada, frente a un tampon
D con 0,2 mM DTT. Finalmente, alicuotas de la muestra dializada se congelaron en
nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C.

Los complejos heterotriméricos, constituidos por la proteina Gai; WT miristoilada y

obtenidos de la forma descrita en el apartado 6.2.6, se sometieron también a una
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reaccion de palmitoilacion in vitro, en las mismas condiciones descritas anteriormente,
y en la linea de otros trabajos anteriores (Moffett et al, 2000).

La palmitoilacién de la proteina Gai; WT en la cisteina-3 se demostrd6 mediante una
adaptacion del protocolo de Drisdel y Green (Drisdel & Green, 2004). En primer lugar,
las proteinas Gaiy “wild type” y Gaip Pal”, purificadas por el método descrito en el
apartado 6.2.5.1, se sometieron a una reaccion de palmitoilacion in vitro. Tras esta
reaccion, cada proteina Gai; recombinante (600 ng) se tratd con S-metil
metanotiosulfonato al 0,1%, en un tampon con 250 mM HEPES, 1 mM EDTA y 2,5
mM SDS, durante 20 minutos, a 50 °C. Este paso permiti6 el bloqueo de grupos tiol
libres en la proteina. A continuacion, se dializaron las muestras frente a una solucion de
PBS (1X) y 1 mM EDTA. Tras la diélisis, las proteinas recombinantes se llevaron a una
solucion de hidroxilamina 1 M, pH 7,4. La hidroxilamina aporta gran poder reductor al
medio en el que esta la proteina, lo que supone la liberacion de aquellos grupos
palmitoilo que se hallan unidos a las proteinas a través de enlaces tioéster. Como
consecuencia de esto ultimo, quedaron desenmascarados grupos sulfhidrilo en las
cisteinas de las proteinas. Después de este tratamiento, se inicid un nuevo ciclo de
didlisis de las muestras frente a PBS (1X) y 1 mM EDTA.

Las muestras dializadas se incubaron durante 1 hora con 0,2 mM biotina-HPDP, a
temperatura ambiente. Este complejo reacciona con los grupos sulfhidrilo de la proteina,
guedando la biotina unida a la proteina a través de un puente disulfuro y liberandose en
el proceso pyridine-2-thione. Se aplico la técnica de “western-blot” a este estudio,
siguiendo el protocolo detallado en el apartado 6.2.10.1, al objeto de detectar proteina
Guiy biotinilada. Para ello, el tampén de carga de electroforesis (10X) afiadido a las
muestras no contuvo B-mercaptoetanol. Ademas, se cargaron las muestras en el gel de
electroforesis sin hervir previamente. Para la deteccion de proteina Gaip total, se
emplearon un anticuerpo anti-Gaii, a una dilucion 1/600, y un anticuerpo secundario
anti-mouse, a una dilucién 1/5.000. Después de este primer revelado con anticuerpos, se
detectd la proteina Gai; biotinilada por el mismo sistema, tras incubacion con
estreptavidina, conjugada con el fluoréforo de infrarrojo IRDye™ 680LT, durante toda

la noche, a 4 °C.
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6.2.7.2. Caracterizacion lipidica de los heterodimeros Gpy..

La movilidad electroforética de los complejos GB,y, geranilados difirié notablemente
de la movilidad de los complejos purificados no geranilados en un gel de
poliacrilamida no desnaturalizante. Asi, la caracterizacion del estado de geranilacion
de estos complejos se llevo a cabo mediante “western-blot” no desnaturalizante (véase

apartado 6.2.10.2 para una descripcién detallada del proceso).

6.2.8. Preparacion de las membranas modelo y analisis de la

union de las proteinas G.

Los distintos tipos de membranas modelo que han sido objeto de estudio en esta tesis
se prepararon a partir de soluciones de lipidos naturales a una concentracién 10 mM,
disueltos en una mezcla de cloroformo:metanol 2:1 (v/v). La concentracion exacta de
fosfolipidos y esfingomielina en las soluciones de partida se determind mediante un
método de cuantificacidn, descrito en el apartado 6.2.9.1, y basado en la deteccion del
fosforo presente en cada muestra (Bartlett, 1959; Bottcher et al, 1961; Fiske &
Subbarow, 1925). Por su parte, la determinacion de la concentracion de colesterol en la
soluciéon de partida correspondiente, se hizo siguiendo el método desarrollado por
Zlatkis et al. (Zlatkis et al., 1953), descrito en el subapartado 6.2.9.2. La concentracién
final de lipido total en cada una de las mezclas lipidicas obtenidas fue 3 mM. A
continuacidn, se indican las proporciones molares de cada lipido afiadido a las distintas
mezclas estudiadas: PC:PE (1:1, mol:mol), PC:PE (1:4, mol:mol), PC:PS (4:1,
mol:mol), PC:PS (2:1, mol:mol), PC:PE:Cho (1:1:1, mol:mol), PC:PE:Cho:SM (1:1:1:1,
mol:mol), PC:PE:PS (2:2:1, mol:mol).

Tras la preparacion de las distintas mezclas, el solvente se elimind mediante
exposicion de las muestras a un flujo de argén. Como resultado de esto, se formé una
fina pelicula lipidica en el fondo de los tubos. El residuo fue sometido a vacio durante al
menos 3 horas y, a continuacion, las peliculas lipidicas se hidrataron en tampén 20 mM
NaHEPES, conteniendo 100 mM KCI y 0,1 mM EDTA, a pH 7,4. La hidratacion se

hizo a 42 °C, agitando vigorosamente con vortex. Las vesiculas multilamelares
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resultantes (MLVs) se sometieron a 10 ciclos de congelacion y descongelacion, y
finalmente se obtuvo una poblacion de vesiculas unilamelares grandes de 400 nm de
diametro mediante un procedimiento de extrusion. La extrusion se llevd a cabo segun el
método de Mayer et al. (Mayer et al, 1986), y consistidé basicamente en hacer pasar la
emulsion de lipidos a través de una membrana de policarbonato de un tamafio de poro
de 400 nm un total de 11 veces, utilizando un “miniextruder” (Avanti Polar Lipids). Las
concentraciones finales de lipidos en las muestras de liposomas se determinaron por los
métodos ya mencionados de Béttcher et al. (Bottcher et al, 1961) y Zlatkis et al. (Zlatkis
et al, 1953).

En los ensayos de unién de proteinas G a membranas modelo, se incubaron los
distintos liposomas en presencia de las proteinas G recombinantes objeto de estudio,
durante 1 hora, a 25 °C y en agitacién a 200 r.p.m. Asi, en el caso de las distintas formas
de Gaij, se afiadieron 150 ng de proteina a una mezcla de unién con 1 mM liposomas,
20 mM NaHEPES, 100 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 50 uM GTPyS, a pH 7,4. El volumen
total de la mezcla fue de 300 pl.

En el caso de los heterodimeros Gy, la cantidad de complejo afiadida a la mezcla fue
de 100 ng. En estos experimentos no se afiadid6 GTPyS a la mezcla de union, que en lo
demas fue similar a la que se describe para las proteinas monoméricas Ga..

Finalmente, en los ensayos de union de complejos heterotriméricos Gapy a membranas
modelo, la cantidad de complejo afadida a la mezcla fue de 50 ng. Tampoco en estos
experimentos se afiadié GTPyS. Los complejos heterotriméricos llevaron unido GDPS.

La proteina G unida a membranas se separ6 de la proteina no unida por
ultracentrifugacion a 90.000 x g, durante 1 hora, a 25 °C, en series experimentales
independientes. Los concentrados de membrana resultantes de la ultracentrifugacion se
resuspendieron en 40 ul de tampon de carga de electroforesis (84 mM Tris-HCI pH 6,8,
4% SDS, 1% B-mercaptoetanol, 5% glicerol, 0,01% (p/v) de azul de bromofenol) y se
hirvieron las muestras durante 3 minutos. A continuacion se cargaron en el gel de
electroforesis. Las diferentes proteinas G estudiadas se detectaron mediante la técnica

de “western-blot”, de acuerdo con el protocolo descrito en el apartado 6.2.10.1.
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6.2.9. Métodos quimicos de cuantificacion.

6.2.9.1. Cuantificacion del fésforo inorganico.

La cuantificacion del fosforo inorganico es una herramienta fundamental en los
experimentos con membranas, ya que permite conocer la cantidad de fosfolipidos que
hay en una membrana, ya sea biologica o modelo (LUVs, SUVs...). Para ello, se utilizd
el método colorimétrico modificado de Fiske y Subbarow (Bartlett, 1959; Bottcher et al,
1961; Fiske & Subbarow, 1925).

Cada ensayo requirié de la elaboracion de una recta patrén que contuvo cantidades
conocidas de fosforo inorganico. En este caso, se hizo una recta con valores

comprendidos entre los 0 y 100 nmoles, usando para ello una solucion 1 mM Na,HPO,.

Las soluciones necesarias para este método, junto con los pasos a realizar (tabla 6-3),
se muestran a continuacion:
1. Patron fosfato: 1 mM NaHPO,.
2. Acido perclorico 70%.
3. Molibdato 10X: 22 g. heptamolibdato amdnico [(NH4)sM07024], 143 ml H,SQOy,
857 ml H,0.
4. Molibdato 1X: diluir 10 veces el molibdato 10X.

5. Acido ascorbico 10% (p/v) (renovado cada 2-3 semanas).

Inicialmente, se llevo a cabo una digestion con acido percldrico al 70% (v/v), a 195 °C,
afiadiendo 500 pl a tubos de 150 x 15 mm. EIl acido perclérico, ayudado por la
temperatura, digiere las moléculas de fosfolipidos, oxidando el grupo fosfato y
transformandolo en fosfato inorganico. Para que tenga lugar la digestion es suficiente
una temperatura superior a 180 °C, durante un minimo de 45 minutos.

A continuacién, se afiadieron 4 ml de una solucion de molibdato (1X) y 500 ul de
acido ascorbico al 10% (w/v). El fosfato inorganico reacciona con el molibdato y el
acido ascorbico, dando como resultado una solucion amarillenta que deriva en azulada a
medida que la cantidad de fosforo aumenta. La reaccion discurrié a 100 °C durante 5-6

minutos. Transcurrido este tiempo, se procedid a la lectura de la absorbancia de la

-179 -



reaccion colorimétrica a una A=812 nm, en un lector de fluorescencia FLUOstar Omega
(BMG LABTECH).

Tabla 6-3. Pasos para determinar el fésforo soluble por el método de Fiske y Subbarow modificado
(Fiske y Subbarow, 1925; Bartlett, 1959; Bétcher y cols., 1961).

Adiciones Fiske normal Fiske reducido
Patrén fosfato 1 mM o muestra 0-100 nmoles 0-25 nmoles
Acido perclérico 70% 500 pl 100 pl
Digestion: >180°C, >40 min
H.0 -— 500 pl
Molibdato 4 ml (1X) 100 pl (10X)
Acido ascorbico 10% 500 pl 100 pl
Reaccion colorimétrica: 100°C, 5-6 min

Medida de absorbancia 812 nm 830 nm

6.2.9.2. Ensayo de determinacion de colesterol.

El colesterol es un tipo de lipido que, por carecer de fosforo, no puede cuantificarse
mediante el método colorimétrico modificado de Fiske y Subbarow anteriormente
descrito. Sin embargo, numerosos métodos de determinacion de colesterol, tanto
quimicos como enzimaticos, han sido desarrollados (Zak, 1977; Ibarguren et al, 2010).
Entre todos ellos, el que se aplico a la cuantificacion de colesterol en las soluciones de
partida y en membranas modelo de tipo PC:PE:Cho:SM (1:1:1:1), fue el método
desarrollado por Zlatkis, Zak y Boyle (Zlatkis et al, 1953).

A partir de una solucion patrén de colesterol en &cido acético al 0,1% (p/v), se
construyé una recta de calibracion con valores comprendidos entre 0 y 517 nmoles de

colesterol.

Las soluciones necesarias para este método se muestran a continuacion:
1. Solucion patron de colesterol: colesterol al 0,1% (p/v) en acido acético.
2. Acido acético glacial.
3. Solucion A: 500 mg FeCl3.6H,0 en 20 ml de acido fosférico al 85%.
4

Agente coloreador: 21 ml de acido sulfurico concentrado + 4 ml de solucion A.

Todas las soluciones a analizar, la solucion del blanco, las de los estandares y las de
las muestras problema, se llevaron hasta un volumen final de 3 ml. con &cido acético

glacial. Se agitaron los tubos y se esperé 30 minutos a que tuviera lugar la disolucién
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completa del colesterol. A continuacion, se afiadieron 2 ml. de agente coloreador, se
agitd nuevamente cada tubo, y se esperd otros 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se

procedio a la lectura final de la absorbancia a 550 nm.

Mesterol
HO
HOAC/H, SO,
ZAK LIEBERMANN-
BURCHARD
'.03

(so,)
ton of 3,5-Diene
Dienylic Cation Pentaenylic Cotion
A max 412NN (Calc. 396NM) * Nass szouu(mszsmn'
W +Fet2 ﬁv\( +
SO,0H
Trienylic Cotion Chotestahexaene Sulfonic Acid
A max 478N (Calc. 473 NMI% Amas 410NN (Calc. 418NM)* *

9@?

Tetraenylic Cation
Amex S63Nm (Colc. 599 nm) *

Figura 6-7. Mecanismos de reaccion propuestos para los métodos de Zlatkis, Zak y Boyle (a la
izquierda) y de Liebermann-Burchard (a la derecha) (adaptado de Burke et al, 1974).

En la reaccion de Zlatkis, Zak y Boyle, la presencia de acido acético y acido sulfurico
en la mezcla de reaccién conduce a la protonacion del grupo —OH del colesterol y
posterior deshidratacién, para dar el ion carbonio 3,5-colestadieno (Burke et al, 1974).
En un medio muy acido como el de esta reaccion, la deshidratacion del colesterol ocurre
muy rapido. Una secuencia de oxidaciones sucesivas a partir de este carbocation, en
presencia de Fe*", propicia la formacién primero del carbocation dienil (Amax = 412 nm),
a partir del cual se origina el carbocation trienil (Amax = 487 nm) y, como producto final,

el carbocation tetraenil (Amax = 563 nm). En cada paso de oxidacion, se forma la
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cantidad equivalente de Fe**, a partir de Fe** (figura 6-7). El resultado, en un
espectrofotometro de luz visible, es la sucesién en el tiempo de tres picos de
absorbancia a 412, 478 y 563 nm. La absorbancia maxima a 563 nm en la reaccién de
Zlatkis, Zak y Boyle, se obtiene tipicamente en 30-40 minutos desde el comienzo de la
reaccion, a 25 °C (Burke et al, 1974). La formacion del carbocation tetraenil deseado
requiere la formacion de tres dobles enlaces adicionales en la molécula de colesterol
(figura 6-7).

Este método se aplicé a la determinacidn del colesterol presente en membranas modelo
de tipo PC:PE:Cho:SM (1:1:1:1), antes y después de la extrusion de los liposomas a
través de filtros de policarbonato con un tamafio de poro de 400 nm de didmetro. De
acuerdo con los trabajos de lIbarguren et al. (Ibarguren et al, 2010), la extrusion de
vesiculas lipidicas que contienen colesterol a traves de filtros con un tamafio de poro de
100 nm de didmetro, supone la pérdida de parte del contenido en colesterol presente en
las vesiculas lipidicas, pérdida que también depende de la composicion lipidica de las
mismas.

Dada la importancia del colesterol en la formacién de dominios con estructura liquido-
ordenada, a través de la unién intima con la esfingomielina, se analiz6 la presencia de
colesterol en vesiculas de tipo PC:PE:Cho:SM antes y después de la extrusion, mediante
la reaccion de Zlatkis, Zak y Boyle. Ademas, se determiné la concentracion total de
fosfolipido en esas mezclas mediante el método modificado de Fiske y Subbarow vy, de
esta manera, se pudo calcular la proporcién fésforo:colesterol. Para comprobar el efecto
de los fosfolipidos acompafiantes en la determinacion del colesterol, se aplic6 también

dicho ensayo a membranas modelo formadas por PC, PE y SM en una proporcion 1:1:1.

-182 -



3.0

'] Before extrusion |
2.5 7 \EZZA After extrusion |

2.04 — 7

1.5+

1.0 4

model membranes

0.5

0.0

PC:PE:SM PC:PE:Cho:SM

0.7 [ Before extrusion

0.6 After extrusion

0.5
0.4
0.3

0.2

model membranes

0.1

Cholesterol concentration (mM) in w Phospholipid concentration (mM) in }

C PC:PE:SM PC:PE:Cho:SM
] ,
._E. | I Before extrusion
] I After extrusion
E 4 mAC
i)
=
e
- 3 4
o
L
7]
o
<] 2
=
©
8
=
S 1
=
o
0
2
o O
PC:PE:Cho:SM

Figura 6-8. Analisis del contenido en colesterol de membranas modelo antes y después del proceso
de extrusion. A, determinacién del fésforo total presente en muestras con membranas modelo de tipo
PC:PE:SM y PC:PE:Cho:SM, antes y después de la extrusion. B, determinacién del contenido en
colesterol de dichas muestras por el método de Zlatkis, Zak y Boyle. C, proporcién fosfolipido:colesterol
(mol:mol) en membranas de tipo PC:PE:Cho:SM, antes y después de la extrusion.

Se observo que tanto en vesiculas de tipo PC:PE:SM como de tipo PC:PE:Cho:SM, la
concentracion de fosfolipido total fue muy similar antes y después de la extrusion
(figura 6-8 A). Lo mismo ocurri6é cuando se determiné la concentracion de colesterol en
la mezcla de PC:PE:Cho:SM (figura 6-8 B). Curiosamente, las mezclas constituidas por

PC, PE y SM dieron una sefial superior al blanco, lo que supuso la existencia de una
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pequefia interferencia en la determinacion de la concentracion de colesterol en los
liposomas de interés (figura 6-8 B).

Puesto que la extrusion no afecto al nivel total de fosfolipidos, ni al nivel de colesterol,
tampoco la proporcion fésforo:colesterol se vio alterada por este procedimiento (figura
6-8 C). Asi pues, el problema detectado con la extrusion de determinadas mezclas
lipidicas a través de filtros con un poro de 100 nm de diametro, no se hizo patente en el

modelo experimental estudiado y bajo las condiciones de trabajo descritas.

6.2.9.3 Aplicacion del ensayo de Bradford a la deteccion de

polioxietileno 10 lauril éter en solucion.

El reactivo de Bradford se ha usado ampliamente para la determinacion de la
concentracion de proteinas en solucion (Bradford, 1976). Este reactivo es el azul de
Coomassie, el cual transita entre dos estados de ionizacion diferentes: una forma
cationica no unida a la proteina, que le da un color rojo o verde al tinte, y una forma
anionica, de color azul, estabilizada por la unién a la proteina mediante interacciones
débiles de tipo fuerzas de van de Waals e interacciones ionicas. La forma del tinte unida
a la proteina tiene un maximo de absorbancia a 595 nm. EIl valor de absorbancia del
tinte azulado es proporcional a la concentracion de proteina presente en la muestra, de
acuerdo con la ley de Lambert-Beer, existiendo una relacion lineal dentro de un rango
de valores de concentracion de proteina determinados. A efectos de cuantificacion
proteica, el reactivo de Bradford no es compatible con altas concentraciones de
detergentes. Cuando se analiz6 la absorbancia del reactivo de Bradford en presencia de
diferentes concentraciones del detergente polioxietileno 10 lauril éter (Cy2Eig), se
comprobO que existia una clara relacion de dependencia (figura 6-9 A). Una
transformacion logaritmica de la absorbancia y de la concentracion de detergente
convirtio la curva sigmoidal de la figura 6-9 en una recta (figura 6-9 B). Se aprovechd
este comportamiento para la deteccidon en solucion de este detergente, utilizado en la

columna cromatogréafica durante el proceso de purificacion proteica.
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Figura 6-9. Curvas patron obtenidas en uno de los ensayos de determinacion de la concentracion de
C1:E1 por el método de Bradford. A, relacion de dependencia entre las concentraciones de Cy;E;0 en
distintas soluciones patron y la absorbancia de cada una de esas muestras, medida a 595 nm. Esta relacion
no fue lineal. B, relacion lineal obtenida a partir de la transformacién logaritmica de las variables
descritas anteriormente. Este comportamiento fue aprovechado para determinar los niveles de detergente
Cy,E40 en distintas muestras objeto de estudio.

Un ejemplo de la utilidad practica de este ensayo fue su aplicacion en los estudios de
interaccion entre los complejos GaByy las membranas modelo, con objeto de
determinar los niveles de detergente no iénico Cy,E;o en las diferentes mezclas de union
consideradas (figura 6-10). En todos los casos, la muestra control constituida por las
vesiculas lipidicas pero sin el complejo heterotrimérico, dio un valor de referencia igual
o superior al de las muestras con los diferentes complejos heterotriméricos, para cada

una de las membranas modelo estudiadas (figura 6-10).
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Figura 6-10. Deteccidn del detergente C,,E;, en mezclas de uniéon Gaefy-LUVs. En todos los casos, el
ruido de fondo obtenido a partir de los valores de absorbancia de las muestras en las que no hubo
proteina, equivalente a una concentracion hipotética de aproximadamente 0,1 mM de Cy,E;q, resultd ser el
valor de referencia en torno al cual se situaron los deméas valores de concentracién correspondientes a
todas las muestras problema analizadas.

Este método permitid, al menos, descartar una hipotética presencia de detergente
C12E10 en una concentracion superior a su concentracion micelar critica en las mezclas

de unién, cuyo valor aproximado de 0,136 mM fue dado por Hu et al. (Hu et al., 2011).
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Mas aun, los valores finales de absorbancia parecieron indicar una nula interferencia del
detergente Cq2E;10 en los resultados finales de union de proteinas G heterotriméricas a
membranas modelo. En todos los casos, los valores de absorbancia de las muestras
problema fueron muy similares a los de las muestras control, carentes éstas Ultimas de

proteina y, por tanto, de Cy,E1.

6.2.10. Analisis de las interacciones lipido-proteina y proteina-

proteina por “Western-blot”.

6.2.10.1. “Western-blot” desnaturalizante.

Para la deteccion inmunoldgica de las proteinas de interés se utilizd la técnica de
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS, también denominada SDS-PAGE (del
inglés “Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis®) (Laemmli,
1970). Es la técnica electroforética mas comunmente utilizada para el andlisis de
proteinas, debido a la capacidad del detergente anionico SDS de solubilizar, disociar y
desnaturalizar proteinas y complejos multiproteicos, dando lugar a cadenas
polipeptidicas Unicas. EI SDS se une a las proteinas de acuerdo con una relacion
cantidad de SDS unido : peso molecular de la proteina constante, de manera que la
carga por unidad de masa se vuelve también constante. De esta forma, los complejos
SDS-proteina migran hacia el anodo durante la electroforesis, y su separacion
electroforética depende Unicamente de su masa molecular. La concentracion de
acrilamida en el gel determina el rango de separacion de las proteinas en la
electroforesis.

En la electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS, un hecho critico es la
diferenciacion de los geles en dos zonas de pH diferente (Laemmli, 1970). La zona
superior, en la que se concentran las muestras, se denomina “stacking” y tiene un pH de
6,8. Esta compuesta por un 4% (p/v) de acrilamida-bis-acrilamida. Para formar este gel
se prepard una solucion que contuvo: 166 mM de Tris HCI, pH 6,8, 0,1% (p/v) de SDS,
0,23% (p/v) de persulfato aménico y 0,083% (viv) de N,N,N’,N-
tetrametiletilenodiamina. A continuacion del “stacking”, inmediatamente por debajo, se

situa la zona de separacion o "running”, compuesta por 8-10% (p/v) de acrilamida-bis-
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acrilamida, 1 M de Tris-HCI, pH 8,8, 0,1% (p/v) de SDS, 0,05% (p/v) de persulfato
aménico y 0,05% (v/v) de N,N,N",N - tetrametiletilenodiamina. El pH de este gel de
separacion es de 8,8. La diferencia de pH entre “running” y “stacking” es fundamental
en la concentracion de la muestra, primero, en el “stacking”; y, después, en la
separacion de las proteinas por orden de masa molecular en el “running”. A pH 6,8, la
glicina tiene una carga neta de cero, lo que da lugar a un fuerte gradiente de voltaje
entre los iones CI™ y la glicina. Las proteinas cargadas negativamente y sometidas a la
influencia de este gradiente, se concentran todas ellas a la entrada del gel de separacion.
A pH 8,8, la glicina adquiere carga neta negativa, desapareciendo ese gradiente
electroquimico. Las proteinas migran entonces a traves del entramado de poliacrilamida
del gel de separacion por influencia del campo eléctrico dominante fijado. Las
concentraciones de acrilamida en el gel de separacion fueron adecuadas para separar
proteinas con un peso molecular comprendido entre 15 y 100 kDa. Los geles tuvieron
un tamafo de 7 x 10 cm (15 calles) con 1 mm 6 1,5 mm de espesor, y en ellos se
cargaron de 15 a 45 pl de muestra. Junto a las muestras se sembraron 5 pl de un
estandar coloreado (“Precision Plus Dual Color”, Biorad) con distintas proteinas
indicadoras de peso molecular (10-250 kDa). Las electroforesis se llevaron a cabo a un
voltaje constante de 90 V durante 30 minutos, para concentrar las muestras en la zona
del “stacking”; y, finalmente, se aplico un voltaje de 120 V durante aproximadamente
unos 100 minutos, para separar las proteinas. EI tampon de electroforesis estuvo
compuesto por 0,3% de Tris base, 1,44% de glicina, y 0,1% de SDS. EIl pH fue de 8,5 —
8,6 aproximadamente. En todos los experimentos, la electroforesis se detuvo después de
la salida del gel del frente de electroforesis, tefiido éste con el azul de bromofenol.

Tras la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
aplicando un campo eléctrico perpendicular al plano del gel. Para ello, se pusieron en
contacto el gel y la membrana de nitrocelulosa, rodeados de papel de filtro y esponjas
que ayudaron a mantenerlos unidos bajo presion en un casette. Durante la transferencia,
el amperaje constante aplicado fue de 350 mA/gel, y el proceso duré 2 horas y 30
minutos. Para la transferencia se utilizé un tampén compuesto por 0,31% de Tris base,
1,44% de glicina, y 20% (v/v) de metanol, pH 8,3-8,6. Al término de la transferencia y
para minimizar la fijacion inespecifica del anticuerpo, las membranas se incubaron
durante 60 minutos a temperatura ambiente con solucion de bloqueo. Este paso y los

siguientes variaron dependiendo del sistema de deteccidn proteica empleado.
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Deteccidn de la proteina por quimioluminiscencia.

Este fue el sistema empleado para la deteccion de las proteinas Go y Gp
correspondientes a los distintos complejos heterotriméricos que se usaron en los
estudios de unién a membranas modelo (seccion 3.2.2. del capitulo 3). También se
empled este sistema en el analisis de la interaccién con membranas de células Sf9 de los
complejos diméricos y heterotriméricos, obtenidos a partir de la sobreexpresion en
dichas células de las proteinas Gaiy, GB1 Y de la subunidad Gy, con distintas mutaciones
en su regidn carboxi-terminal (para mas detalles ver secciones 2.2.3 y 3.2.3.2).

Cuando la deteccion de proteina se realiz6 mediante una reaccion de
quimioluminiscencia, el bloqueo de las membranas de nitrocelulosa tras la transferencia
se hizo con una solucién salina tamponada de fosfato (137 mM de NaCl, 2,7 mM de
KCI, 12 mM de Na;HPO,, 1,38 mM de KH,PO,, pH 7,4), que contuvo un 5% (p/v) de
leche desnatada en polvo, 0,5% (p/v) de albumina sérica bovina y 0,05% (v/v) de
monolaureato de polioxietileno-sorbitan (Tween 20). Posteriormente, las membranas se
incubaron con el anticuerpo primario diluido en la solucion de blogueo (diluciones entre
1:100 y 1:5000, dependiendo del anticuerpo), manteniéndolas en suave agitacion
durante toda la noche, a 4 °C. A continuacion, las membranas se lavaron tres veces con
PBS. Cada lavado tuvo una duracion de 10 minutos. Finalmente, las membranas se
incubaron 2 horas a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario conjugado con
la enzima peroxidasa de rabano, diluido en la solucién de bloqueo (anti-conejo, dilucion
1:5000; o anti-ratén, dilucion 1:2000). Finalmente las membranas se lavaron tres veces
con PBS durante 10 minutos.

La inmunoreactividad se detect6 mediante un sistema de quimioluminiscencia. Las
membranas de nitrocelulosa se incubaron durante 1 minuto a temperatura ambiente con
el reactivo ECL (Amersham Internacional), o bien durante 5 minutos con ECL-PLUS.
En este sistema de deteccidn, la enzima peroxidasa de rabano, conjugada con los
anticuerpos secundarios, actua como catalizador de la oxidacion del sustrato luminol en
presencia de perdxido de hidrdgeno.

Tras esta reaccion, el luminol pasa a un estado excitado (estado de alta energia) y
vuelve a su estado inicial (estado de baja energia) mediante la emision de luz por
fosforescencia. Un agente fenolico de amplificacion se incluye en los reactivos ECL,

que es capaz de amplificar mas de 100 veces la intensidad de luz emitida. La luz

- 189 -



emitida, que presenta un pico méximo en los primeros cinco minutos decayendo
después lentamente, se detectd al poner en contacto las membranas de nitrocelulosa con
una pelicula fotografica (ECL Hyperfilm™ Amersham) (figura 6-11).

Ac. secundario-peroxidasa de rabano

Peroxido Producto oxidado

Proteina 5
Ac. primario * Luminol
2H,O +
Amplificador
Membrana Pelicula
nitrocelulosa fotogréfica

Figura 6-11. Deteccién de proteinas por quimioluminiscencia utilizando los reactivos ECL. Las
membranas de nitrocelulosa se incubaron en presencia del anticuerpo primario. Después se incubaron en
presencia del anticuerpo secundario conjugado con la enzima peroxidasa de rabano, que cataliza una
reaccion en la que se produce luminol. Las sefiales de quimioluminiscencia se detectaron al incubar las
membranas con los reactivos ECL y exponerlas a una pelicula fotogréafica.

Los marcadores de peso molecular coloreados, que fueron cargados junto a las
muestras en cada gel, se separaron mediante electroforesis y fueron transferidos a la
membrana de nitrocelulosa. El peso molecular de cada una de las proteinas de interés se
determiné al colocar la pelicula fotografica impresionada sobre la membrana de
nitrocelulosa y calculando su posicién en la membrana con respecto a los marcadores de

peso molecular.

Deteccidn de la proteina mediante analisis fluorométrico de infrarrojo

cercano.

Este sistema de deteccion estd basado en la propiedad de ciertas sustancias con
maximos de absorbancia a 700 u 800 nm que, tras ser excitadas con luz de ese rango de

longitudes de onda, son capaces de emitir radiacion en la region del infrarrojo cercano.
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Los anticuerpos secundarios empleados en estos experimentos llevaron conjugados este
tipo de fluordforos y el equipo de medicion utilizado fue un sistema de deteccion de
radiacion infrarroja ODISSEY, desarrollado por la compafila LI-COR Biosciences.
Dicho equipo estuvo provisto de dos canales de luz incidente, uno de 700 nm y el otro
de 800 nm, y de un sensor capaz de detectar y registrar la radiacion infrarroja
procedente de las membranas de nitrocelulosa.

En los estudios de union de las distintas proteinas Gai; y de los complejos GBiy, a
membranas modelo (secciones 1.2 y 2.2.2), se llevo a cabo la deteccidn de proteina por
este sistema. También, la caracterizacion lipidica de las distintas proteinas G estudiadas
se hizo empleando este sistema de deteccion proteica.

Tras la transferencia, se procedio al bloqueo de las membranas de nitrocelulosa en las
mismas condiciones descritas en el apartado anterior, pero empleando en este caso una
solucién salina tamponada de fosfato (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 12 mM de
Na,HPO,, 1,38 mM de KH,PO,, pH 7,4), que contuvo Unicamente un 5% (p/v) de leche
desnatada en polvo. No se utiliz6 Tween 20 durante el bloqueo, dado que aumenta
considerablemente la sefial inespecifica. También, la albumina contribuye a aumentar el
ruido de fondo.

Posteriormente, las membranas se incubaron con el anticuerpo primario diluido en la
solucion de blogueo a la que se afiadio un 0,1% (v/v) de Tween 20 (diluciones entre
1:100 y 1:5000, dependiendo del anticuerpo), manteniéndolas en suave agitacion
durante toda la noche, a 4 °C. A continuacion, las membranas se lavaron tres veces con
PBS conteniendo un 0,1% (v/v) de Tween 20. Cada lavado tuvo una duracion de 10
minutos. Finalmente, las membranas se incubaron 1 hora a temperatura ambiente con un
anticuerpo secundario que llevé conjugado un fluoréforo IRDye™ 800CW (780 nm, LI-
COR Biosciences), diluido en solucién de blogueo con un 0,1% (v/v) de Tween 20 y un
0,001% (p/v) de SDS (anti-conejo, dilucion 1:5000; anti-raton, dilucion 1:5000).
Finalmente se realizaron tres lavados de las membranas, de 10 minutos cada uno, con la
solucion ya descrita de PBS méas Tween 20, y un ultimo lavado de 2-3 minutos con
PBS.

La membrana de nitrocelulosa se colocd sobre la pantalla del sistema de deteccion
ODISSEY y se expuso a radiacion de 700 nm y de 800 nm. Las imagenes obtenidas
contuvieron las bandas inmunorreactivas, cuya intensidad dependié de la cantidad de
radiacion infrarroja asociada a cada una de ellas y detectada por el equipo. Las

imagenes finales resultantes del escaneo fueron exportadas en formato *.tiff, con una
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resolucion de 300 ppp. La cuantificacion fotodensitométrica de las bandas se explica en
el siguiente apartado y se hizo de un modo similar a como se cuantificaron las bandas

obtenidas por quimioluminiscencia.

Cuantificacién fotodensitométrica.

En todos los casos, archivos con formato *.tiff, conteniendo las imagenes de las bandas
inmunorreactivas, fueron analizados mediante el software de cuantificacién Total Lab®
(totallab Life Science Analysis Essentials). Para la cuantificacion proteica, la cantidad de
proteina de interés se determind mediante interpolacion del valor de densidad dptica de
la banda inmunorreactiva, en una curva patron construida con cantidades crecientes de
una proteina G estdndar de concentracion conocida. Se observo la existencia de una
relacion lineal entre la cantidad de proteina patron cargada en distintos pocillos de un
mismo gel y los valores de densidad Optica integrada correspondientes. De esta manera,
se determino la cantidad de proteina G unida a un tipo concreto de membrana, y se
expresdé como los ng de proteina G unida a esa membrana entre los ng de proteina G
total de partida introducida en la mezcla de union. Otra forma de representar la unién de
proteinas G a membranas fue mediante porcentajes de union relativos, respecto a un
valor de union de referencia del 100% a un tipo determinado de membrana, que

generalmente correspondi6 a la unién de las proteinas estudiadas a vesiculas de PC.

6.2.10.2. “Western-blot” no desnaturalizante.

En este tipo de “western-blot” se llevo a cabo una electroforesis en condiciones no
desnaturalizantes, excluyendo el SDS de los geles y de los tampones de electroforesis y
de carga. Las muestras tampoco contuvieron B-mercaptoetanol, ni se hirvieron. De esta
manera, los complejos heterodiméricos Gpiy. y los complejos heterotriméricos
Gal1B1y2, S€ mantuvieron intactos.

En este caso, se prepard un unico gel de pH 8,8. Este gel estuvo compuesto por: 8%
(p/v) de acrilamida-bis-acrilamida, 0,7 M de Tris-HCI pH 8,8, 0,175% (p/v) de
persulfato aménico y 0,063% (v/v) de N,N,N",N - tetrametiletilenodiamina. EI tampon

de carga 10X en el que se diluyeron las muestras contuvo 120 mM de Tris HCI pH 6,8,
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50% (v/v) de glicerol y 0,01% (p/v) de azul de bromofenol. El tampdn de electroforesis
usado fue el mismo que el del “western-blot” desnaturalizante, pero sin SDS.

En el caso de los dimeros GB1y, la electroforesis durd 3 horas a un voltaje constante
de 80 V. En el caso de los heterotrimeros GaiiB1yz, la duracion de la electroforesis fue
de 5 horas. La transferencia duro toda la noche y se hizo a 4°C y a 35 V, utilizando para
ello un tampdn de transferencia idéntico al del “western-blot” desnaturalizante. Los
pasos siguientes se hicieron tal y como se describio anteriormente para la deteccion de
proteina mediante analisis fluorométrico del infrarrojo cercano. Los anticuerpos
primarios utilizados fueron anti-Gaiyiz (dilucion 1:1000), anti-GB; (diluciéon 1:100) y
anti-Gy; (dilucion 1:100). Los anticuerpos secundarios llevaron conjugado el fluoréforo
IRDye™ 800CW (780 nm, LI-COR Biosciences) y se utilizaron a una dilucién 1:4000.

6.2.11. Tincion de geles de poliacrilamida con azul de

Coomassie.

Los geles en los que se separaron proteinas o complejos de proteinas, se tifieron con 3
mM de azul de Coomassie, disuelto en agua:metanol:acido acético (40:50:10). Los geles
se dejaron en la solucién de tincion durante toda la noche, en suave agitacion. Al dia
siguiente, se destifiieron con una solucion de agua:metanol:acido acético (87,5:5:7,5)
(Watterson et al, 1976). Tras 5-6 lavados de 1 hora a 60 °C con la solucién de destefiir,
los geles se secaron utilizando el equipo “Gel Drying Kit” (Invitrogen), y siguiendo las

instrucciones del fabricante.
6.2.12. Modelado informatico.

La prediccion de la estructura secundaria de las regiones N-terminal de Gaiy y C-
terminal de Gy, se llevd a cabo con el servidor Psi-Pred (Jones, D.T., 1999).

Un alineamiento de las secuencias correspondientes a la region N-terminal de las
distintas proteinas Go miristoiladas de rata se hizo utilizando la herramienta informatica
Clustal W (1.81). También se llevo a cabo un alineamiento de las secuencias de las
distintas proteinas Gy, humanas conocidas. En estos alincamientos, el caracter “*”
indica posiciones en la secuencia en las que existe un residuo completamente

€Ca

conservado. El caracter “:”, por su parte, indica la presencia de sustituciones
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conservativas, en las que las cadenas laterales de los amino&cidos alineados tienen
propiedades quimicas muy similares. Un tercer simbolo es un punto, “.”, para indicar la
presencia de sustituciones semiconservativas, en las que hay un menor grado de
similitud entre aminoacidos.

Se obtuvieron proyecciones bidimensionales de la hélice o N-terminal de Gaiy y de la
hélice C-terminal de Gy, por medio del servidor HELIQUEST (Gautier et al., 2008). La
imagen resultante se almaceno en formato *.jpg.

Para determinar el efecto de los &cidos miristico y palmitico en el ordenamiento
estructural de los cinco primeros aminoécidos de Gai; WT, Gaip Myr  y Gai; Pal -, se
utiliz6 la herramienta informatica MMFF94 molecular mechanics. Esta aplicacion
permitio resolver las configuraciones estructurales mas estables de esos distintos
péptidos en el vacio. El estudio se llevd a cabo usando el software ChemBio 3D Ultra
12.0 de la compafiia Perkin Elmer (anteriormente CambridgeSoft).

Los perfiles de hidrofobicidad de proteinas Gy, con distintas mutaciones en su region
C-terminal, representados en la escala Kyte-Doolitle, se obtuvieron de la pagina

http://www.vivo.colostate.edu/molkit/hydropathy/index.html.

6.2.13. Analisis estadistico de los datos.

Se utiliz6 el software Origin 8.0 para el andlisis estadistico de los datos y la
construccion de los gréaficos. Los resultados mostrados son los valores de la media +
error estdndar del nimero de experimentos indicado (n). Las diferentes muestras se
compararon utilizando un test de analisis de la varianza (ANOVA) o bien, un test t de
Student de dos muestras de datos no emparejados. Las diferencias entre los grupos

experimentales se consideraron estadisticamente significativas para valores de p < 0,05.
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