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Introduccidén

1. FUNDAMENTOS DEL TRAFICO INTRACELULAR

1.1. TRAFICO MOLECULAR ENTRE ORGANULOS CITOPLASMICOS

Los diferentes organulos membranosos presentes en la célula no son, en modo
alguno, compartimentos aislados. Si bien cada uno de ellos se caracteriza por contar con
una dotaciéon molecular autéctona y desempefiar funciones propias, en realidad son
estructuras interdependientes. Continuamente se producen trasvases de moléculas de un
organulo a otro, de forma que flujos de proteinas y otras moléculas recorren el

citoplasma celular en cada instante.

En términos generales, el transporte puede ser vesicular o no vesicular. Este
ultimo se refiere, por ejemplo, al ingreso y exportacién de proteinas solubles en el
nuicleo o la mitocondria. En suma, son reacciones de transferencia de moléculas

individuales desde un compartimento a otro de la célula.

Por el contrario, el transporte vesicular, objeto del presente estudio, comprende
la formacién de un transportador (carrier). Se trata de una estructura transitoria, rodeada
por una membrana limitante y en cuyo interior se incluyen una serie de moléculas a
transportar denominadas, en conjunto, “cargo”. El transportador es un intermediario y
media la transferencia colectiva de moléculas desde un compartimento donador hasta
otro aceptor. Para ello, se desprende o evagina del primero y viaja por el citoplasma
hasta fundir su membrana con la del orgdnulo de destino (Rothman y Orci, 1992;
Rothman, 1994).

Tratandose del transporte simultdneo de diferentes moléculas en un mismo
vehiculo, la seleccidén del cargo es un aspecto fundamental del proceso. Durante la
génesis del intermediario de transporte, las proteinas y lipidos son escogidos para que,
bésicamente, abandonen el organulo donador aquellas moléculas que necesariamente
han de viajar a otro destino celular (Rothman y Wieland, 1996).La eficiencia del
transporte depende de esta segregacion inicial entre las moléculas a exportar y el resto

de componentes presentes en el compartimento de origen.
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Ademads, si las transferencias no fuesen selectivas las diferencias en composicién
entre los diferentes organulos quedarian en poco tiempo anuladas.

Por tanto, existen mecanismos moleculares responsables de la seleccién de unos
componentes y retencién de otros. De ahi, la denominacién de “sefiales” o “motivos”
que, en el caso de proteinas, suelen referirse a grupos de amiriodcidos continuos 0 no en
la secuencia. Se habla, por ello, de sefiales de exportacion que permiten la salida de un
compartimento, sefiales de retencién que hacen posible su permanencia y sefiales de
recuperacion para hacer retornar a moléculas escapadas. Las sefiales son reconocidas
por receptores especificos quienes, en wltimo término, son los responsables de la
seleccién molecular. Generalmente, los receptores acompafian a sus ligandos durante el
transporte, por lo que han de ser recuperados y devueltos al organulo de partida para ser

reciclados y participar en nuevas rondas de transporte (Barlowe, 2003b).

Por tal motivo, las transferencias moleculares entre orginulos suelen ser
bidireccionales. El transporte anterdgrado desde un compartimento donador a otro
receptor tiene su contrapartida en forma de transporte retrogrado desde el segundo hasta
el primero (Lippincott-Schwartz, 1993). La finalidad de este ultimo es doble: reciclaje
de receptores y otras moléculas necesarias para el transporte y, al mismo tiempo,
recuperacién de aquellos componentes integrales del organulo donador que,
accidentalmente, pudieran haber sido incluidos en intermediarios de transporte y
alcanzado un compartimento distinto al de residencia. Resulta, por ello, obvio la
imposibilidad practica de separar ambas vias. Por ejemplo, la inhibicién del transporte
retrégrado afecta asimismo al flujo anterégrado (Gaynor y Emr, 1997, Letourneur y

cols., 1994).

Si bien se suele utilizar comunmente la denominacion de transporte vesicular, la
naturaleza de los intermediarios no necesariamente ha de corresponderse con vesiculas
esféricas. Las observaciones al microscopio electrénico de muestras fijadas revelan la
presencia multitudinaria de perfiles vesiculares en el citoplasma celular (Horstmann y
cols., 2002). No obstante, los estudios in vivo con proteinas cargo fluorescentes parecen
indicar que, en muchos casos, se trata de extensiones tubulares o incluso estructuras
tubulovesiculares pleomorficas, a veces de gran tamafio (Presley y cols., 1997;

Hirschberg y cols., 1998; Polishchuk y cols., 2000).
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En el presente trabajo utilizaremos, por ello, el término “intermediario de transporte” o
“transportador” para denominar ‘la estructura fisica encargada de realizar la

transferencia.

El citoplasma celular es un "hervidero" de intermediarios de transporte. Aunque
morfolégicamente pudieran parecer similares, existen diferentes clases funcionales
dependiendo de los compartimentos que relacionan y el sentido, anterégrado o
retrégrado, en que viajan. La mayoria de ellos se encuentran integrados en, al menos,
una de las dos grandes rutas de transporte intracelular que operan en las células

eucaridticas.
1.2. LA RUTA EXOCITICA

La ruta exocitica parte del reticulo endoplasmico (RE) y, a través del complejo
de Golgi, alcanza la membrana plasmaética. Basicamente es la via biosintética seguida
por proteinas secretoras y de la membrana plasmatica (Palade, 1975).En parte, también
recorren este itinerario las proteinas endégenas de organulos como el RE, Golgi,

endosomas y lisosomas (Mellman y Warren, 2000).

La sintesis de estas moléculas es llevada a cabo por los ribosomas asociados al
RE rugoso. En este orgdnulo tiene lugar el plegamiento de la proteina, su modificacién
co- y post-traduccional y el establecimiento de asociaciones oligoméricas. Durante
todas estas reacciones, las moléculas son continuamente evaluadas por parte de un
sistema de calidad a cargo de chaperonas, enzimas de glicosilacién, etc. que determinan
el momento en que aquella alcanza un estado conformacional apropiado (Kleizen y
Braakman, 2004). En este punto, entra en juego la maquinaria encargada de seleccionar

a las proteinas y catalizar su exportacion con destino a Golgi.

En el complejo de Golgi se realizan multiples reacciones secuenciales de
procesamiento, fundametalmente glicosilaciones, pero también fosforilacion,
protedlisis, sulfatacién, etc (Helenius y Aebi, 2001). También en el Golgi, y mas
concretamente en su compartimento mds distal o TGN, las proteinas son seleccionadas
para ser enviadas a multiples destinos finales: espacio extracelular, membrana

plasmatica, endosomas, granulos de secrecién (Griffiths y Simons, 1986).
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Mientras tanto, aquellos componentes endégenos del RE que alcanzan el Golgi son
reconocidos y devueltos a su organulo de origen (Pelham, 1991).

» En el Golgi, ademas, se reciclan los componentes de la membrana plasmatica
(Farquhar, 1985). Se puede decir, por tanto, que el complejo de Golgi constituye el eje
central del flujo exocitico y endocitico, ya que en sus cisternas convergen las moléculas
que van a ser exportadas fuera de la célula con aquellas que, por el contrario, ingresan

desde el espacio extracelular (Donaldson y Lippincott-Schwartz, 2000).
1.3. LA RUTA ENDOCITICA

La contrapartida al flujo exocitico la constituye la ruta endocitica. Consiste en la
captacién de componentes extracelulares en invaginaciones de la membrana plasmética
que, posteriormente, dan lugar a vesiculas endociticas libres en el citoplasma (Conner y
Schmid, 2003).Las vesiculas endociticas convergen en los endosomas, en cuyo interior
tiene lugar la seleccién de los complejos ligando-receptor formados con anterioridad a
nivel de la superficie celular (Mellman y cols., 1986). A partir de aqui, el itinerario
seguido por las diferentes moléculas endocitadas varfa. Algunas son degradadas en el
interior del endosoma y otras, en cambio, son recicladas a la membrana plasmatica, bien

directamente o a través del complejo de Golgi (Mellman, 1996).
1.4. MAQUINARIA MOLECULAR QUE SUSTENTA EL TRANSPORTE

Cada uno de los pasos del transporte intracelular comprende la transferencia de
moléculas desde un compartimento donador hasta otro receptor o diana.
Conceptualmente este transito puede ser desglosado en varias etapas correspondientes a
los procesos de seleccién de moléculas, inclusion en un intermediario de transporte y
anclaje y fusién con el compartimento u orgénulo receptor. Una serie de proteinas son
las encargadas de catalizar las diferentes etapas. Lalllamada "magquinaria molecular del
transporte” comprende aquellas moléculas que no son en si mismas objeto del
transporte, pero hacen posible su realizacién (Rothman, 1994; Rothman y Wieland,
1996). Algunas acompafian a los componentes transportados; otras, en cambio, ejercen
su funcién exclusivamente a nivel del organulo donador o receptor. En definitiva, son

las moléculas que sustentan el transporte. A decir de algunos autores, forman parte
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fundamental del acervo molecular comun sobre el que se asienta la organizacién celular
eucariota (Rothman y Orci, 1992).

En algunos casos, se trata de moléculas que participan en multiples tipos de
transferencias; en otros, son especificas de un determinado paso de transporte entre dos

compartimentos concretos.
1.4.1. PROTEINAS DE CUBIERTA

La formacidn de un intermediario de transporte a partir de un compartimento
donador requiere que, con anterioridad, se asocien a la superficie citosélica de €ste un
conjunto de proteinas solubles para constituir una cubierta proteica (Schekman y Orci,
1996; McMahon y Mills, 2004). La cubierta tiene dos funciones. Por un lado, interviene
en la seleccidn y concentracién de las moléculas a transportar (Aridor y Balch, 1996).
Por otro, permite la deformacién fisica de la membrana limitante del organulo, de forma
que se origina un saliente en forma de “burbuja” o “jfema” (bud) que, tras aumentar de
tamafio, termina por desprenderse. Las proteinas de cubierta son, por tanto, los

auténticos catalizadores de los procesos de evaginacion (Springer y cols., 1999).

Existen multiples complejos proteicos formadores de cubierta en las células.
Cada uno de ellos esta especializado en la formacién de transportadores para una ruta
concreta del trafico intracelular. Para nuestro estudio,‘nos interesan particularmente
aquellos que intervienen al comienzo de la ruta exocitica; esto es, los encargados de

dirigir el trafico molecular entre el RE y el Golgi.

El complejo COPII interviene exclusivamente en la exportacion de moléculas
desde el RE con destino al complejo de Golgi (Barlowe y cols., 1994). Esta constituido
por una pequefia proteina de unién a GTP de 24 kDa llamada Sarlp y los heterodimeros
Sec23/24py Secl13/31p.

. Estudios in vitro han permitido reconstruir el ensamblaje secuencial de estas
proteinas sobre la membrana del RE. La asociacién de Sec23/24p requiere que,
previamente, se haya unido a la membrana Sarlp en su forma activa (unida a GTP) y, a
su vez, es condicién imprescindible para que se una Sec13/31p (Bednarek y cols., 1996;

Matsuoka y cols., 1998; Haucke, 2003).

11



Introduccion

El complejo COPII interacciona con motivos de exportacion presentes en el tallo
citosélico de los receptores de “cargo”, haciendo posible la seleccién molecular durante

la evaginacion (Barlowe, 2003b).

El complejo COPI incluye una proteina de unién a GTP de 20 kDa denominada
ARF1 (ADP-ribosylation factor 1) ¥ un complejo (700 kDa) equimolecular de siete
polipéptidos denominado coatémero (Schekman-y Orci, 1996). Forman el coatémero las
proteinas o-, B-, B’-, v-, 8-, €-, y £-COP, las cuales se encuentran ya asociadas, total o
parcialmente, durante su permanencia en el citosol (Waters y cols., 1991). Tras varios
afios de discusién sobre la participacién o no de este complejo en el trafico anterégrado
RE-Golgi, actualmente se acepta de forma general que las cubiertas COPI intervienen
fundamentalmente en el transporte retrégrado desde el Golgi al RE (Love y cols., 1998).
Sin embargo, es posible también que reemplazen al complejo COPII en el tltimo tramo
del trafico anterégrado, esto es, desde el compartimento intermedio al cis-Golgi (Aridor

y cols., 1995; Rowe y cols., 1996; Scales y cols., 1997).

Aunque los componentes moleculares son distintos en un caso y otro, desde el
punto de vista de sus respectivos mecanismos de actuacion ambos complejos se
comportan en forma similar. Asi, por ejemplo, el ensamblaje de la cubierta depende de
la activacién inicial de una pequefia proteina G. En este sentido el papel funcional de
ARF1 en el ensamblaje de las cubiertas COPI es analogo al ejercido por Sarlp en el
ensamblaje de COPII (Serafini y cols., 1991). En definitiva, la activacién de la proteina
G favorece su asociacién a la membrana, lo cual desencadena la incorporacion
(secuencial en el caso de COPII y en bloque en el caso de COPI) de los restantes
componentes de la cubierta (Schekman y Orci, 1996).Al igual que COPII, los
componentes integrantes del complejo COPI interaccionan con las proteinas a
transportar interviniendo activamente en su seleccion (Letourneur y cols., 1994; Harter

y Wieland, 1998).

Al deformar fisicamente la membrana del compartimento donador, las proteinas
de cubierta inician el proceso de evaginacién. Este culmina cuyo, mediante la fusion
periplasmica (fisién) de la membrana, se libera al citoplasma un intermediario de
transporte. Es posible que en ésta ultima parte del proceso participen protefnas de

escisién del tipo de la dinamina, implicada en la formacion de las vesiculas endociticas

12
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cubiertas de clatrina (Sweitzer y Hinshaw, 1998). También podrian influir cambios

localizados en la composicion lipidica de las membranas (Godi y cols., 1999).

El tiempo de permanencia de la cubierta proteica es limitado. En el caso de los
complejos COPI y COPII, una vez completada la escisién del transportador, las
proteinas se desprenden como consecuencia de la hidrdlisis del GTP unido a ARF1 y
Sarlp respectivamente. Las formas unidas a GDP de ambas proteinas carecen de
afinidad por las membranas, por lo que se liberan al citosol. En ausencia de la
correspondiente proteina G, los restantes componentes de la cubierta experimentan
disociacién inmediata y son reutilizados en nuevas rondas de transporte. En realidad,
ambos complejos portan, desde el mismo momento de su ensamblaje, a las moléculas
GAP (proteinas activadoras de la actividad GTP4sica) responsables de desencadenar la
despolimerizacién (Donaldson, 2000). Se trata, por tanto, de controlar temporalmente
que este acontecimiento tenga lugar tras la evaginacién y no antes.

Por otro lado, la disociacién de la cubierta permite exponer aquellas moléculas
que identifican al intermediario de transporte y determinan su destino final.

Hallazgos recientes sugieren la existencia en el organulo donador de proteinas
de membrana que impedirian el reflujo de los intermediarios recién formados (Kamena

y Spang, 2004).
1.4.2. PROTEINAS DE RECONOCIMIENTO Y FUSION

Tras su desprendimiento del orgénulo o compartimento de origen, el
intermediario y su cargamento de moléculas transportadas viajan a través del citoplasma
hasta aproximarse al orgdnulo de destino. En términos generales, el papel desempefiado
por los componentes del citoesqueleto y las proteinas motoras durante esta parte del
transporte es fundamental, si bien la importancia relativa de microttibulos y filamentos

de actina depende de la ruta concreta de transporte (Lippincott-Schwartz, 1998).

La interaccién del intermediario de transporte con el compartimento receptor es
un proceso gradual que consta de diferentes etapas: anclaje, reconocimiento y fusién,
cada una de las cuales es realizada por una maquinaria proteica particular. Los factores

de aproximacion y anclaje (fethering) suelen ser proteinas de gran tamafio con largas
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porciones helicoidales (coiled-coil). Estas moléculas dan lugar a conexiones
filamentosas que enlazan el transportador al compartimento de destino (Whyte y Munro,
2002). Cada paso del transporte intracelular consta de una dotacién caracteristica y
particular de protefnas de anclaje. Su incorporacion desde el citosol hasta las
membranas es un proceso regulado por proteinas G pertenecientes a la familia Rab,
siendo éstas igualmente especificas de cada paso de transporte (Zerial y McBride,
2001).

Las SNAREs son proteinas integrales de membrana implicadas en el
reconocimiento entre el transportador y el organulo aceptor (Nichols y Pelham, 1998).
Las v-SNAREs son activamente seleccionadas e incluidas en la membrana del
intermediario de transporte durante el proceso de evaginacién. Identifican al vehiculo
transportador para que pueda ser reconocido por las t-SNAREs presentes en la

membrana del compartimento diana (Hay y Scheller, 1997).

La interaccidén de las v-SNAREs con las t-SNAREs se realiza a través de sus
respectivos dominios citosélicos con estructura helicoidal y es altamente especifica. De
este modo, las transferencias moleculares entre organulos se hallan predeterminadas y
‘es practicamente imposible que un transportador funda con un compartimento diferente
de aquel al que est4 destinado (Varlamov y cols., 2004). En definitiva, la especificidad
del trafico intracelular entre compartimentos depende de las interacciones
complementarias entre v-SNARE y t-SNARE. Estas interacciones estdn sometidas a

regulacidn espacial y temporal por parte de otras proteinas (Gerst, 2003).

Tras la formacién del complejo SNARE las membranas participantes se
encuentran muy proximas, hasta tal punto que podria tener lugar espontdneamente la
fusion entre ellas, con o sin la ayuda de factores adicionales (Weber y cols., 1998). NSF
y SNAPs son proteinas que participan en los procesos de fusién entre membranas de
muy diversa procedencia (Block y cols., 1988; Sollner y cols., 1993). Ambas moléculas
estan presentes en todos los tipos celulares eucariotas, en forma altamente conservada, y
son esenciales en todos los pasos del tréfico intracelular entre compartimentos. En un
tiempo se pensé que, de algin modo, se comportarian como proteinas fuségenas y ellas

mismas catalizarian la fusién (Rothman y Orci, 1992).
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Estudios recientes indican, sin embargo, que la actividad ATPésica de NSF es
necesaria para disociar los complejos SNAREs formados durante el reconocimiento de

las membranas (Weber y cols., 2000).

Sea como fuere, la disociacién de los complejo SNARES permite llevar a cabo el
reciclaje de las v-SNARES, que deberan retornar al compartimento donador mediante
transporte retrogrado, asi como disponer en la membrana del orgdnulo receptor de una

nueva remesa de t-SNARE:s listas para recibir transportadores adicionales.

1.5. REGULACION DEL TRANSPORTE ENTRE COMPARTIMENTOS

La compleja maquinaria molecular responsable de la formacién y el consumo de
los intermediarios de transporte se halla sometida a regulacién. La eficiencia de las
transferencias entre organulos depende de un estricto control espacial y temporal de las
multiples interacciones moleculares implicadas. Ademas de las proteinas G de bajo peso
molecular pertenecientes a las familias Rab y ARF, otras moléculas reguladoras
permiten la correcta coordinacion de las diferentes etapas de que consta cada uno de los
acontecimientos de transporte entre compartimentos (Altan-Bonnet y cols., 2004). Se
trata de especies moleculares ya conocidas por su participacion en rutas de traduccién
de sefiales a nivel de membrana plasmatica. El papel funcional que realizan en relaciéon

con el transporte dista de ser conocido.

1.5.1. PROTEINAS G TRIMERICAS

Todas las rutas de transporte analizadas parecen estar moduladas
diferencialmente por diversos tipos de proteinas G. De hecho, se han identificado ciertas
isoformas de subunidades Go. como componentes integrales del Golgi (Denker y cols.,
1996) donde podrian desempefiar un importante papel estructural (Jamora y cols., 1997;
Yamaguchi y cols., 1997) ademés de regular el ensamblaje y disociacién de las

cubiertas COPI (Donaldson y cols., 1991).
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1.5.2. ENZIMAS FOSFORILADORAS

La regulacién por fosforilacién es una forma rdpida y eficaz de modular los
procesos de transporte, al tiempo que susceptible de reversién mediante la activacion de

las correspondientes enzimas fosfatasas.

Entre los acontecimientos del trafico intracelular que se encuentran sometidos al
control por fosforilacién figuran: las interacciones de los receptores de cargo con las
proteinas de cubierta, el ensamblaje/polimerizacién de ciertos complejos de cubierta, el
reclutamiento de proteinas motoras, la asociacién de los intermediarios de transporte
con proteinas de anclaje, las interacciones entre v- y t-SNARE (Davidson y cols., 1992;
Lee y Linstedt, 2000; Mufiiz y cols., 1996; Roth y Sternweis, 1997; Van Lint y cols.,
2002; De Matteis y cols., 2002).

Las quinasas implicadas pertenecen a varias clases: PKC, PKA, PKD, Caseina-

quinasa, PI-3quinasa, Src quinasa, etc.

2. RECONOCIMIENTO Y SELECCION MOLECULAR AL COMIENZO DE
LA RUTA EXOCITICA

2.1. TRAFICO RE-GOLGI

El trafico molecular entre el RE y el complejo de Golgi es intenso.
Intermediarios de transporte de muy diversos tipos (vesiculas y tubulos aislados, asi
como agrupaciones tubulovesiculares y grandes estructuras pleomoérficas) pueblan la
interfase citopldsmica entre ambos organulos. Funcionalmente, los hay que pertenecen a
la modalidad de transporte anterégrado; otros, en cambio, actiian en el flujo retrogrado.
Algunos estdn cubiertos por el complejo COPIL, otros por COPI y muchos otros no
muestran cubierta. Para mayor complicacion, los compartimentos de salida del RE y de
entrada al Golgi son estructuralmente complejos, ademas de muy variables dependiendo

del tipo celular y circunstancias fisioldgicas.
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Tradicionalmente se ha considerado que el llamado reticulo de transicién

representa el lugar de exportacion de las protefnas que abandonan el RE (Palade, 1975).

Se trata de un conjunto de cisternas tubulares proximas al complejo de Golgi que tienen
como particularidad el presentar parte de su superficie desprovista de ribosomas, a pesar
de ser continuas con el RE rugoso. Con posterioridad se ha determinado que los lugares
de exportacién pueden encontrarse tanto préximos como alejados del Golgi (Bannykh y
cols., 1996).

En general, consisten en una serie de cisternas de transicién dispuestas alrededor
de una regién central ocupada por grupos de vesiculas y tubulos cubiertos de COPI. La
superficie de las cisternas enfrentada al entramado tubulovesicular es lisa y de ella
emergen constantemente perfiles vesiculares con cubierta COPIL Por el contrario, en su
superficie opuesta las cisternas del RE presentan ribosomas. Esta organizacién general

se presta a multiples variaciones incluso dentro de una misma célula.

A CcoPIl
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Por su parte, el compartimento cis del Golgi esté constituido por 2-3 cisternas
fenestradas que se prolongan en un entramado de tibulos interconectados en forma de
encaje (Rambourg y Clermont, 1990). La denominacién de red cis del Golgi (CGN)

hace alusion a las caracteristicas estructurales de esta parte del organulo.

A mitad de camino entre el RE y el Golgi se sitia un conjunto de membranas
pleomérficas, constituido basicamente por agrupaciones de vesiculas y tabulos, que en
su dia recibi6é la denominacién de compartimento intermedio (Hauri y Schweizer,
1992). Su existencia como entidad estructural independiente estuvo avalada por la
identificacién de profeinas endégenas, (Schweizer y cols., 1988), asi como por la
asignacién de funciones exclusivas tales como la iniciacion de la O-glicosilacién (Tooze
y cols., 1988) o ser el lugar preferente de evaginacién de ciertos virus (Sodeik y cols.,
1993).

Estudios adicionales demostraron que se trata de una estacién mas en la ruta
exocitica, ya que las proteinas secretoras en elaboracion la atraviesan en su marcha
hacia el espacio extracelular o membrana plasmética (Schweizer y cols., 1990).

Resulté ademds que, en determinadas condiciones experimentales (incubacion a
15°C o con Brefeldin A), ciertas proteinas se acumulan preferentemente en esta

localizacién (Klumperman y cols., 1998; Rios y cols., 1994).

Actualmente se concibe el compartimento intermedio como un lugar de
concentracién del cargo anterégrado y, sobre todo, la estructura preferente para el
reconocimiento y seleccién de las moléculas que, habiendo escapado del RE, deben
retornar a éste organulo (Martinez-Menérguez y cols., 1999). Los receptores encargados
de efectuar tal reconocimiento se suelen encontrar concentrados en este lugar, asi como
las proteinas de cubierta COPI responsables de la formacién de los correspondientes

intermediarios para el transporte retrogrado.

Precisamente la presencia mayoritaria del complejo COPJ, en lugar de COPIL, a
nivel del compartimento intermedio es tema de discusién. Algunos autores proponen
abiertamente la participacién de estas proteinas de cubierta en el transporte anterégrado
ademéas del flujo retrégrado. Si bien se admite de forma general que inicialmente las
proteinas abandonan el RE en intermediarios cubiertos de COPII, se sugiere que pronto

este complejo es reemplazado por COPI (Aridor y cols., 1995; Rowe y cols., 1996;
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Scales y cols., 1997). El intercambio de cubiertas tendria lugar antes de que las
proteinas en trdnsito alcancen el compartimento intermedio o bien a nivel de éste (Rowe

y cols., 1996).

La naturaleza de los intermediarios que median el transporte RE-Golgi es_otro
aspecto cuestionado. La monitorizacién en células vivas del transporte sincronizado de
una proteina cargo fluorescente ha mostrado la formacién, a la salida del RE, de grandes
estructuras de 0.4-1 um de didmetro (Lippincott-Schwartz, 1998). Ello contrasta con la
visién clésica del transporte mediado por vesiculas de 60-80 nm de didmetro. Al
microscopio electrénico los intermediarios de gran tamafio se corresponden con
estructuras de forma irregular, envueltas por una membrana limitante y con numerosos
perfiles vesiculares asociados (Horstmann y cols., 2002; Palmer y Stephens, 2004).Se
desplazan a lo largo de microtiibulos desde el citoplasma periférico hasta las
proxinﬁdades del Golgi en la regién perinuclear. Para algunos autores, este tipo de
intermediarios mediarian el transporte a larga distancia, es decir, a partir de sitios de
exportacién del RE muy alejados del Golgi, en tanto que, para distancias cortas, se

utilizarian vesiculas més o menos tipicas.

Por otro lado, hay quien piensa que los intermediarios de gran tamafio
sencillamente se corresponden con el compartimento intermedio. Segin uno de los
varios modelos propuestos (Hong, 1998), el compartimento intermedio es, en realidad,
una estructura transitoria y mévil. Se originaria por la fusién homotipica de vesiculas
derivadas del RE, justo después del desprendimiento de la cubierta COPIL A partir de
aqui, el compartimento experimentaria un proceso de maduracién gradual al tiempo que
se aproxima al Golgi. La maduracién consistiria en la evaginacién de intermediarios
COPI con moléculas de retorno para el RE. Finalmente, el compartimento fundirfa con
el cis-Golgi, por lo que éste podria ser considerado como una continuacion funcional de

aquel.

Sea como fuere, los flujos moleculares anterbgrado y retrégrado alcanzan su
méxima coordinacién en la regién comprendida entre el RE y el complejo de Golgi.
Asi, los sitios de exportacién del RE se originan en lugares concretos de este orgdnulo a

partir del flujo retrégrado procedente del Golgi, de forma que la interrupcién de este
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ultimo afecta a la distribuciéon de aquellos (Hammond y Glick, 2000). Asimismo, los
agentes y condiciones que ocasionan un bloqueo en el transporte anterégrado RE-Golgi
dan lugar a la desorganizacion de este ultimo, cuyo mantenimiento estructural depende

directamente de la actividad exportadora del RE (Ward y cols., 2001).

‘RE y Golgi son, por tanto, organulos funcional y estructuralmente dependientes. De
hecho, las proteinas de membrana endégenas del Golgi periédicamente reciclan a través

del RE siguiendo el flujo retrégado (Storrie y cols., 1998; Miles y cols., 2001).

Por todo ello, la individualidad real de ambos orgénulos es relativa. Las
opiniones varfan acerca de si algunos de los componentes del Golgi, por ejemplo, las
llamadas proteinas de la matriz, constituyen una entidad estable, una especie de
andamiaje molecular independiente del RE (Seemann y cols., 2000; Barr, 2002) o si,
por el contrario, todo el organulo se origina a partir del RE y depende de €l (Puri y

Linstedt, 2003; Ward y cols., 2001).

2.2. SENALES DE EXPORTACION DEL RE

Durante afios el transporte de moléculas desde el RE al complejo de Golgi fue
considerado como un proceso inespecifico en el que proteinas y lipidos eran englobados
en vesiculas sin ningtin tipo de seleccién previa. La llamada hipétesis del bulk-flow se
fundamentaba en la observacién de que la velocidad de transporte a lo largo de la ruta
exocitica de un pequefio glicopéptido carente de alglin tipo de sefial de destino era
equiparable a la de algunas proteinas secretoras (Wieland y cols., 1987). En definitiva,
se pensaba que, a diferencia del transporte retrogrado, el flujo anterégrado tendria lugar
por ausencia de sefial (by default). En el momento de formarse el intermediario de
transporte, las proteinas solubles y de membrana presentes en el RE entrarfan en el

interior del intermediario sin haber sido previamente escogidas.

En su lugar, se verian arrastradas por un flujo masivo de moléculas, de suerte
que su concentracién en el interior del intermediario seria igual a la del organulo de
origen. El mismo mecanismo operarfa en el transporte a través de las cisternas del Golgi

y desde éste a otros destinos celulares (Rothman y Orci, 1992).
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Esta visi6on:- cambié sustancialmente durante los aflos noventa con la
demostracién de que proteinas tan significativas como la proteina G del virus de la
estomatitis vesicular (VSV) (Balch y cols., 1994) y la albumina (Mizuno y Singer,
1993) eran concentradas en los sitios de salida del RE con anterioridad a su inclusién en
intermediarios de transporte. Estos hallazgos despertaron el interés por identificar

sefiales de exportacién presentes en las proteinas destinadas a abandonar el RE.

La primera de tales sefiales fue descrita por Balch y cols. en el dominio
citosélico de la proteina G del virus VSV (Nishimura y Balch, 1997). Se trata de la
secuencia diacidica DXE (Asp-X-Glu) cuya eliminacién afecté negativamente a la
salida del RE de VSV-G, en tanto su incorporacién a una proteina endégena del RE
permitié la inclusién de ésta en vesiculas de transporte (Nishimura y cols., 1999). Con
posterioridad se ha comprobado que, en el caso de la proteina G del VSV, la sefial de
exportacién incluye también un motivo basado en tirosina (YXXJ, siendo & un
amino4cido hidrofébico de gran tamafio) situado junto a la secuencia diacidica (Sevier y
cols., 2000). En cualquier caso, sefiales parecidas (por ejemplo, EXE o EXD) han sido
identificadas en proteinas de membrana de una amplia variedad de especies (Nishimura
y Balch, 1997; Votsmeier y Gallwitz, 2001; Ma y cols., 2001) lo que indica que se trata

de un motivo de exportacion muy extendido.

No obstante, para otras proteinas las secuencias implicadas son claramente
diferentes. Por ejemplo, se han descrito motivos basados en la presencia de dos
aminoécidos hidrofébicos consecutivos tales como fenilalanina (FF), leucinas (LL),
tirosina (Y'Y, FY), asi como la combinacién de dos de ellos (Bonifacino y Glick, 2004)
y/o la presencia, al parecer determinante, de un residuo de valina en posicién C-terminal
(Todice y cols., 2001). Ademés, recientemente se han caracterizado los motivos
dibasicos (RKXRK) presentes en el tallo citoplasmico de un buen niimero de proteinas
de membrana incluyendo canales idénicos y glicosiltransferasas (Giraudo y Maccioni,
2003). Asi pues, las sefiales moleculares que favorecen el transporte desde el RE al

Golgi varian de una proteina a otra.

21



Introduccién

Proteinas Funciones Sefiales

Syslp Proteina de Golgi, supresor de mutantes ypt6 DLE

Gaplp Permeasa de amino4ciodos DID

VSV-G Glicoproteina de la envoltura de VSV YTDIE
Kir2.1 Canal de potasio FCYENE
Kirl.1 Canal de potasio VLSEVDETD
Prm8&p Proteina de membrana regulada por feromona FF

ERGIC53 Lectina FF

hp248, Miembro de la familia p24 F¥

Erv46p Proteina transmembrana de vesiculas de RE FI

Ervdlp Proteina transmembrana de vesiculas de RE IL

Emp46p Lectina YYMF, LL
Emp47p Lectina LL

Erv25p Miembro familia p24 FF, LV
Emp24p Miembro familia p24, receptor de Gaslp FF, LV
Sed5p t-SNARE Golgi YNNSNPF, LMLME
Betlp v-SNARE ER-Golgi LASLE
GalT2 Enzima de Golgi RR

GalNacT Enzima de Golgi RR

(Bonifacino v Glick, 2004)

A pesar de tal diversidad, la mayoria de las secuencias de exportacién parecen

funcionar segun un mecanismo parecido; esto es, la interaccién con algiin componente
de la cubierta COPII tal como el complejo Sec23/Sec24p o Sarlp (Aridor y cols., 1998;
Miller y cols., 2002; Mossessova y cols., 2003; Giraudo y Maccioni, 2003). Por tanto, la

seleccion de las proteinas de membrana se llevaria a cabo mediante la asociacién de su

dominio especifico de exportacién con las proteinas de cubierta COPIL Los diferentes

motivos de exportacién difieren en su afinidad por los componentes del complejo

COPII, quienes, a su vez, presentan varios sitios para el reconocimiento de diversas

sefiales de exportacién (Barlowe, 2003a; Miller y cols., 2003). Es de imaginar, por ello,

que un mismo complejo COPII podria reconocer e interaccionar simultdneamente con

varias proteinas cargo distintas.
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Otro aspecto relevante del proceso estriba en la oligomerizacion de las proteinas
de membrana. En muchos casos, el transporte desde el RE al Golgi requiere la
formacién de oligémeros estables (Sato y Nakano, 2003). Tal es asi que determinadas
mutaciones pueden afectar negativamente al transporte, no tanto por la alteracién de una
hipotética sefial de exportacién, como por sus efectos negativos sobre la
oligomerizacién. En este caso, la explicacién mas razonable es pensar que las proteinas -
asociadas expondrian multiples secuencias de interacciéon con COPII y ello tendria un
claro efecto positivo sobre su seleccion e inclusién en intermediarios de transporte (Otte

y Barlowe, 2002).

La situacion es claramente diferente para las proteinas solubles. No habiéndose
caracterizado sefiales de exportacién para la mayoria de ellas, se admite la posibilidad
de que, al menos algunas, pudieran inicialmente abandonar el RE sin seleccién previa.
De hecho, las determinaciones realizadas indican que a su salida del RE la amilasa o el
quimiotripsinégeno no experimentan concentracién (Martinez-Menarguez y cols.,
1999). En tal caso, cabe la posibilidad de que estas proteinas formen agregados en algiin
compartimento post-RE tal como el compartimento intermedio o cis-Golgi (Martinez-
Menarguez y cols., 1999). La seleccion tendria lugar en estos lugares y dependeria del
retorno simultdneo de los componentes moleculares autéctonos del RE hacia su lugar de
residencia (Martinez-Mendrguez y cols., 1999). Alternativamente, las proteinas solubles
pueden ser reconocidas por receptores de cargo presentes en las membranas del RE,

siendo éstos las moléculas realmente seleccionadas.

23. RECEPTORES DE CARGO PARA EL TRANSPORTE
ANTEROGRADO RE-GOLGI

Los receptores de cargo son proteinas integrales de membrana con un dominio
luminal capaz de reconocer a las proteinas solubles objeto del transporte y, al menos, un
dominio citoplasmico de interaccién con la maquinaria de traﬁsporte. De este modo, los
receptores conectan a las moléculas cargo solubles con las proteinas de cubierta
(Kirchhausen y cols., 1997). A diferencia del propio cargo, los receptores son parte de la
maquinaria, de forma que, una vez alcanzan el Golgi, regresan a su lugar de origen para
realizar multiples rondas de transporte. De hecho, estas proteinas estdn continuamente

viajando en forma ciclica entre el RE y el Golgi, para lo cual poseen varias sefiales de

23



Introduccién

interaccién. Ello les permite incorporarse al interior de las vesiculas COPII durante el

transporte anterégrado y a las COPI durante el transporte retrégrado.

El prototipo de receptor de cargo es ERGIC-53, una proteina integral de
membrana tipo I localizada mayoritariamente en el compartimento intermedio y cis-
“Golgi, si bien cicla continuamente entre estas localizaciones y el RE (Hauri y cols.,
2000). El dominio luminal de ERGIC-53 posee homologia con la region de unién a
carbohidratos de ciertas lectinas de leguminosas (Itin y cols., 1996). De hecho, ERGIC-
53 muestra propiedades tipicas de lectina y, como tal, se une a determinadas
glicoproteinas (factores de coagulacidn, catepsina) en una forma dependiente de iones
calcio y del estado de procesamiento de sus oligosacéridos (Appenzeller y cols., 1999).

Por su parte, el dominio citos6lico de ERGIC-53 posee sefiales tanto para el
transporte anterogrado como retrégrado, de suerte que, segiin se localice en el RE o en
el compartimento intermedio/cis-Golgi, puede interaccionar con las proteinas de
cubierta COPII o con las COPI, respectivamente. La importancia del flujo ciclico del
receptor queda puesta de manifiesto por la deficiente secrecion de las moléculas
transportadas cuyo ERGIC-53 es retenido experimentalmente en el RE (Nichols y cols.,
1998; Vollenweider y cols., 1998). Por otro lado, la oligomerizacion de este receptor es
un factor determinante para su seleccién y posterior salida del RE, en tanto que no

influye en su capacidad para interaccionar con ligandos (Appenzeller y cols., 1999).

El an4lisis molecular de las vesiculas de transporte COPI reveld que, entre sus
componentes mayoritarios, se encuentra un grupo de pequefias proteinas transmembrana
tipo I (Stamnes y cols., 1995). Se trata de la familia de receptores p24, presentes en
todos los eucariotas. La organizacién molecular es muy similar en todas ellas. Poseen
un gran dominio luminal con capacidad para formar bucles y que, potencialmente,
podria interaccionar con diferentes proteinas cargo, dado que esta regién es la mas
divergente entre los diferentes miembros de la familia. Asimismo, contienen un corto
_ tallo citopldsmico en el que se localizan sefiales de interaccién con los complejos de
cubierta COPI y COPII (Fiedler y cols., 1996; Dominguez y cols., 1998). De hecho,
estas proteinas se encuentran localizadas en la regién citoplasmica ocupada por el
compartimento intermedio/cis-Golgi pero, puesto que ciclan continuamente desde estos
lugares al RE, su méaxima concentracion se alcanza en las vesiculas de transporte COPII

y COPI (Schimmoller y cols., 1995; Stamnes y cols., 1995; Sohn y cols., 1996).
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En estas tltimas, se encuentran en cantidades equiparables a las del coatdmero y ARF1
(Sohn y cols., 1996).

Debido a su abundancia, conservacién evolutiva y recorrido intracelular se
pensod que las proteinas p24 desempefiarfan un papel clave en el transporte y, entre sus
posibles funciones, se sugiri6 la posibilidad de que actuasen como receptores de cargo -
(Schimmoller y cols., 1995). Para comprobarlo se llevé a cabo la caracterizacién
funcional de mutantes de levadura carentes de alguna de las ocho isoformas de p24
presentes en estas células. Se observo, por ejemplo, que en ausencia de Emp24p o de
Erv25p disminuia significativamente la secrecién de algunas proteinas como invertasa o
Gaslp, en tanto que no habia afectacién en la exportaciéon de otras como
carboxipeptidasa Y o el factor pro-a (Schimmoller y cols., 1995; Belden y Barlowe,
1996). Asi pues, los primeros estudios genéticos sugirieron la posibilidad de que cada
una de las protefnas p24 fuese responsable de la exportacion de un conjunto de
moléculas cargo. Hasta la fecha s6lo se ha demostrado la interacciéon directa de
Emp24p y Erv25p con Gaslp. Emp24p es necesaria para la incorporacién eficiente de
Gaslp en vesiculas derivadas de RE in vitro y ambas proteinas se asocian en el mismo
complejo en vesiculas derivadas de RE (Mufiiz y cols., 2000). El hecho de que las
distintas isoformas formen entre si complejos heteroméricos permitia postular la
existencia de diferentes combinaciones funcionales (Marzioch y cols., 1999). Sin
embargo, posteriormente se publico el aislamiento de células viables carentes de todos
los genes codificadores de proteinas p24, sin que ello ocasionase efectos adicionales a
los causados por la deleccion tnica de Emp24p (Springer y cols., 2000). Por tanto, el
caracter receptor de las proteinas p24 es actualmente cuestionado y, en su lugar, se ha
propuesto que podrian funcionar como moléculas reguladoras negativas capaces de
restringir la incorporacién de algunas proteinas al interior de los intermediarios COPII

en formacion (Springer y cols., 2000).

Por otro lado, estudios recientes indican que las delecciones tinicas o miltiples
de miembros de la familia p24 desestabilizan los correspondientes complejos y dan
lugar a una activacién de la llamada “respuesta a la presencia de proteinas desplegadas”
(UPR) (Belden y Barlowe, 2001). Una respuesta UPR exacerbada podria servir para

contrarrestar los efectos negativos derivados de la ausencia de receptores de cargo
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funcionales y explicaria la observacién de que, en tales casos, se produce la secrecién

al medio de chaperonas como BiP y PDI (Elrod-Erickson y Kaiser, 1996).
2.4. SENALES DE RECUPERACION PARA RE

El RE estd dotado de un conjunto de moléculas enddgenas necesarias para
realizar sus actividades funcionales. Proteinas tales como chaperonas, enzimas de
glicosilacién y componentes de la maquinaria de traduccién/translocacién deben
permanecer en el RE. Aun cuyo algunas moléculas constantemente lo abandonan
durante el curso del transporte anterdgrado, existen mecanismos altamente eficientes
para hacer retornar a las moléculas escapadas (Petham, 1991). La recuperacion depende
de determinadas secuencias de aminodcidos que identifican a las proteinas que las
portan como moléculas autéctonas del RE. Asimismo, presentan también este tipo de
seflales las proteinas que, como los receptores de cargo, no residen permanentemente en
un organulo concreto, sino que ciclan continuamente entre el RE y Golgi. En este caso,
la sefial hace posible completar un itinerario de cuyo recorrido depende la actividad

funcional de la proteina en cuestién.

La sefial de recuperacién mejor caracterizada es una secuencia de cuatro
aminodcidos localizada en el extremo C-terminal de la mayoria de las proteinas solubles
residentes en el RE. En mamiferos se trata de la secuencia Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL),
en tanto en levaduras es His-Asp-Glu-Leu (HDEL) (Pelham y cols., 1988).

La eliminacién o alteracién de esta sefial afecta drésticamente al destino final de
las proteinas. Asi, una chaperona como BiP, normalmente localizada en el lumen del
RE, abandona este orgdnulo y es secretada al medio extracelular cuyo,
experimentalmente, se desprovee a la molécula de esta sefial. Por el contrario, la
incorporacién de la secuencia KDEL a una proteina secretora como lisozima la hace
quedar retenida en el RE (Munro y Pelham, 1987). Por tanto, las propiedades de la
secuencia K(H)DEL son las que cabria esperar para una sefial de localizacién en RE.
Sin embargo, en sentido estricto no se trata de una sefial de destino o retencién, sino de
recuperacioén. Las proteinas portadoras de esta secuencia abandonan peridédicamente el
RE y viajan hasta el complejo de Golgi, donde pueden incluso ser modificadas por las
enzimas de procesamiento de este orgénulo (Pelham y cols., 1988). En el Golgi vy,

gracias a la sefial K(H)DEL, las moléculas son reconocidas como pertenecientes al RE,
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seleccionadas e incluidas en intermediarios para su transporte retrégrado hasta €l

(Pelham, 1991).

Las protefnas transmembrana tipo I residentes en el RE poseen una sefial de
identificacion distinta a la secuencia K(H)DEL. En este caso, el responsable de la
retencién es el motivo Lys-Lys-X-X (KKXX, siendo X cualquier amino4cido), situado
en el extremo C-terminal. Su eliminacién ocasiona el transporte a la superficie celular
de la proteina afectada, en tanto su inclusién en el dominio citopldsmico de una proteina
de la membrana plasmitica le confiere retencién en el RE (Nilsson y cols., 1989;
Jackson y cols., 1990; Jackson y cols., 1993). El motivo dilisina interacciona
directamente con el coatémero (Cosson y Letourneur, 1994; Harter y cols., 1996). Este
parece ser el acontecimiento de partida para el ensamblaje del complejo COPI
implicado en el transporte retrogrado Golgi-RE. Por tanto, la seflal KKXX permite

acoplar la seleccion de las proteinas con su recuperacion efectiva.

Por su parte, las proteinas transmembrana tipo II presentan una sefial algo
diferente. Esta consiste en dos residuos de arginina (RR o bien RXR) situados entre los
primeros 5 aminoécidos del extremo N-terminal (Schutze y cols., 1994). La sustitucion
por lisina de uno de los dos residuos de arginina Que componen el motivo no afecta a la
retencion, lo cual pone de manifiesto las similitudes entre ambas sefiales (Schutze y

cols., 1994).

2.5. RECEPTORES DE CARGO PARA EL TRANSPORTE
RETROGRADO GOLGI-RE

Las proteinas solubles del RE portadoras de la sefial K(H)DEL son reconocidas
por un receptor especifico para esta secuencia. Es una proteina integral de membrana
presente en todos los eucariotas en forma altamente .conservada (Lewis y Pelham,
1990). Su estructura molecular es muy parecida a la de los receptores de membrana
plasmatica asociados a proteinas G triméricas y, sin embargo, no existen homologias
significativas entre las secuencias de amino4cidos de ambos tipos de proteinas. Consta
de siete dominios transmembrana con probable estructura helicoidal, conectados por

pequefios bucles, orientados unos hacia el citoplasma y otros hacia el Iumen del
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orgadnulo. El extremo C-terminal, expuesto hacia el citoplasma, es un corto tallo de
apenas una docena de aminodcidos de longitud (Lewis y cols., 1990; Townsley y cols.,
1993).

Existen dos formas moleculares de este receptor en levaduras y 2 o 3 en
mamiferos, surgidas probablemente como consecuencia de una temprana duplicacién
génica con escasa divergencia posterior (Semenza y cols., 1990; Hardwick y cols.,

1990).

El receptor de la secuencia KDEL reconoce al ligando a través de aquellas
porciones de su molécula orientadas hacia el lado luminal de la membrana. Mediante
andlisis mutacional se han podido identificar los residuos implicados en la interaccion
con el ligando (Townsley y cols., 1993). Puesto que son aminoécidos distantes en la
secuencia, es probable que en el receptor nativo estos residuos se encuentren reunidos
para constituir una especie de “bolsillo o hueco” hidrofilico en cuyo interior encajaria el
extremo C-terminal del ligando. En este contexto, el residuo aspartico-50 desempefiaria
un papel relevante al interaccionar con el primer aminodcido de la sefial de

reconocimiento (Scheel y Pelham, 1998; Townsley y cols., 1993).

En condiciones normales el receptor se localiza en el compartimento intermedio
y region cis del Golgi. Sin embargo, en células que sobreexpresan un ligando aparece
mayoritariamente distribuido en el RE (Lewis y Pelham, 1992). En base a este y otros
datos, se admite que el reconocimiento del ligando por parte del receptor tendria lugar a
nivel de Golgi y compartimento intermedio, viajando luego el complejo desde estas
localizaciones retrégradamente hasta el RE. Alli se produciria la disociacion,
liberandose el ligando a la luz del RE y retornando el receptor a sus lugares de
residencia (Lewis y Pelham, 1990; Tang y cols., 1993; Griffiths y cols., 1994). Asi pues,
a semejanza de otros receptores de cargo, este también cicla continuamente entre el RE
y el Golgi. Las diferencias de pH existentes entre el ambiente luminal de uno y otro
orgénulo podrian explicar la formacién y disociacién de los complejos ligando-receptor

segun la localizacién subcelular (Wilson y cols., 1993).

Por otro lado, las sefiales moleculares que dirigen el trafico de este receptor en
particular no han sido ain caracterizadas. No obstante, estd demostrado que su traslado

desde el Golgi al RE se efectia en intermediarios COPI (Orci y cols., 1997; Girod y
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cols., 1999) y en el dominio C-terminal se encuentra un motivo difenilalanina a través
~ del cual podria, potencialmente, interaccionar con COPII. Es probable, por tanto, que -
los factores determinantes de su itinerario intracelular sean parecidos a los que
gobiernan el comportamiento de otros receptores, como ERGIC-53 o las proteinas p24,
que igualmente operan al comienzo de la ruta secretora. Contrasta este desconocimiento
de las sefiales moleculares con los estudios funcionales realizados a proposito de este
receptor. Tras el reconocimiento del ligando, el receptor de la secuencia K(H)DEL
oligomeriza e interacciona con ARF-GAP1 (Aoe y cols., 1997; Majoul y cols., 2001), la
cual forma parte integral de la cubierta COPI (Yang y cols., 2002).

Sorprendentemente, algunas proteinas integrales de membrana necesitan viajar
acompafiadas de otras durante el transporte retrogrado desde el complejo de Golgi al
RE. En levaduras este es el caso de Sec12p, una glicoproteina tipo II de la membrana
del RE que funciona como factor intercambiador de nucledtidos, y por tanto activador,
de Sarlp. Su permanencia en el RE es el resultado de una continua actividad
recuperadora que opera a nivel del Golgi (Boehm y cols., 1997). Los estudios genéticos
realizados han revelado que en la recuperacion de Secl2p escapada del RE interviene
una proteina denominada Rerlp que, a todos los efectos, se comporta como un receptor
de cargo (Sato y cols., 1995). Rerlp es una pequefia proteina con 4 dominios
transmembrana que, en conjunto, adopta una topologia en W; esto es, ambos extremos
N- y C-terminal estin orientados hacia el citoplasma. Estd presente en todos los
eucariotas en forma altamente conservada y cicla continuamente entre el Golgi y el RE
(Sato y cols., 2001). Reconoce determinantes presentes en los dominjos transmembrana
de las proteinas transportadas entre las que se incluyen, ademds de Secl2p,
componentes de la maquinaria de translocacion post-traduccional, manosidasas del RE,
t-SNARES, proteinas necesarias para la formacion de vesiculas, etc, (Sato y cols.,

1997).
3. REGULACION DEL TRANSPORTE RETROGRADO GOLGI-RE

El transporte retrogrado desencadenado por la activacién del receptor de la
secuencia K(H)DEL o de Rerlp, asi como el de las proteinas de membrana portadoras
de una sefial de recuperacion, es dependiente del complejo COPI. El ensamblaje de este

tipo de cubiertas proteicas requiere la participacién ineludible de ARF1. El ciclo de
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activacién/desactivacién de esta pequefia proteina G se halla regulado por un juego de
proteinas GEF (factor intercambiador de nucledtidos) y GAP (activador de GTPasa),
respectivamente. Estos factores controlan el proceso global tanto es sus aspectos
temporales como espaciales. Asi, el acoplamiento entre las distintas etapas con las que
se inicia el transporte retrogrado (seleccién molecular del cargo, ensamblaje de la
cubierta, deformacién de la membrana, evaginacién, desprendimiento de la cubierta)
viene determinado por la secuencia de acontecimientos (activacién, incorporacién a la

membrana, desactivacion) referidos al propio ARF1.

La manifestacién mas evidente de tal relacion la constituye el tratamiento con
Brefeldin A. Este metabolito fungico impide la activacién de ARF1 mediante la
inhibicién del factor GEF encargado de catalizar el intercambio de GDP por GTP
(Helms y Rothman, 1992) . En tales condiciones, tanto ARF1 como el coatomero son
incapaces de asociarse a las membranas del Golgi para constituir las cubiertas COPI,
permaneciendo ambos en el citosol. El orgdnulo completo termina entonces fundiendo
con el RE en lo que podria considerarse como una exageracion del transporte retrégrado

normal (Lippincott-Schwartz y cols., 1989; Klausner y cols., 1992).

Por otro lado, y puesto que ARF1 posee por si mismo escasa capacidad
GTPasica, su inactivacién depende de ARF-GAP. Este factor, como el propio ARF1,
también ha de ser recolectado desde el citosol a las membranas del complejo de Golgi
en un proceso que podria estar regulado por quinasas y fosfatasas (Yu y Roth, 2002;
Bernards y Settleman, 2004). Una vez asociado a la membrana, ARF-GAP es necesario
para desencadenar la hidrélisis del GTP hasta entonces unido a ARF1, de forma que el
complejo ARF1-GDP asi generado se libera al citosol y con €l la cubierta COPI al
completo. Sin embargo, con anterioridad a su accién catalitica sobre ARF1, ARF-GAP
permanece asociado a la membrana el tiempo suficiente como para desempefiar otras
acciones no menos importantes. De una forma ain no aclarada, interviene en la
seleccion del cargo (Lanoix y cols., 2001) y, de hecho, segtn datos recientes, su accion
sobre ARF1 se retrasa hasta que la deformacion de la membrana esta suficientemente

avanzada (Bigay y cols., 2003).

Si bien la via principal de transporte Golgi-RE es dependiente de COPI, algunos

ligandos viajan retrogradamente en intermediarios de membrana en cuya formacién no
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participa este tipo de cubiertas. Este es el caso de las enzimas que catalizan las
reacciones de glicosilacion en el Golgi o de ciertas toxinas bacterianas carentes de una
sefial de reconocimiento tipo KDEL (Girod y cols., 1999; White y cols., 1999). Esta ruta
se halla regulada por Rab6 y no es afectada por los agentes que impiden la actuacion de

COPI. No se conocen los receptores ni sefiales moleculares implicadas y, menos aun, el

tipo de proteinas de cubierta que podrian participar. Todo indica que podria tratarse de =~

una via de reciclaje de los componentes endégenos del Golgi (Storrie y cols., 1998). La
funcién de Rabé6 parece estar relacionada con el reclutamiento de proteinas motoras tipo
dineina necesarias para el desplazamiento de los intermediarios de transporte a lo largo

de microtabulos (Matanis y cols., 2002).

En general, el citoesqueleto desempefia un papel clave en el traslado desde la
regién del Golgi al RE de los intermediarios del transporte retrégrado. En mamiferos,
éstos se corresponden con tibulos membranosos que se desplazan a lo largo de
microtibulos (Presley y cols., 1997). Participan, por ello, proteinas motoras tipo
quinesina susceptibles de ser reguladas mediante fosforilacién (Lippincott-Schwartz y
cols., 1995; Dorner y cols., 1998). Asimismo, Egea y cols. han demostrado la
implicacién de los filamentos de actina y de motores tipo miosina (Valderrama y cols.,
2001; Duran y cols., 2003). Aparentemente, el proceso viene precedido de la activacién
de cdc42, una pequefia proteina G que se encuentra asociada al complejo de Golgi
donde interacciona con y-COP (Wu y cols.,, 2000). Cdc42 activada induce la
polimerizacion de la actina préxima al Golgi mediante la estimulacién de la capacidad
nucleadora del complejo Arp2/3, a través de la participacion de N-WASP (Luna y cols.,
2002).

En general, la informacién disponible sobre la regulacién del transporte
retrogrado Golgi-RE es escasa y fragmentaria. Por ejemplo, apenas hay datos sobre la
participacién de moléculas de sefializacion tipo quinasas o proteinas G en esta via
(Hidalgo y cols., 1995). Recientemente, se ha descrito la participacién de las quinasas
de tirosina tipo Src en el flujo retrogrado mediado por el receptor de la secuencia KDEL
(Bard y cols., 2003). Sin embargo, los datos aportados son contradictorios con respecto
al papel, estimulador o inhibidor, ejercido por esta clase de fosforilacién. Més aun, los
efectos sobre el transporte retrégrado podrian ser indirectos puesto que el receptor de la

secuencia KDEL carece en sus dominios citoplasmicos de sitios potenciales

31



Introduccidén

susceptibles de fosforilacién por este tipo de quinasas. Sin embargo, la organizacién
molecular de este receptor concreto y la importancia funcional de la recuperaciéon de
ligandos KDEL hacen pensar que se tratarfa de una ruta sujeta a estrictos controles de

adecuacion fisiologica.
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Antecedentes

El complejo enzimético conocido como quinasa A (PKA) o quinasa dependiente
de AMPc consta de dos subunidades cataliticas (C) y dos subunidades reguladoras (R).
Cada una de estas ultimas posee dos lugares de unién al AMPc, de forma que, cuyo son
ocupados, las subunidades C se disocian del complejo. Quedan entonces libres y activas
para fosforilar a una amplia variedad de sustratos a nivel de las secuencias Arg-Arg-X-

Ser/Thr y Lys-Arg-X-X-Ser/Thr (Taylor y cols., 1990).

En las células de Mamiferos la holoenzima PKA se halla asociada, a través de
sus subunidades R, a diversas estructuras subcelulares entre las que destaca el
centrosoma y el complejo de Golgi como lugares de concentracién preferente (Nigg y
cols., 1985; De Camilli y cols., 1986). En el Golgi, PKA podria intervenir en el
mantenimiento de la organizacion estructural, asi como en el control de las actividades

de transporte propias de este organulo (Hidalgo y cols., 1995).

En los tltimos afios nuestro grupo ha descrito la participacién de esta quinasa en
diferentes tramos del trafico intracelular de proteinas a lo largo de la via exocitica. Los
resultados obtenidos indican que PKA interviene en la regulacion del transporte
anterogrado desde el RE al complejo de Golgi, a través de las cisternas del Golgi y
desde TGN a la membrana plasmatica (Mufliz y cols., 1996). La base molecular de
actuacion de PKA en estos pasos del transporte atin no ha sido determinada, pero podria
estar relacionada con la formacién de transportadores, tal y como se demostrd para el
transporte constitutivo de proteinas desde TGN a membrana plasmatica (Muiiiz y cols.,

1997).

Datos recientes indican que PKA interviene en la regulacién de la asociacion del
factor ARF1 a las membranas de Golgi. Concretamente, PKA estimula la incorporacion
de ARF1 desde el citosol al complejo de Golgi (Martin y cols., 2000). Puesto que ARF1
forma parte esencial del complejo de cubierta COPI, es previsible que PKA desempefie

- igualmente un papel relevante en el transporte retrogrado Golgi-RE.

Por otro lado, la asociaciéon de PKA al complejo de Golgi parece estar modulada
por proteinas G triméricas autdctonas de este organulo (Martin y cols., 1999). Estos
hallazgos nos hicieron pensar en la existencia de una ruta de traduccién de sefiales

quimicas a nivel de sus membranas. Su finalidad seria adecuar las actividades de
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transporte del Golgi a las necesidades reales de la célula, mediante el control temporal y
espacial de los procesos de evaginacién que dan lugar a los intermediarios de transporte.

Integrarfan esta via, ademas de PKA, receptores, proteinas G y otras moléculas de

sefializacién aun por identificar.
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Objetivos

Evaluar la posible actuacién de PKA en el tréfico retrégrado Golgi-reticulo
endoplédsmico
Identificar los sustratos moleculares de la accién de PKA a nivel del complejo

de Golgi.
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Material y Métodos

REACTIVOS
1. Plasmidos

El plasmido denominado HE24 conteniendo la secuencia completa del receptor
de KDEL.1 con el epitopo c-myc fue proporcionado por el Dr. H .R. B. Pelham (MRC,
UK). El plésmido conteniendo la secuencia completa de la subunidad reguladora RIJ&
de PKAII de ratén con el epitopo de 6 histidinas en el extremo amino terminal de la
proteina fue cedido por la Dra. S. Taylor (Universidad de California, San Diego,
EEUU). El plasmido pEYFPC2-Sarl dn que codifica el mutante dominante negativo de
Sarlp (Sarl [H79G], Sarldn) fue proporcionado por el Dr. R.Pepperkok (EMBL,
Heidelberg, Alemania). El plasmido HYKE.4 que codifica el receptor de KDEL-myc y
la lisozima-KDEL fue proporcionado por el Dr.L.M.Roberts (Universidad de Warwick,
UK). Los vectores pECFPN1 y pEYFPN1 que codifican las variantes de la proteina
verde fluorescente, CFP (Cyan Fluorescent Protein) e YFP (Yellow Fluorescent
Protein) respectivamente, fueron adquiridos de Clontech, BD Biosciences Clontech
(Palo Alto, EEUU) y el vector pfastBacl utilizado en la obtencién de baculovirus, de
Life Technologies (Paisley, UK)..

2. Anticuerpos

Los siguientes anticuerpos fueron generosamente cedidos por otros

investigadores:

F6.26.1 contra la lisozima de gallina (Dr. M .M. Riottot, Instituto Pasteur Paris,
Francia) (Goldbaum y cols., 1999).

12GS5 contra el receptor de quimioquinas CXCR4 (Dr.A.Caruz, Universidad de Jaén,
Espafia) (Amara y cols., 1997).

Anti-GMAP-210 (Dra. R. Rios, Universidad de Sevilla, Espafia) ( Infante y cols., 1999).

Asimismo, se utilizaron los siguientes anticuerpos comerciales:

Anti- a, B, B"y y COP contra diferentes subunidades del coatémero proporcionado por
Dr. F.Wieland (BZH, Heidelberg, Alemania).

Anti-receptor de KDEL dirigido contra el extremo C-terminal del receptor de KDEL
bovino de Stressgen Biotechnologies (Victoria, Canada).

Anti-c-myc (9E10) de Roche diagnostics (Mannheim, Alemania).

Anti-ARF-GAP1 de Abcam (Cambridgeshire, UK)
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Los anticuerpos secundarios conjugados a fluoresceina (FITC) y peroxidasa
(HRP) fueron adquiridos de Biosource International (Camarillo, EEUU) y aquellos
conjugados a Texas-Red de Molecular Probes (Eugene, OR).

3. Otros reactivos utilizados

Los medios de cultivos y antibidticos fueron adquiridos de Life Technologies.
Las enzimas de restriccién, isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside (IPTG) y lisozima
fueron adquiridos de Roche Diagnostics (Mannheim, Alemania). De Calbiochem (San
Diego, EEUU) obtuvimos subunidades cataliticas de PKA (C-PKA) y el compuesto
H89 (N-(2-(-p-bromocinamilamino) etil)-5-isoquinolinsulfonamida). Proteina G-
Sepharose: ATP, GTP, DTT, imidazol e inhibidores de proteasas fueron adquiridos de
Sigma-Aldrich (St. Louis, EEUU). Estreptolisina O (SLO) fue proporcionada por el Dr.
H. G. Meyer (Universidad de Mainz, Alemania).

4. Construcciones de ADN

La insercién del epitopo c-myc entre el ultimo dominio transmembrana y el
comienzo del dominio citopldsmico del receptor de la secuencia KDEL se realiz6
mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) por superposicion y
extensién (Ho y cols. 1989). Como molde inicial de ADN utilizamos el fragmento
EcoRV- BamHI procedente del plasmido HE24 clonado previamente en pBluescript II
SK (+). Como cebadores usamos los oligonucledtidos T3 y T7, asi como dos
oligonucleétidos complementarios conteniendo la insercién myc flanqueada por la
secuencia del receptor préxima al punto de insercién. En primer lugar, llevamos a cabo
dos reacciones de PCR independientes; en cada una de ellas se gener6 un fragmento
pequefio del receptor terminado con la secuencia c-myc. Ambos productos fueron
utilizados como molde en una reaccion posterior a fin de obtener un fragmento mayor
del receptor conteniendo la insercién c-myc. Este Gltimo fue clonado, mediante
digestién con EcoRV y BamHI, en pBluescript II SK (+) para secuenciacién y en el

plésmido HE24 a fin de generar la construccién definitiva denominada HE24M.

La deleccién del dominio C-terminal del receptor se llevé a cabo mediante la
insercién de un codén stop al comienzo de dicha regién. En este caso particular,
usamos, ademés de T3 y T7, dos oligonucleétidos complementarios conteniendo el
codén de parada y el fragmento molde empleado para la construccion anterior.

Seguimos esta misma estrategia para la introduccion de mutaciones puntuales.
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En todos los casos, los fragmentos de PCR generados fueron clonados en
pBluescript II SK (+) para verificar la secuencia correcta con antérioridad a la clonacién
en HE24.

La combinacién en un mismo plasmido de las secuencias del receptor de KDEL
(tanto la forma silvestre como otras variantes) y de lisozima-KDEL se realizé clonando
el fragmento Xhol-Ncol procedente de HE24M en el vector HYKE4, previamente
digerido con Xhol y BssHIIL Los extremos no compatibles se hicieron romos utilizando

la enzima klenow.

Las versiones fluorescentes del receptor de KDEL se obtuvieron mediante la
fusién de las secuencias correspondientes a las variantes CFP (cyan fluorescent protein)
y YFP (yellow fluorescent protein) de la proteina verde fluorescente (GFP) con el
extremo C-terminal del receptor. El fragmento Xhol-Ncol del plasmido HE24 fue
clonado en el correspondiente vector (pECFPN1 o pEYFPN1), previamente digerido
con Xhol y BamHI.

Con el fin de obtener baculovirus recombinantes portadores de la secuencia del
receptor de KDEL, insertamos en primer lugar sitios de restriccién para las
endonucleasas EcoRI y Xhol en los extremos N y C respectivamente de la secuencia
codificante del plasmido HE24M. El fragmento resultante de la digestién contenia

Unicamente la secuencia codificadora del receptor y fue clonado en el vector pFastBacl.

Para la sustituciéon del dominio C-terminal del receptor CXCR4 por el del
receptor de la secuencia KDEL utilizamos oligonucleétidos correspondientes a las
secuencias fusionadas de ambas proteinas. Los pldsmidos pcDNA3, conteniendo la
secuencia completa del receptor CXCR4, y el plasmido pBluescript II SK (+),
conteniendo el fragmento EcoRV-BamHI de la secuencia del receptor de KDEL,
fueron utilizados como molde en dos reacciones de PCR independientes. Los dos
fragmentos asi obtenidos sirvieron de molde para generar un tercero de mayor tamafio
conteniendo la secuencia de la proteina quimera al completo. Para su expresion en
células de mamiferos y secuenciacidn, sin embargo, fue necesario subclonar en el vector

pcDNA3 mediante digestion con las enzimas HindIIl y Xbal.

Para la expresion en bacterias de una forma mutada fluorescente de la proteina
Sarlp (H79G) el plasmido pEYFPC2-Sar1pdn fue digerido con Ncol y BamHI y el
fragmento resultante clonado en el vector pPRSETB, digerido previamente con Ncol y
HindIIl.
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5. Purificacion de proteinas recombinantes

Las proteinas Rlla y YFP-Sar1®® conteniendo 6 residuos de histidina en posicién
N-terminal fueron producidas en la estirpe BL21(DE3) de Escherichia coli tras la
induccién a 30°C durante 3-4 h con 1mM IPTG. Resuspendimos las bacterias
correspondientes a 250 ml de cultivo en 20 ml de 20 mM Tris-HC], pH 8.0, 100 mM
NaCl conteniendo 750 ug/ml de lisozima, 10 mM imidazol y 1 mM PMSF. Después de
30 min de incubacién a temperatura ambiente, homogenizamos las células a 4°C
mediante sonicacién (5 min, 50% intensidad, Branson Sonifier 250, BRANSON
Danbury, EEUU). La suspensién fue centrifugada a 14000xg durante 30 min. La
fraccién soluble fue entonces incubada a temperatura ambiente durante 2 h con 0,5 ml
de la resina Talon (Clontech, Palo Alto, EEUU). Lavamos la matriz varias veces con 20
mM Tris-HCl, pH 8.0, 100 mM NaCl, primero en presencia de 10 mM de imidazol y,
posteriormente, con 500 mM imidazol. Esta tltima solucién, conteniendo las proteinas
eluidas, fue dializada exhaustivamente contra PBS y PBS/10% (v/v) glicerol en
presencia de 1mM PMSF. Finalmente, la proteina fue concentrada (2-3 mg/ml)
mediante filtracién (Millipore, Bedford, EEUU) y conservada a -80°C en alicuotas.
Evaluamos la pureza de las preparaciones mediante electroforesis en geles de acrilamida
(SDS-PAGE).

6. Obtencion de baculovirus recombinantes

Como el ADN del virus AcNPV contiene multiples dianas de restriccion los baculovirus
recombinantes fueron construidos en dos pasos: en primer lugar la clonacién de la
secuencia del receptor de KDEL en el plasmido pFastBacl portador del promotor Polh
que permite la expresién de proteinas en células de insecto Sf9 y posteriormente la
transposicién de la secuencia del receptor junto al promotor a un bacmido que contiene
el ADN del virus. Utilizamos los plasmidos pFastBacl conteniendo la secuencia del
receptor de la secuencia KDEL y su versién truncada para transformar las bacterias
competentes de la estirpe DH10B portadora del bacmido. Las colonias conteniendo el
bécmido recombinante fueron seleccionadas y el ADN de alto peso molecular
purificado a partir de dichas colonias positivas. Finalmente utilizamos el bécmido

recombinante aislado para transfectar células de insecto y obtener los baculovirus.
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METODOS
1. Subfraccionamiento celular
1.1. Preparaciones de citosol

El higado de rata fue perfundido a través de la vena porta con PBS frio. Después
fue extraido, troceado y lavado abundantemente con el mismo tampén. Asimismo, el
cerebro bovino fue manualmente despojado de meninges, troceado y lavado con PBS
frio. Ambos 6rganos fueron lavados con el siguiente tampén de homogenizacién: 25
mM Tris-HCl, pH 8.0, 500 mM de KCl, 250 mM de sacarosa, ] mM DTT, 1 mM PMSF
y resuspendidos en 3 volimenes del mismo. Para homogenizar utilizamos un
dispositivo Potter-Elvehjem en el caso del higado y una batidora o blender para cerebro.
El homogenado fue centrifugado a 100000xg durante 1 h a 4°C. El sobrenadante,
conteniendo proteinas citosolicas, fue dializado exhaustivamente contra varios cambios
de 25 mM Hepes-KOH, pH 7.2, 25 mM KCl y 2.5 mM MgCl2. La solucién fue
centrifugada a 30,000xg durante 30 min para eliminar precipitados. Las preparaciones
(8-9 mg/ml) fueron distribuidas en alicuotas, congeladas en nitrégeno liquido y

conservadas a -80°C.
1.2. Obtencion de membranas microsomales

Las células Sf9 fueron infectadas durante 3 h con baculovirus recombinantes
(0.1 unidades formadoras de placa por célula) portadores de la secuencia codificadora
del receptor de KDEL fusionado al epitopo c-myc. 2-3 dias después de la infeccidn, las
células (5-7x10% fueron recolectadas por centrifugacién a 400xg durante 10 min,
lavadas con PBS frio y resuspendidas en 12-15 ml de tampén.de homogenizacién
constituido por 0.25 M sacarosa, 25 mM Hepes, pH 7.2, 5SmM MgCl, e inhibidores de
proteasas (5 mM benzamidina, 1 mM PMSF, 100 pg/ml del inhibidor de tripsina de
soja, 20 pg/ml de aprotinina y 10 pg/ml de leupeptina, antipaina y pepstatina). La
suspensién celular fue homogeneizada haciéndola pasar repetidamente a través del
interior de un dispositivo cilindrico con una bola de acero en su interior (cell cracker)
- (Industrial Tectonics, Dexter, EEUU). El homogenado resultante fue centrifugado a
12000xg durante 10 min a 4°C para eliminar nicleos, mitocondrias y células enteras. El
sobrenadante fue centrifugado a 100000xg durante 1 h a 4°C. Las membranas
microsomales fueron incubadas en hielo con 3 M KCl durante 30 min, recuperadas por

centrifugacion sobre un cojin de sacarosa 2 M y finalmente resuspendidas en 25mM
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Hepes-KOH, pH 7.2, 25 mM KCl y 2.5 mM MgCl, a una concentracién de proteinas de
5-9 mg/ml. Las alicuotas fueron congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -
-80°C.

2. Cultivo de lineas celulares

Las células COS-7 y Vero fueron cultivadas en monocapa en medio DMEM y
MEM, respectivamente, suplementado con 10% suero fetal de ternera, 2 mM L-
glutamina, 50 unidades/m! de penicilina y 50 pg/ml de estreptomicina. Los cultivos se
mantuvieron a 37°C en una atmésfera de 5% C02/95% aire, recibiendo las células
periddicamente (cada dos dias) medio nuevo precalentado a 37°C.

Por su parte, las células Sf9 de insecto fueron mantenidas a 27°C en frascos de
cultivo conteniendo medio Insect-Xpress (BioWhittaker, EEUU), en ausencia de suero y

antibidticos.
3. Transfeceién transitoria

Las células fueron transfectadas por electroporacién. Brevemente, 1.2 x 10
células fueron resuspendidas en 0.2 ml de tampoén de electroporacion hipoosmolar
(Eppendorf, Hamburg, Alemania) conteniendo 12 pug de ADN plasmidico puro y 14 pg
de ADN de esperma de salmén usado como portador. La electroporacion fue llevada a
cabo en el electroporador Multiporator (Eppendorf) a 600 v y © 100 ps en una cubeta
estéril de 4 mm. La suspensién celular fue entonces diluida con medio de cultivo
completo conteniendo 15 mM Hepes y centrifugada a 400xg durante 10 min. Las
células fueron usadas en los experimentos 1-2 dias después de la transfeccion.

4. Microinyeccién

Se utilizaron cultivos subconfluentes de células COS-7 o Vero crecidas sobre
cubreobjetos durante 1-2 dias. La proteina YFP-Sarl™ recombinante pura fue
previamente diluida en medio de cultivo completo conteniendo 25 mM Hepes a fin de
alcanzar una concentraciéon de 2 mg/ml. Se inyectd en el citoplasma celular usando el
sistema de microinyeccién Automated Microinjection System (Eppendorf).

S. Ensayo de redistribucién Golgi-RE

Las células cultivadas sobre cubreobjetos fueron lavadas con 20 mM Hepes, pH
7.2, 2 mM Mg(AcO),, 90 mM KOAc y 1 mM DTT frio e incubadas en hielo durante 20
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min con 1pg/ml de SLO disuelta en el mismo tamp6n. Tras lavar abundantemente con
el mismo tampén frio para eliminar la toxina no unida a la superficie celular, las células
fueron incubadas a 37°C con tampén precalentado conteniendo ImM de ATP y GTP. A
esta tltima temperatura se produce la oligomerizacién de SLO previamente unida a la

membrana plasmatica, formandose orificios en la misma (Bhakdi y cols., 1993).
6. Inmunofluorescencia indirecta

Para esta técnica concreta utilizamos monocapas subconfluentes establecidas
sobre cubreobjetos. Las células fueron lavadas con 0.1 M tampén fosfato, pH 7.4, y,
posteriormente, fijadas a temperatura ambiente durante 20 min con 3% formaldehido
(preparado a partir de paraformaldehido) en tampén fosfato. Alternativamente, para la

detecci6n de algunos antigenos se realizé la fijacién a -20°C con metanol durante 5 min.

Las monocapas fueron lavadas varias veces con PBS y después permeabilizadas
mediante incubacién con PBS conteniendo 0,5% BSA y 0,05% saponina (solucién
PBS/BSA/saponina) durante un tiempo minimo de 10 min. Las incubaciones con
anticuerpos diluidos en solucién PBS/BSA/saponina se realizaron en cdmara himeda
durante 30 min a 37°C o, alternativamente, durante 2 h a temperatura ambiente. Las
células fueron, en primer lugar, incubadas con anticuerpo- primario, lavadas
abundantemente con PBS/BSA/saponina, y, posteriormente, expuestas a anticuerpo
secundario conjugado a fluorocromo. Los cubreobjetos fueron lavados brevemente con
PBS/BSA/saponina y después abundantemente con PBS. Finalmente fueron montados
sobre portaobjetos utilizando como medio de montaje Fluoromont G (Southern
Biotechnology, Birmingham, EEUU). Las células fueron examinadas en un
fotomicroscopio Olympus AHBT3 (Tokio, Japén) dotado con dispositivo de
epifluorescencia o bien en un microscopio confocal Leica TCS SP2 (Mannheim,

Alemania). Las imagenes fueron procesadas usando el programa Adobe Photoshop 7.0.
7. Marcaje metabdlico e inmunoprecipitacién de lisozima

Tras su transfeccién, 0.5 x 10° células COS fueron sembradas en cada uno de los
6 pocillos de 35 mm de una placa. Un dia después, las células fueron incubadas a 37°C
durante 30 min en medio carente de metionina y cisteina, a fin de reducir los niveles
intracelulares de estos dos aminoécidos. Para el pulso metabdlico, a cada pocillo se
aftadié 1 ml del medio anterior conteniendo 25 mCi Tran*’S-label (1000 Ci/mmol).
Después de 10 min de incorporacién, las células fueron lavadas con PBS frio y

transferidas a 0.5 ml de medio completo conteniendo 1.5 mg/ml de metionina y cisteina
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no radiactivas. A distintos tiempos, el medio fue recolectado mientras que las células
fueron lavadas con PBS frio y lisadas con 0.4 ml de tampén de lisis (25mM Tris. HCL, -
pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% (v/v) Triton X-100) conteniendo los
inhibidores de proteasas mencionados anteriormente. Todas las muestras fueron
aclaradas mediante centrifugacién a 12000xg durante 20 min a 4°C, siendo transferidos
los sobrenadantes a tubos nuevos. Los medios fueron mezclados con 0.5 m! de tampdén
de lisis a doble concentracién. La incubacién con anticuerpo monoclonal dirigido contra
lisozima se llevé a cabo durante toda la noche a 4°C con rotacién. Posteriormente, a
cada muestra se afiadieron 25 pl de una suspensién de proteina G-Sefarosa al 50%,
continuando la incubacion durante 1 h a temperatura ambiente. Los inmunoprecipitados
fueron lavados 3-4 veces con 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% (vol/vol)
Triton X-100, 0.5% (wt/vol) deoxicolato sédico, 0.1% (wt/vol) SDS (tampén RIPA) y
1-2 veces con 10 mM Tris-HCI, pH 7.8. Las proteinas inmunoprecipitadas fueron
resueltas mediante electroforesis en SDS-PAGE.

8. Ensayo de fosforilacién e inmunoprecipitacion del receptor de la

secuencia KDEL

Incubamos 35 pg de membranas microsomales, previamente lavadas con 3 M
KCl, a 30°C con 0.1 uCi [y**P] ATP (3000 Ci/mmol) y 1 unidad de subunidad catalitica
de PKA (Co) en tampén de fosforilacion (20 mM TrisHCI, pH 7.5 10 mM MgCl,, ImM
DTT). Alternativamente, en lugar de Ca, 100 pg de citosol de higado de rata e
inhibidores de fosfatasas (10 mM pirofosfato s6dico, 20 mM NaF) fueron incorporados
al medio de incubacién. En ambos casos, el volumen final fue 50 pl. Tras 10 min de
reaccion, las muestras fueron transferidas a hielo y, a cada una de ellas, se afiadié 1 m!
de 20mM Tris-HCI, pH 7.5, 100mM ATP, 100mM EDTA. Las membranas fueron
centifugadas a 12000xg durante 20 min a 4°C, lavadas con el mismo tampoén y lisadas
en 0.5 ml de tampén RIPA. El receptor de KDEL fue inmunoprecipitado con un
anticuerpo  anti-myc y proteina G-Sefarosa segin lo descrito para la
inmunoprecipitacién de lisozima. Los inmunoprecipitados fueron procesados para SDS-

PAGE y electrotransferidos a membrana.

9. Ensayo de union de proteinas citosélicas a péptidos

Dependiendo de su solubilidad, los péptidos sintéticos fueron diluidos
inicialmente en metanol puro o bien en tampén de acoplamiento (50 mM Tris-HCL, pH

7.3, 0.5 M NaCl). La solucién definitiva contenia 2-5 mg de péptido en 7.5 ml de

tampén. La matriz de tiopropil Sefarosa 4B (Amersham Biosciences, Freiburg,
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Alemania) fue preparada segtn las especificaciones del comerciante. En resumen, 1 g
de matriz fue lavado varias veces con agua destilada y, posteriormente, con tampén de
acoplamiento. La suspension final contenia 75% (v/v) de matriz y un 25% (v/v) de
tampén. 0.5 ml de esta preparacién fueron afiadidos a la solucién del péptido y
completados con tampén hasta hacer un volumen final de 15 ml. La reaccion de
_.acoplamiento tuvo lugar toda la noche a 4°C con rotacién. La matriz con el péptido
acoplado fue lavada 3 veces con tampén. En este punto, la eficiencia del acoplamiento
fue evaluada mediante absorbancia a 343 nm. Con el fin de bloquear los sitios que
pudieran haber permanecido sin reaccionar con el péptido, la matriz fue lavada con
tampén conteniendo 5 mM DTT, elimindndose después el exceso de este reactivo
mediante 2-3 lavados con tampon. Para su conservacion a 4°C afiadimos 20% (v/v) de
etanol.

Para la realizacién del ensayo de unién, un volumen de matriz equivalente a 2-3
nmol de péptidos fue afiadido a 200 pg de citosol de cerebro bovino en 0.5 ml de 50mM
Tris-HCL, pH 7.3, 0.1-1M NaCl. Tras 5 min de incubacién a temperatura ambiente, la
matriz fue lavada varias veces con tamp6n antes de su procesamiento para electroforesis

y electrotransferencia a membrana.
10. Electroforesis de proteinas en geles de acrilamida

Sisteméticamente, resuspendimos las muestras de proteinas solubles y de
membrana en 62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8, 2.3% SDS, 10% glicerol y 0.001% azul de
bromofenol. Como agente reductor utilizamos ditiotreitol, generalmente a concentracion
10 mM, excepto en el ensayo de unién de proteinas solubles a péptidos acoplados a una
matriz que se us6 a 50 mM. La desnaturalizacién completa de las muestras se consiguid
a 100°C durante 5 min o, alternativamente, en el caso de las proteinas integrales de

membrana, a 53°C durante 30 min.

Las mezclas de proteinas desnaturalizadas fueron analizadas mediante
electroforesis monodimensional en geles de SDS-poliacrilamida (Laemmli, 1970).
Para la lisozima y el receptor de KDEL se utilizaron geles con una concentracién de
acrilamida del 15% mientras que las proteinas del coatomero fueron separadas en geles

del 10%. La electroforesis se efectud en condiciones de amperaje constante.
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11. Electrotransferencia, inmunoblot y cuantificacién densitométrica

Tras su resolucion electroforética, las proteinas fueron transferidas a membranas
de nitrocelulosa o de di-fluoruro de polivinilideno (PVDF, Millipore) preactivadas con
metanol. La transferencia se realizd en condiciones de voltaje constante, de acuerdo
con el método de Towbin (Towbin y cols., 1979) utilizando como tampén 25 mM Tris,
pH 8.3, 1.3 mM SDS, 192 mM gliciné, 20% metanol.

Las membranas conteniendo proteinas electrotransferidas fueron bloqueadas
durante al menos 30 min con 20 mM Tris-HCI, pH 8.0, 137 mM NaCl, 1% Tween-20,
5% leche en polvo, 0.01% NaN3. La incubacién con anticuerpo primario, diluido en
esta misma soluci6n, se realizé a temperatura ambiente durante 1 h o bien a 4°C durante
toda una noche. Tras varios lavados con solucién carente de azida, las membranas
fueron incubadas con anticuerpo secundario conjugado a HRP durante 30 min a
temperatura ambiente, lavadas varias veces con 20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 137 mM
NaCl, 1% Tween-20 y expuestas a los reactivos de quimioluminiscencia SuperSignal
Ultra Chemiluminescent Substrate (Pierce, Rockford, EEUU). Las membranas asi
tratadas fueron utilizadas para impresionar peliculas fotograficas de alta sensibilidad
(Pierce), las cuales fueron reveladas y las imégenes correspondientes captadas en un
ordenador iMac. La cuantificacién densitométrica de las bandas de interés se llevod a
cabo utilizando el programa NIH Image v. 1.63. Alternativamente, las bandas de
proteinas marcadas con 32p fueron visualizadas en PhosphorImager (FUJIXBas 1000,

Fuji; Tokio, Japdn) utilizando el programa PC-BAS 2.08.
12. Ensayo de proteinas

Generalmente utilizamos el ensayo colorimétrico comercializado por Biorad
(Hercules, EEUU) y que estd basado en el método de Bradford (Bradford, 1976).
Soluciones de BSA de concentracién conocida sirvieron para elaborar la
correspondiente recta de calibracién. Para la cuantificacién de proteinas de membrana,
un pequefio volumen de las muestras fue previamente solubilizado en 50 mM Tris-HCl,
pH 8.0, 400 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Tritén X-100. Los agregados insolubles
- fueron eliminados por centrifugacién (12000xg, 10 min, 4°C), determinéndose la .
concentracién de protefnas a partir de la fraccion soluble. Alternativamente, muestras de

membranas intactas fueron cuantificadas mediante absorbancia a 280 nm.
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Resultados

Con el fin de evaluar la posible actuacién de PKA en el tréfico retrégrado Golgi-
RE, centramos nuestro estudio en el receptor de la secuencia KDEL y, mas

concretamente, en el analisis funcional de su extremo C-terminal.

1. DISENO MOLECULAR DE UNA FORMA ECTOPICA DEL
RECEPTOR DE LA SECUENCIA KDEL

De acuerdo con los andlisis de secuencia de aminoécidos, la topologia mas
probable para el receptor de la secuencia KDEL es la de una proteina integral de
membrana de 23 kDa con siete dominios trans-membrana. El extremo N-terminal se
localizaria en la luz del orgénulo y el extremo opuesto C-terminal se proyectaria hacia el
citosol. Este altimo consta de una corta secuencia de 12-13 aminoéacidos hidrofilicos

que, muy probablemente, adopten una configuracion en o—hélice (Fig. 1).

LUMEN

CITOSOL

COOH ¢

Figura 1. Topologia del receptor de KDEL.
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Con el fin de analizar el papel funcional del tallo citosélico C-terminal del
receptor, disefiamos una forma molecular del mismo que, por contar con algun tipo de
marca o epitopo, pudiese ser convenientemente detectada en nuestros ensayos. Para ello,
insertamos la secuencia conocida como c-myc (EQKLISEEDL) entre los aminoécidos
199 y 200 de la proteina nativa; esto es, entre el final del dltimo dominio trans-

membrana y el comienzo del tallo citosélico (Fig. 2).

LUMEN

c-myc

CITOSOL

:"",_l

COOH

Figura 2. Representacién esquemaitica del receptor de KDEL con el epitopo
c-myec. La secuencia c-myc fue insertada mediante mutagénesis dirigida entre el Gltimo

dominio transmembrana y el comienzo del dominio citoplasmico del receptor.
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En primer lugar, estudiamos los efectos derivados de la insercion de la secuencia
c-myc sobre el comportamiento y localizacién subcelular del receptor. Las células COS
transfectadas con el ADNc que codifica para el receptor portador del epitopo c-myc
expresaron moderadamente la construccion. Esta se localizd fundamentalmente en un
area perinuclear identificada, en detecciones dobles de inmunofluorescencia indirecta,
como el complejo de Golgi. Asi, la tincién de este organulo con un anticuerpo dirigido
contra la proteina GAMP-210, localizada en su lado cis (Infante y cols., 1999),
coincidié con la deteccion del receptor con un anticuerpo contra la secuencia c-myc
(Fig. 3). Por tanto, la presencia de este epitopo no alterd la localizacién normal del

receptor en el complejo de Golgi.

c-myc GMAP-210

Figura 3. Localizacién subcelular de una forma ectépica del receptor de la secuencia
KDEL. Células COS fueron transfectadas con el plasmido HE24M que codifica una versién del receptor
de KDEL con el epitopo c-myc intercalado. Las células fueron fijadas y procesadas para

inmunofluorescencia indirecta con los anticuerpos anti-myc y anti-GMAP-210. Barra, 20 pm.
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Asimismo, analizamos la funcionalidad del receptor mediante la utilizacion de
un ensayo destinado a evaluar la retencién intracelular de ligandos, es decir, proteinas
solubles portadoras de la secuencia KDEL en su extremo C-terminal. A tal fin,
modificamos genéticamente la secuencia codificadora de la lisozima de gallina de modo
que fuese adecuadamente reconocida por el receptor autéctono. Transfectamos células
COS con el cDNA que codifica para lisozima-KDEL y, posteriormente, llevamos a cabo
un experimento de pulso-caza e inmunoprecipitacién encaminado a monitorizar la
secrecion de esta proteina al medio de cultivo. Tal y como muestra la Fig. 4, la mayor
parte de las moléculas de lisozima-KDEL sintetizadas durante el periodo de pulso
fueron reconocidas por el receptor endégeno y retenidas intracelularmente. No obstante,
una fraccién significativa de las mismas, cifrada en el 20-22%, fue secretada al medio
de cultivo durante un periodo de caza metabolica de 4h. Posiblemente ello sea

consecuencia de la saturacién del receptor endégeno tras la sobreexpresion del ligando.

min: 0 180 240

M

Figura 4. Secrecién de lisozima-KDEL. Células COS fueron transfectadas con un plasmido
que codifica para lisozima con la secuencia KDEL insertada en su extremo C terminal. Las c€lulas
fueron marcadas radiactivamente con S*-metionina y cisteina durante 10 min. A los tiempos de caza
indicados, lisozima-KDEL fue inmunoprecipitada del medio (M) y del “pellet” celular (C). Las muestras
fueron procesadas para electroforesis en SDS-PAGE y las bandas radiactivas visualizadas en

Phosphorlmager.
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‘Por otro lado, transfectamos células COS con un pldsmido conteniendo dos
secuencias codificadoras: la correspondiente a lisozima-KDEL y la de nuestra
construccién del receptor de KDEL marcada con c-myc. Comprobamos, en primer
lugar, mediante inmunofluorescencia la expresién simultdnea de ambas protefnas. La
mayoria de las células que sintetizaron una de ellas también produjeron la otra (79% de -
las que expresaban lisozima-KDEL; >84% de las que expresaban el receptor con c-
myc intercalado). Més atn, en tales células lisozima-KDEL se localizé en el RE, en

tanto que el receptor aparecié concentrado mayoritariamente en el complejo de Golgi

(Fig. 5).

c-myc lisozima-KDEL

Figura 5. Deteccién por inmunofluorescencia del receptor de KDEL y lisozima-KDEL.
Células COS fueron transfectadas con un plasmido que codifica el receptor de KDEL conteniendo el
epitopo c-myc y lisozima-KDEL. Las células fueron fijadas y procesadas para inmunofluorescencia

indirecta con anticuerpos anti-c-myc y anti-lisozima.Barra, 20pm.

Estas observaciones sugieren la existencia, a nivel del complejo de Golgi, de un

sistema efectivo en términos de recuperacion de ligandos KDEL.
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En contraste con los resultados de marcaje metabolico obtenidos con células
transfectadas con el cDNA que unicamente codifica para lisozima-KDEL, aquellas que
ademas de esta proteina expresan el receptor ectopico mostraron una mayor eficiencia
en la capacidad de retencién intracelular de ligandos. De hecho, tales células no

- secretaron lisozima-KDEL al medio de cultivo durante un periodo de caza metabdlica
de 4 h (Fig. 6). De estos resultados se deduce que el receptor conteniendo la secuencia
c-myc intercalada es funcionalmente activo, puesto que es capaz de restablecer la

eficacia del sistema de retencién disminuida tras la sobreexpresion de lisozima-KDEL.

min: 0 10 30 60 120 240

Figura 6. Efecto de la sobreexpresion del receptor sobre la secrecién de lisozima-KDEL.
Células COS fueron transfectadas con un pladsmido que codifica para lisozima-KDEL y el receptor de
KDEL con el epitopo c-myc. Las células fueron marcadas radiactivamente con S*-metionina y cisteina
durante 10 min. A los tiempos de caza indicados, 1a lisozima-KDEL fue inmunoprecipitada del medio
M) y del “pellet” celular (C). Las muestras fueron procesadas para electroforesis en SDS-PAGE y

visualizadas en PhosphorImager.

En definitiva, los datos obtenidos indican que la insercidn descrita del epitopo c-

myc no afecta a la localizacién y funcionalidad del receptor de la secuencia KDEL.
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2. VALORACION FUNCIONAL DEL EXTREMO C-TERMINAL DEL
RECEPTOR DE LA SECUENCIA KDEL

La forma molecular anteriormente descrita del receptor de la secuencia KDEL
permiti6 abordar el andlisis de la significacion funcional del tallo citosélico o extremo
C-terminal de esta molécula. Teéricamente, la deleccidn de los ultimos 12 aminoécidos
de tal construccién da lugar a una proteina con idéntica orientacion topolégica y en cuyo
extremo C-terminal aparece el epitopo c-myc cubierto tnicamente por un residuo de

treonina (Fig. 7).

COOH

Figura 7. Representacién esquematica de una versién truncada del receptor de KDEL. Esta
forma del receptor carece de los ultimos doce aminodcidos presentes en el tallo citosélico de la proteina

nativa.
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Al igual que la forma intacta, el receptor carente de tallo citosélico se localizd
preferentemente en el aparato de Golgi, donde coincidié con el marcador de cis-Golgi
GMAP-210 (Fig. 8).

c-myc GMAP-210

Figura 8. Localizacién subcelulér de una forma truncada del receptor de KDEL carente
del extremo C-terminal. Células COS expresando el receptor silvestre (WT) o bien su forma truncada
(AC) fueron fijadas y procesadas para inmunofluorescencia indirecta con los anticuerpos anti-myc y anti-

GMAP-210. Barras, 20 pm.
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Si bien este resultado podria indicar la ausencia de algtin tipo de sefial de destino
. a nivel del extremo C-terminal, existfa la posibilidad de oligomerizacién de la forma
truncada con el receptor enddégeno de las células. Por ello, llevamos a cabo un
experimento encaminado a determinar la capacidad del tallo citosélico del receptor de
KDEL para, una vez transplantado a otra proteina de membrana, dirigir su destino
intracelular. Como tal utilizamos el receptor CXCR4 de citoquinas cuya estructura
molecular es muy similar a la del receptor de KDEL (Amara y cols., 1997). Sustituimos
el dominio citosélico C-terminal de este receptor de membrana plasmatica por el
correspondiente del receptor de KDEL nativo, determinando posteriormente la
localizaciéon de la proteina quimérica mediante inmunofluorescencia. Como puede
comprobarse en la Fig. 9, la presencia del tallo citosdlico C-terminal del receptor de
KDEL no afecté al destino final del receptor CXCR4. Tanto la forma nativa de esta
molécula como la quimérica viajaron sin impedimentos aparentes a través de la via

exocitica hasta alcanzar la membrana plasmatica.

CXCR4 Quimera

HN, HN

A

COOH

COOH

Quimera

Figura 9. Localizacién subcelular del receptor CXCR4 y una forma quiinérica. (A) Representacion
esquematica del receptor CXCR4 silvestre (WT) y la quimera resultante de la sustitucién de los 1ltimos
41 aminoé4cidos de esta protefna por el dominio C-terminal del receptor de KDEL. (B) Células COS
fueron transfectadas con un pldsmido que codifica el receptor CXCR4 silvestre (WT) o la quimera
descrita anteriormente. El procesamiento para inmunofluorescencia se llevo a cabo con un anticuerpo

anti-CXCR4. Barras , 20 um.
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En conjunto, estos resultados indican que el extremo C-terminal del receptor de
la secuencia KDEL no confiere por si mismo localizacién en Golgi a una proteina de -
membrana y, por tanto, no seria responsable de la concentracion en este organulo del

receptor endogeno.

Por otro lado, existia la posibilidad de que el dominio C-terminal estuviese de
algin modo implicado en la actividad recuperadora de ligandos KDEL llevada a cabo
por el receptor. Para determinar tal eventualidad llevamos a cabo los experimentos de
marcaje metabolico e inmunoprecipitacién antes citados con células que expresaban
simultdneamente el receptor truncado y lisozima-KDEL. Detectamos entonces una
importante deficiencia en la capacidad celular para retener intracelularmente a las
moléculas de lisozima-KDEL (Fig. 10). Un 44-47% de la proteina inicialmente
sintetizada durante el pulso fue secretada al medio de cultivo durante un periodo de caza
de 4 h. Ello contrasta con la ausencia de secrecion de lisozima-KDEL al medio en

células que expresan el receptor intacto (Fig. 10).

min: 0 10 30 60 120 240

WT

Figura 10. Efecto de la deleccién C-terminal del receptor sobre la secrecién de lisozima-
KDEL. Células COS fueron transfectadas con un plasmido que codifica para lisozima-KDEL y para el
receptor de la secuencia KDEL conteniendo el epitopo c-myc. Las células fueron marcadas
radiactivamente con S*>-metionina y cisteina. A los tiempos de caza indicados, lisozima-KDEL fue
inmunoprecipitada del medio (M) y del “pellet” celular (C). Las muestras fueron procesadas para
electroforesis en SDS-PAGE. Los resultados se refieren a la secrecién al medio de lisozima-KDEL por
parte de células que expresan el receptor silvestre (WT) o bien una forma truncada del mismo carente del

tallo citoplasmico (AC).
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Asi pues, la eliminacién del tallo citosdlico C-terminal afecta negativamente a la
capacidad del receptor para recuperar proteinas autoctonas escapadas del RE y hacerlas

retornar a este organulo desde el complejo de Golgi.

3. PAPEL DEL DOMINIO C-TERMINAL DEL RECEPTOR DE LA
SECUENCIA KDEL EN SU TRANSPORTE

Los datos anteriores nos hicieron pensar que el tallo citosélico C-terminal del
receptor de la secuencia KDEL podria desempefiar un papel relevante en el transporte
retrégrado con destino al RE de los complejos ligando-receptor formados en el
complejo de Golgi. Ello permitiria explicar el que, en células que expresan una forma
truncada del receptor carente de tal dominio, una fraccion significativa de los ligandos
KDEL fuesen secretados al medio extracelular. Decidimos, por tanto, examinar el efecto
resultante de eliminar esta regién concreta del receptor sobre su propio transporte Golgi-
RE.

Para ello diseflamos un ensayo morfoldgico destinado a reproducir tal flujo
retrégrado. Inicialmente utilizamos células Vero no transfectadas, cuya membrana
plasmatica fue permeabilizada mediante exposicion a la toxina bacteriana conocida
como estreptolisina O. Comprobamos que la incubacion a 37°C de tales células
permeabilizadas en presencia de los nucleétidos trifosfatos ATP y GTP ocasionaba la
redistribucién aparente del recéptor enddgeno desde la region de Golgi hasta el RE (Fig.
11). El examen detallado de este fenémeno indicé que el proceso comenzaba con la
formacién de finos tibulos alargados, con engrosamientos regularmente espaciados.
Posteriormente, estos tubulos experimentaban fragmentacién y fusion gradual con el RE

(Fig. 11).
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Figura 11. Redistribucion Golgi-RE del receptor de KDEL endégeno. Células Vero fueron permeabilizadas con SLO
e incubadas a 37° C en presencia de ATP y GTP (1 mM) durante los tiempos indicados. Las células fueron fijadas y procesadas
para inmunofluorescencia indirecta con un anticuerpo contra el dominio citoplasmico del receptor de la secuencia KDEL.

Barras, 20 um.
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El proceso completo fue dependiente de ATP y GTP (Fig. 12). Indirectamente
comprobamos que también requeria factores citos6licos residuales, los cuales
permanecerian en las células tras su permeabilizacion. Asi, las células permeabilizadas
quedaron incapacitadas para formar tabulos tras la realizacién de un lavado con alta
concentracion de sales (Fig. 12), si bien la adicion de citosol exdgeno no consiguid

restablecer tal capacidad (no mostrado).

- + Lavado salino

Figura 12. Requerimientos para la redistribucion Golgi-RE del receptor de KDEL
endégeno. Células Vero permeabilizadas con SLO fueron utilizadas en el ensayo de redistrribucion
descrito en la Fig. anterior. Las células fueron incubadas en presencia (+) o ausencia (-) de ATP y GTP
(1 mM) en el medio de ensayo y alternativamente preincubadas con 0.1 M NaCl (lavado salino). La
fijacion y procesamiento para inmunofluorescencia indirecta se llevé a cabo tal y como se describe en la

Fig. 11. Barra, 20 um.
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Utilizamos, por tanto, este ensayo para testar nuestra hipétesis sobre la
participacién del dominio C-terminal del receptor en el transporte retrégrado Golgi-RE.
Empleamos células COS que expresaban una forma fluorescente del receptor de la
secuencia KDEL obtenida tras la fusién génica de la secuencia codificadora de la
proteina CFP (cyan fluorescent protein) al extremo C-terminal del receptor. Como era
de esperar esta versién fluorescente del receptor redistribuy6 eficientemente al RE
desde el aparato de Golgi al incubar las células permeabilizadas a 37°C durante 30-35
min con ATP y GTP (Fig. 13). Por el contrario, en ausencia de nucleétidos trifosfatos el
receptor fluorescente permanecié confinado en el aparato de Golgi. En contraste con
este resultado, una forma truncada del receptor carente del dominio C-terminal no
redistribuyé al RE, con independencia de la incubacion de las células permeabilizadas

en presencia o en ausencia de ATP y GTP (Fig. 13).

Figura 13. Efecto de la deleccién C-terminal del receptor sobre su redistribucién Golgi-RE.
Células COS fueron transfectadas con un plésmido que codifica el receptor de la secuencia KDEL, bien
sea su forma silvestre (WT) o bien una forma truncada carente de los ultimos 12 aminoécidos ( AC),
fusionado por su extremo C-terminal a la protefna fluorescente CFP. Las células fueron permeabilizadas
con SLO e incubadas a 37° C durante 35 min en presencia (+) o ausencia (-) de ATP y GTP. Finalmente,

fueron fijadas y observadas en el microscopio. Barras, 16 um.
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Estas observaciones pusieron de manifiesto la existencia de diferencias
significativas en las capacidades de ambas formas moleculares del receptor de KDEL
para participar en la via de transporte retrégrado Golgi-RE. Con el fin de revelar tales
diferencias de forma inequivoca recurtimos a la deteccién mediante
inmunofluorescencia indirecta del receptor endégeno, utilizando para ello un anticuerpo
dirigido precisamente contra el dominio C-terminal del mismo. La Fig.14 se
corresponde con células que expresaban una forma fluorescente y truncada del receptor,
las cuales fueron permeabilizadas e incubadas a 37°C en presencia de ATP y GTP. Tras
una incubacién prolongada (30-35 min) el receptor endbgeno, reconocido por el
anticuerpo, aparecié redistribuido en el RE, en tanto que la forma truncada fluorescente

permanecio retenida en el complejo de Golgi (Fig. 14).

anti-Erd?2 CFP Colocalizacion

Figura 14. . Diferencias en la capacidad de redistribucién al RE del receptor nativo y la
forma truncada C-terminal. Células COS expresando una forma fluorescente (CFP) y truncada del
receptor de KDEL carente del tallo citosélico fueron permeabilizadas con SLO e incubadas a 37°C
durante 35 min en presencia de ATP y GTP. Posteriormente fueron fijadas y procesadas para
inmunofluorescencia indirecta con un anticuerpo contra el dominio C-terminal del receptor de KDEL.

Barra, 16 um.

En conjunto, estos resultados indican que el transporte retrogrado desde el
complejo de Golgi al RE del receptor de la secuencia KDEL depende de su dominio o

extremo C-terminal.
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4. PAPEL DEL DOMINIO C-TERMINAL DEL RECEPTOR DE LA
SECUENCIA KDEL EN SU INTERACCION CON LAS PROTEINAS DE
CUBIERTA COPI

Es un hecho establecido que el transporte retrogrado Golgi-RE del receptor de la
secuencia KDEL se lleva a cabo en intermediarios de transporte cubiertos del complejo
COPI (Orci y cols., 1997; Girod y cols., 1999). Previsiblemente la formacién de tales
intermediarios requeriria la interaccién previa del receptor con este tipo de proteinas de
cubierta. Asi, las cubiertas COPI son responsables del reconocimiento y seleccién de un
elevado nimero de proteinas de membrana, como paso previo a su inclusién en
intermediarios de transporte que luego viajan desde el complejo de Golgi al RE
(Bremser y cols., 1999; Nickel y cols., 2002). Desde el punto de vista molecular, el
proceso se inicia con la interaccién del complejo COPI con los dominios citopldsmicos
de las proteinas a transportar. Para ello es esencial la presencia en estas de algin tipo de
seflal de reconocimiento que las identifique como moléculas escapadas del RE
susceptibles de recuperacion. Una sefial muy comin de este tipo es un motivo dilisina
(KKXX) situado en el extremo C-terminal de las proteinas de membrana. Curiosamente
el receptor de la secuencia KDEL carece de un motivo dilisina o de algﬁh otro tipo de
sefial de recuperacién conocida que permita explicar su interaccién con el complejo
COPI. No obstante, por lo mencionado anteriormente, tal interaccion deberia ocutrir, en

cuyo caso, serfa un acontecimiento determinante para la funcionalidad del receptor.

Dado que los datos obtenidos indicaban que el dominio C-terminal del receptor
de KDEL desempefia un papel relevante en el transporte retrogrado de esta proteina
desde el Golgi al RE, decidimos examinar su interaccién con las proteinas COPL Con
tal fin, llevamos a cabo una serie de experimentos de “arrastre” (pull-down) o
purificacién de proteinas citosélicas, una vez adheridas a una matriz con péptidos
sintéticos acoplados covalentemente. Los péptidos se correspondian con diferentes
modificaciones de la secuencia original del extremo C-terminal del receptor de KDEL.
Incubamos a temperatura ambiente la matriz conteniendo péptido acoplado con un
extracto de proteinas citosélicas y, tras lavar con tampdn para desprender las proteinas
laxamente unidas, procesamos para electroforesis e identificamos las moléculas
asociadas mediante inmunoblot. Como control, muestras de matriz que carecfan de

péptido unido fueron procesadas en forma idéntica.
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La asociacién de las proteinas citosolicas fue siempre en estos ensayos dependiente del

péptido acoplado a juzgar por la débil o nula sefial obtenida en las muestras control.

En primer lugar analizamos la incorporacién de diferentes proteinas
componentes del coatémero. Ninguna de ellas se asocié a un péptido de 21 aminoécidos
de longitud que abarcaba el dominie C-terminal completo del receptor de KDEL cuyo el
ensayo se realizd en condiciones salinas fisiologicas (0.1 M NaCl) (Fig. 15). No
obstante, a mayor concentracién salina (0.5-1 M NaCl) detectamos una pequefia

incorporacién de algunas proteinas como B‘~COP y y—COP (Fig. 15).

control
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Figura 15. Interaccion del dominio C-terminal del receptor de KDEL con componentes del
coatémero. Péptidos sintéticos correspondientes al extremo C-terminal del receptor fueron acoplados
covalentemente a una matriz de sefarosa y utilizados para el “arrastre” y purificacion de proteinas del
coatomero presentes en el citosol de cerebro bovino. El péptido indicado como ..GKKLSLPA se
corresponde con el dominjo C-terminal completo del receptor silvestre de la secuencia KDEL. Como
muestra-control se utilizé una cantidad equivalente de matriz sin péptido acoplado (control). Las
incubaciones se realizaron a temperatura ambiente durante 5 min en presencia de las concentraciones
indicadas de NaCl. Las proteinas citos6licas purificadas fueron resueltas mediante electroforesis en SDS-
PAGE e identificadas medjante inmunoblot con anticuerpos especificos contra las moléculas indicadas.
Una misma membrana electroforética fue reutilizada para la deteccion secuencial de varias proteinas del
coatémero. Como control positivo de la inmunodetetcién se procesé una muestra (20 pg) de citosol

crudo.
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Segun este ultimo dato, la existencia de algun tipo de condicionamiento estérico
que pudiera impedir la unién del coatémero a este péptido concreto parece improbable.
En su lugar, estos resultados concuerdan con la ausencia en el receptor nativo de una
sefial manifiesta de recuperacion para el RE. Sin embargo, era posible que tal sefial
estuviera de alglin modo oculta. Por ejemplo, en posiciones 6 y 7 a partir del extremo C
se localizan dos residuos-consecutivos-de lisina que, al menos tedricamente, podrian
constituir un motivo dilisina triptico. Es decir, se tratarfa de una seflal de recuperacion
encubierta que, en determinadas circunstancias, podria quedar expuesta para ser
reconocida por el coatémero. Con €l fin de investigar esta ultima posibilidad ensayamos
un péptido similar al anterior pero carente de los tres tltimos aminoécidos, de forma que
exhibiera un motivo dilisina tipico en su extremo C-terminal. A pesar de ello, las
proteinas del coatdmero tampoco se unieron a este otro péptido (Fig. 16). Asi pues, en
el caso del receptor de la secuencia KDEL, la interaccién de su dominio C-terminal con

el coatémero dependeria de otros factores diferentes de la presencia de un motivo

dilisina.
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Figura 16. Efecto de la presencia de un motivo dilisina terminal en la interaccién del
dominio C-terminal del receptor de KDEL con componentes del coatémero. En el ensayo de la Fig.
15 se incluyo el péptido ...GKKLS que, por carecer de los 3 Gltimos amino4cidos del extremo C-terminal,

presenta un motivo tipico dilisina de recuperacion.
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Uno de tales factores pudiera ser la presencia de un residuo de serina en la
posicién 209 del receptor nativo. Asi se deduce de la observacion de que la eliminacion

de este residuo impide la unién de las proteinas del coatémero a alta concentracion
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salina (Fig. 17).

Figura 17. Efecto de la eliminacién de serina 209 sobre la interacciéon del dominio C-
terminal del receptor de KDEL con componentes del coatémero. En el ensayo anterior se incluy6 el

péptido () carente del residuo de serina que, en la proteina nativa, ocupa la posicién 209.

Pensamos que el residuo de serina en cuestién podria ser objeto de fosforilacién
y que tal modificacidn afectase a la interaccion del receptor de KDEL con las proteinas
de cubierta. Para comprobar esta hipotesis analizamos las propiedades de dos nuevos
péptidos. En uno de ellos la serina fue reemplazada por alanina, un aminodcido que no
puede ser fosforilado; en el otro, la sustitucién se realizé por 4cido aspartico, cuya
estructura se asemeja a un residuo de serina fosforilado. Precisamente el complejo

coatémero interacciond con este ultimo péptido en todas las condiciones ensayadas. En
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particular, el péptido con aspartico pudo reclutar a las proteinas del coatémero en

presencia de diferentes concentraciones salinas (Fig. 18).

Por otro lado, no apreciamos diferencias significativas en la asociacién de las
diferentes proteinas detectadas, por lo que puede deducirse que el coatémero en bloque
interaccioné con este péptido. Por el contrario, la sustitucién por alanina suprimié la

interaccion (Fig. 18).
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Figura 18. Efecto de la sustitucién de serina 209 sobre la interaccién del dominio C-
terminal del receptor de KDEL con componentes del coatémero. El residuo de serina que, en la
protefna nativa, ocupa la posicién 209 fue reemplazado por otros aminoécidos tales como alanina (A) o
4cido aspértico (D) y los correspondientes péptidos fueron utilizados en el ensayo de “arrastre” descrito

en la Fig. 15.
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Estos resultados sugirieron que la asociacién del complejo coatémero al tallo o
dominio citosélico del receptor de KDEL podria depender de la fosforilacion del
residuo de serina 209. Sin embargo, este pudiera no ser el tinico factor determinante.
Como antes se indicé, existe un motivo dilisina potencial en el interior de tallo
citosolico del receptor, si bien dada su posicién alejada del extremo C terminal no es
previsible que esta secuencia sea funcional como tal. Estudiamos entonces la existencia
o no de relacién entre ambos factores. Comprobamos que al sustituir alguna de las
lisinas por alanina se impedia la interaccién con el coatémero (Fig. 19). Mas atn, esta
inhibicién no revertié tras una “fosforilacién simulada” del residuo de serina 209. Asi,
un péptido en el que el motivo dilisina se encontraba alterado y, al mismo tiempo,
poseia aspartico en lugar de serina en una posicién equivalente a la 209 del receptor

nativo result6 ineficaz para atraer al coatémero (Fig. 19).
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Figura 19. Efecto de la alteracién del motivo dilisina criptico sobre la interaccion del
dominio C-terminal del receptor de KDEL con componentes del coatémero. El ensayo de “arrastre”
descrito en la Fig. 15 fue realizado en presencia de NaCl 0.1 M. Se utilizaron péptidos sintéticos
correspondientes al dominio C-terminal del receptor de la secuencia KDEL; los cambios efectuados en la
secuencia de la forma silvestre (GKKLSLPA) han sido indicados (aminoécidos subrayados). Los

controles realizados son los descritos en la Fig. 15.

Por tanto, la presencia de un motivo dilisina intacto es un requerimiento estricto,

aunque no suficiente, para la interaccién del receptor de la secuencia KDEL con el

66



Resultados

coatémero, estando condicionada por la fosforilacién del residuo de serina en posicién
209.

Ademi4s del coatémero, el receptor de KDEL también interacciona con ARF-
GAP (Aoe y cols., 1997; Aoe y cols., 1998). Se ha demostrado que esta Ultima
interaccién es un proceso inducido por el reconocimiento del ligando. Asi, cuyo el
receptor une un ligando se produce la incorporacién de ARF-GAP desde el citosol a la
membrana, donde interviene en su seleccidn e inclusién en intermediarios de transporte
cubiertos de COPI (Yang y cols., 2002). Nos preguntdbamos si los requerimientos
descritos para la interaccién del receptor con el coatdmero eran igualmente aplicables a
su asociacién con ARF-GAP. Esta proteina citosolica no se uni6 a un péptido
correspondiente al dominio citos6lico C-terminal completo del receptor de KDEL a
menos que el residuo equivalente a la serina 209 en la molécula nativa estuviese
sustituido por 4cido aspértico (Fig. 20). De nuevo, el motivo dilisina interno result6
desempefiar un efecto dominante. Su alteracién, mediante sustitucién por alanina,
impidi6 la interaccién incluso en presencia de 4cido aspéartico en la posicidn

equivalente a 209 (Fig. 20).
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Figura 20. Interaccién del dominio C-terminal del receptor de KDEL con ARF-GAP.
Utilizando un anticuerpo especifico para ARF-GAP1 detectamos el reclutamiento de esta proteina desde
el citosol a una matriz de sefarosa con péptidos acoplados covalentemente. El péptido ...GKKLSLPA se
corresponde con la secuencia nativa del dominio C-terminal del receptor de KDEL. Los cambios
efectuados en esta secuencia han sido indicados (aminoacidos subrayados). Las condiciones del ensayo y

los controles realizados son los comentados en la Fig. 19.
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En suma, los resultados in vitro indican que la fosforilacién del residuo de serina
209 promueve la interaccion del receptor de la secuencia KDEL tanto con los

componentes del coatdmero como con ARF-GAP.

S. PAPEL DEL RESIDUO DE SERINA 209 DEL RECEPTOR DE KDEL
EN EL TRANSPORTE RETROGRADO GOLGI-RE

_ Puesto que el residuo de serina 209 parecia ser importante para la interaccién del
receptor de la secuencia KDEL con las proteinas de cubierta COPI, era de suponer que,
en consecuencia, desempefiaria también un papel relevante en el funcionamiento del
mismo. Para comprobarlo, estudiamos los efectos resultantes de la sustituciéon de este
aminoécido por alanina (S209A) en dos de los ensayos anteriormente comentados; a
saber, el transporte retrégrado Golgi-RE del propio receptor y la capacidad de este

ultimo para recuperar ligandos con la secuencia KDEL en el extremo C-terminal.

En el primer caso, utilizamos en el ensayo de redistribuciéon Golgi-RE células
que expresaban simultdneamente formas fluorescentes del receptor silvestre y de la
forma mutada S209A. Ambas versiones del receptor se localizaron en el complejo de
Golgi de las células transfectadas con dos pldsmidos: uno que codificaba para el
receptor silvestre fusionado a YFP y otro para la forma mutante S209A fusionada a
CFP. En esta localizacién subcelular permanecieron ambas proteinas fluorescentes tras
la incubacién de las células permeabilizadas en ausencia de ATP y GTP (Fig. 21). Por el
contrario, en presencia de estos nucleétidos el receptor de KDEL redistribuy6 desde el
Golgi al RE. La redistribucién, no obstante, fue desigual. Asi, después de 20-25 min de
incubacién una cantidad significativa del receptor silvestre no mutado aparecié
redistribuido en el RE, en tanto la forma mutante S209A bésicamente permanecié

concentrada en Golgi (Fig. 21).
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S209A WT Colocalizacion

+..

Figura 21. Efecto de la sustitucién S209A sobre la redistribucion Golgi-RE del receptor de

la secuencia KDEL. Células COS fueron transfectadas con dos plasmidos que codifican formas
fluorescentes del receptor de KDEL: el receptor silvestre (WT) fusionado a YFP y su forma mutada
S209A fusionada a CFP. Las células fueron permeabilizadas e incubadas a 37° C durante 25 min en

presencia (+) o ausencia (-) de ATP y GTP antes de la fijacion. Barras, 16 pm.

En general, la versién mutada redistribuyo al RE mas lentamente en comparacion con la
forma silvestre. Unicamente tras un tiempo de incubacién prolongado (40-45 min)
detectamos al receptor mutado S209A en el RE y, para entonces, otras muchas proteinas
endogenas del Golgi se encontraban igualmente distribuidas (no mostrado). Por tanto,
estos resultados revelan la existencia de diferencias significativas entre ambas formas
moleculares del receptor en su capacidad para ser transportadas desde el complejo de
Golgi al RE. Teniendo en cuenta que tales diferencias se manifiestan para células que
expresan los dos tipos moleculares, es evidente que la sustitucion S209A afecta

negativamente al transporte retrégrado del receptor de la secuencia KDEL.
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Analizamos también las consecuencias de la mutacién S209A sobre la retencion
intracelular de lisozima-KDEL. En este caso, utilizamos células que, por haber sido
transfectadas con un plasmido con dos secuencias codificadoras, expresaban
simultineamente lisozima-KDEL y el receptor de la secuencia KDEL, bien sea la forma
silvestre o la versidn mutante. Como era de esperar, las células que expresaban el
receptor silvestre no secretaron lisozima-KDEL al medio extracelular. En cambio, si lo
hicieron aquellas otras que expresaban el receptor conteniendo la mutacion S209A (Fig.
22). Concretamente, 18.2% de la lisozima-KDEL inicialmente sintetizada durante el
tiempo de pulso fue secretada al medio durante un periodo de caza de 3 h. Por tanto, la
eficiencia del sistema de recuperacion de proteinas-ligando conteniendo la secuencia C-

terminal KDEL es claramente deficiente en las células que expresan el receptor mutado.

WT S209A

min: 0 180 O 180

Figura 22. Efecto de la mutacion S209A sobre la retencion intracelular de lisozima-KDEL.
Células COS fueron transfectadas con un plasmido con dos secuencias codificadoras, una para lisozima-
KDEL vy otra para la forma silvestre (WT) o mutada (S209A) del receptor de la secuencia KDEL. Las
células fueron marcadas radiactivamente. A los tiempos indicados de caza metabolica, lisozima-KDEL
fue inmunoprecipitada del medio (M) y del “pellet” celular (C). Las muestras fueron procesadas para

electroforesis en SDS-PAGE y las bandas proteicas visualizadas en PhosphorImager.

Los datos, pues, revelan que el residuo de serina situado en la posicién 209 del receptor
nativo desempefia un papel clave en el funcionamiento de esta molécula. Este
aminodcido est4 implicado en la interaccion del extremo C-terminal del receptor de
KDEL con las proteinas de cubierta COPI, de modo que su anulaciéon funcional
repercute negativamente en la capacidad celular para retener proteinas integrales del RE

debido a que, en tales condiciones, el receptor es retenido en el complejo de Golgi.
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6. FOSFORILACION POR PKA DEL RECEPTOR DE KDEL

El residuo de serina 209 se localiza en una secuencia de aminoacidos (KKLS)
que potencialmente podria constituir un sitio de fosforilacion por PKA, puesto que las
secuencias consenso para esta quinasa son del tipo K/R-K/R-X-S-X siendo X un
aminoacido cualquiera. Decidimos, por ello, investigar la posibilidad de que el receptor
de la secuencia KDEL fuese fosforilado por esta quinasa a nivel de su extremo C-
terminal. Con tal fin preparamos membranas microsomales de células de insecto Sf9
infectadas con baculovirus recombinantes que codificaban para diferentes versiones
moleculares del receptor de KDEL conteniendo el epitopo c-myc. Lavamos las
membranas con alta concentracion salina para desprender las proteinas periféricas y las
sometimos a fosforilacion mediante incubacién a 30°C con [y-"P]ATP y subunidades
cataliticas Ca puras de PKA. Posteriormente, lavamos las membranas con tampén y las
lisamos con detergente. El receptor de KDEL fue luego purificado mediante
inmunoprecipitacion con anticuerpo anti-myc, procesado para electroforesis 'y
electrotransferido a membrana. Las byas proteicas, inicialmente visualizadas en
PhosphorImager por haber incorporado 2P, fueron después identificadas mediante
inmunoblot con anticuerpo anti-myc. Comprobamos entonces que, durante el tiempo de
incubacién (10 min), el receptor silvestre fue eficientemente fosforilado en una reaccion
dependiente de la adicion de Co al medio (Fig. 23). Por el contrario, en las mismas
condiciones, la forma mutante S209A no experiment6 fosforilacion tanto en ausencia

como en presencia de Ca. en el medio de incubacion (Fig. 23).

De modo similar, la forma silvestre del receptor pudo ser eficazmente
fosforilada durante la incubacion de las membranas con [y->’PJATP y una preparacién
de citosol crudo, en sustitucion de la proteina Co recombinante utilizada anteriormente
(Fig. 24). En este caso, la fosforilacién fue catalizada por una actividad quinasa
enddgena presente en el citosol. Tal actividad fue identificada como PKA a juzgar por
los resultados obtenidos con citosol preincubado con subunidades reguladoras Rllo
recombinantes puras. Previsiblemente, estas ultimas podrian combinarse con las
subunidades cataliticas Ca presentes en la preparacion de citosol e inactivarlas. De
hecho, observamos que la fosforilacién del receptor de KDEL inducida por citosol pudo

ser inhibida mediante la preincubacion de éste con 50-100 nM Rlla (Fig. 24).
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WT S 209A
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Figura 23. Fosforilacion del receptor de KDEL por subunidades cataliticas Ca de PKA.
Microsomas totales obtenidos a partir de células Sf9, conteniendo la version silvestre (WT) o bien la
forma mutada S209A del receptor de la secuencia KDEL, fueron lavados con alta concentracién salina e
incubados a 30° C durante 10 min con [y-*P] ATP en presencia (+) o ausencia (-) de 1 U de proteina
Co. recombinante.. Posteriormente fueron lisados con detergente y el receptor inmunoprecipitado con
anticuerpo anti-myc. Los inmunoprecipitados fueron procesados para electroforesis en SDS-PAGE vy
electrotransferidos a papel. Las bandas radiactivas fueron directamente visualizadas en Phosphorlmager

(**P) y caracterizadas mediante inmunoblot con anticuerpo anti-myc.

Rila [nM]: 0 S0 100 200 500

Figura 24. Fosforilacién del receptor de KDEL por PKA enddgena. Ca fue sustituida en el
ensayo de la Fig. anterior por 100 ug de citosol crudo de higado de rata, incubado previamente a 30° C
durante 10 min con inhibidores de fosfatasas y con las concentraciones indicadas de Rlla recombinante
pura. Las membranas expresando el receptor silvestre fueron lavadas con tampon, lisadas con detergente
y el receptor de la secuencia KDEL inmunoprecipitado con anti-myc. Los inmunoprecipitados fueron

resueltos mediante electroforesis en SDS-PAGE; las bandas radioactivas fueron visualizadas en

Phosphorlmager.
Asi pues, los datos in vitro indicaron que el receptor de la secuencia KDEL es un

sustrato potencial de PKA, siendo fosforilado por esta enzima a nivel del residuo de

serina 209 situado en el interior de su dominio citosdlico C-terminal.
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7. RELEVANCIA FUNCIONAL DE LA FOSFORILACION POR PKA
DEL RECEPTOR DE KDEL

De acuerdo con los resultados hasta ahora expuestos, serina 209 es un residuo
particularmente importante para la funcionalidad del receptor de KDEL. Ademas, este
aminodcido es susceptible de ser fosforilado por PKA. Nos cuestionamos que relaciéon
existirfa entre ambos hechos. Més exactamente, jen qué forma afectaria la fosforilacion

por PKA de serina 209 a la actividad funcional del receptor?

Llevamos a cabo un.eXperimento in vivo encaminado a evaluar los efectos de la
fosforilacién por PKA sobre el recorrido ciclico RE-Golgi realizado por €l receptor.
Para ello, utilizamos como reactivo una forma mutada, dominante negativa, del factor
Sarlp (Sar1{H79G]), denominada abreviadamente como Sar1%. Debido a que esta
proteina se encuentra permanentemente unida a GTP, en las células que la expresan se
produce una inhibicién especifica del transporte anterégrado RE-Golgi derivada de la
inactivacién del complejo COPII, sin que ello se acbmpaﬁe de una afectacién
significativa del transporte retrégrado Golgi-RE (Aridor y cols., 1995). Inyectamos una
forma recombinante pura de Sarl®® fusionada a YFP en el interior de células control no
transfectadas y, tras 1 h de incubacién a 37°C, procedimos a detectar el receptor de
KDEL enddgeno mediante inmunofluorescencia indirecta. Tal y como esperdbamos, en
presencia de Sar1™ el receptor, junto con otros componentes del Golgi, se localizé en el
RE (Fig. 25). Aparentemente se trata de una situacién en la que, como consecuencia del
bloqueo en la exportacién de proteinas desde el RE y del continuo transporte retrogrado
desde el complejo de Golgi, los residentes de este ultimo qrgénulo llegan a estar
literalmente atrapados en el primero. Por el contrario, las células no inyectadas
mostraron el modelo de tincidn caracteristico del receptor de KDEL; esto es, complejo

de Golgi y compartimento intermedio (Fig. 25).
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Sarldn Erd2

Figura 25. Redistribucién del receptor de la secuencia KDEL tras un bloqueo del
transporte RE-Golgi. Células Vero fueron microinyectadas con la proteina Sar1®-YFP recombinante
pura e incubadas a 37° C durante 1h. Las células fueron fijadas y procesadas para inmunofluorescencia

indirecta con un anticuerpo contra el dominio citosélico del receptor. Barra, 16 um.
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Para evidenciar la participacion de PKA empleamos el inhibidor conocido como
H89. A baja concentracion (5-10 pM) este agente inhibe especificamente a PKA, en
tanto que para inhibir otras quinasas de serina/treonina son necesarias dosis mucho
mayores (en el rango mM) del mismo (Chijiwa y cols., 1990). En las células tratadas
con 5 pM de H89 el receptor de KDEL se localizé fundamentalmente en el complejo de
Golgi, tanto en presencia como en ausencia de Sar1%" (Fig. 26). Segiin la cuantificacion
de este resultado, el tratamiento con H89 inhibié la redistribucién inducida por Sar1®"

en >70% de las células microinyectadas. Es evidente, pues, que el transporte retrogrado

del receptor de KDEL desde el complejo de Golgi al RE se halla modulado por PKA.

Sarldn Erd2

Figura 26. Efecto del tratamiento con H89 sobre la redistribucion Golgi-RE del receptor de
KDEL. Células Vero fueron preincubadas durante 10-15 min con 5 pM H89 en medio sin suero con 25
mM HEPES. Posteriormente fueron microinyectadas con Sarl~YFP e incubadas a 37° C durante lh.
Las células fueron fijadas y procesadas para inmunofluorescencia indirecta con un anticuerpo contra el

receptor de la secuencia KDEL. Barra, 16 pm.
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Teoricamente la sustitucién de serina 209 por acido aspartico (S209D) daria
lugar a una variante del receptor de KDEL que simularia una proteina permanentemente
fosforilada. Razonamos que, siendo asi, esta versién molecular redistribuiria desde el
Golgi al RE en una forma constitutiva, independiente de PKA vy, por tanto, insensible al
tratamiento con HS89. Para testar esta posibilidad llevamos a cabo un nuevo
experimento in vivo, basado en el efecto inhibidor ejercido por H89 sobre el transporte
anterégrado RE-Golgi segin ha quedado establecido en estudios previos (Muiliz y cols.,
1996; Aridor y Balch, 2000; Lee y Linstedt, 2000). Si nuestra suposicién fuese cierta,
en presencia de H89 la forma mutante S209D del receptor, pero no asi la forma
silvestre, viajarfa desde el complejo de Golgi al RE quedando alli retenida debido al
bloqueo generalizado del transporte anter6grado ocasionado por este agente.
Transfectamos las.células con dos plasmidos: uno que codifica para el receptor silvestre
no mutado fusionado a YFP, el otro para la forma mutada S209D fusionada a CFP.
Ambas proteinas fluorescentes se localizaron en el complejo de Golgi de las células

control no tratadas (Fig. 27).

S209D Colocalizaci 6n

Figura 27. Efecto de la sustitucion S209D sobre la localizacién subcelular del receptor de la
secuencia KDEL. Células Vero fueron co-transfectadas con dos pldsmidos, uno que codifica el réceptor

de KDEL silvestre (WT) fusionado a YFP y otro la forma mutada S209D fusionada a CFP. Las células

fueron fijadas antes de su visualizacion al microscopio. Barra, 16 pm.
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Tras la incubacién de las células con una elevada dosis (20-30 pM) de H89
durante 1 h, el receptor silvestre permanecié invariablemente localizado en el complejo
de Golgi (Fig. 28). Esta observacion se corresponde con la inhibicién inducida por H89
del transporte retrogrado del receptor nativo desde el complejo de Golgi al RE. En
cambio, uria cantidad significativa de la forma mutada S209D expresada por las mismas
células se localiz6 en el RE (Fig. 28). Tal redistribucién concuerda con la esperada
insensibilidad del receptor mutante S209D al tratamiento con H89 en lo referente al

transporte retréogrado del mismo.

S209D WT Colocalizacion

Figura 28. Efecto del tratamiento con H89 sobre la redistribuciéon Golgi-RE de la forma
mutada S209D del receptor de KDEL. Las células descritas en la Fig. anterior. fueron incubadas durante
1 h a 37°C en presencia de 20um H89 en medio sin suero con anterioridad a la fijacién y observacion

microscopica. Barra, 16 um.

En definitiva, estos resultados ponen de manifiesto que la fosforilacion por PKA
del residuo de serina 209 del receptor de la secuencia KDEL promueve ¢l transporte

retrégrado del mismo desde el complejo de Golgi al RE.
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La recuperacién de las proteinas endégenas del RE es un acontecimiento
esencial para las células eucaridticas. Este proceso forma parte del control de calidad
que opera al comienzo de la via secretora, evitando la pérdida irrecuperable de
componentes autoctonos tales como chaperonas, enzimas de procesamiento, etc.
necesarios para la funcionalidad del orgdnulo (Vashist y cols., 2001). En el caso de las
proteinas solubles que ocupan el lumen del RE el receptor responsable de su
reconocimiento es una proteina transmembrana presente en forma altamente conservada
en todas las células eucariéticas (Semenza y cols., 1990). A nivel del complejo de Golgi
y compartimento intermedio, este receptor interacciona con la seflal de identificacién
K(H)DEL situada en el extremo C-terminal de las proteinas escapadas. Los complejos
receptor-ligando asi formados viajan después mediante transporte retrégrado al RE,
donde previsiblemeﬁte se produce la disociacién (Lewis y Petham, 1992; Wilson y

cols., 1993). El receptor retorna entonces a sus lugares habituales de residencia.

Diversos estudios han puesto de manifiesto que el transporte retrogrado de los
complejos ligando-receptor tiene lugar en intermediarios de transporte cubiertos de
COPI (Orci y cols., 1997; Girod y cols., 1999). Sin embargo, contrariamente a lo que
seria de esperar, el receptor de la secuencia K(H)DEL carece de una sefial tipica de
interaccién con este tipo de proteinas de cubierta, tal como pudiera ser un motivo
dilisina en su extremo C. Por tanto, la seleccién molecular de los complejos ligando-
receptor y su inclusién en intermediarios de transporte COPI es una cuestién aun no

resuelta.

- 1. SIGNIFICACION FUNCIONAL DEL DOMINIO C-TERMINAL DEL
RECEPTOR DE LA SECUENCIA KDEL

Con el fin de abordar la participacion de PKA en la regulacién del transporte
retrogrado Golgi-RE, hemos analizado el papel funcional desempefiado por el dominio
citos6lico C-terminal del receptor de la secuencia KDEL. Nuestros resultados indican,
por un lado, que esta parte de la molécula no es responsable de la localizacion
subcelular del receptor. Asi se deduce de la presencia en Golgi de una forma molecular
truncad}a carente de tallo citosélico. Ademds, a juzgar por los datos de la Fig.9, no
parece que esta region del receptor pueda, por si misma, alterar la localizacion de una

proteina de la membrana plasmadtica. En suma, las evidencias indican que el dominio C-
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terminal no constituye una secuencia de aminoécidos con efectos dominantes sobre €l

destino de las proteinas.

Por otro lado, los datos obtenidos indican que se trata de una regién necesatia
para la interaccién del receptor con la maquinaria de transporte, siendo responsable de
su inclusién en intermediarios de transporte COPI. Asi, tanto la recuperacion efectiva de
proteinas portadoras de la secuencia KDEL como el transporte retrogrado Golgi-RE del
propio receptor dependen de su dominio C-terminal. Esta tltima conclusién se deriva de
las observaciones realizadas con células permeabilizadas sometidas a un ensayo de
redistribucién Golgi-RE. A diferencia del receptor nativo que, durante el tiempo de
incubacién, viajé eficientemente desde el complejo de Golgi al RE, una forma truncada
carente de tallo citosélico expresada por las mismas células permaneci6 retenida en el
Golgi. La secrecién al medio extracelular de lisozima-KDEL constituye una prueba
reveladora de la efectividad del sistema de recuperacién de proteinas endégenas del RE.
En tanto lisozima-KDEL fue retenida intracelularmente por las células que expresaban
la forma silvestre del receptor, aquellas que posefan la version truncada carente de tallo

citosdlico en gran parte la secretaron al medio extracelular.

En conjunto, los resultados indican que el dominio C-terminal desempefia un
papel clave en el funcionamiento del receptor de la secuencia KDEL. M4s exactamente,
esta regidn es relevante para el transporte retrogrado Golgi-RE de los complejos
ligando-receptor y, por tanto, para la recuperacién de las proteinas portadoras de la
secuencia KDEL. Estudios previos avalan esta idea. Asi, la microinyeccion de
anticuerpos dirigidos contra el dominio C-terminal del receptor inhibi6 la llegada al
RE, mediante transporte retrégrado, de ciertas toxinas bacterianas conteniendo la sefial
KDEL (Majoul y cols., 1998; Jackson y cols., 1999). No obstante, es posible interpretar
los datos de otro modo. La versién truncada del receptor carente de tallo citosélico
podria experimentar algin tipo de agregacién anémala durante su permanencia en el

complejo de Golgi, de forma que no pudiera intervenir en el transporte retrégrado.
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2. PAPEL DEL RESIDUO DE SERINA 209 DEL RECEPTOR DE LA
SECUENCIA KDEL

Del analisis detallado del dominio C-terminal del receptor de la secuencia KDEL
se deduce que el residuo de serina 209 es crucial para el comportamiento funcional de
esta molécula. Su sustitucién por alanina (S209A) afecté negativamente a la capacidad
del receptor para ser transportado desde el complejo de Golgi al RE a tenor de los
resultados obtenidos en el ensayo de redistribucién: En este caso, la forma mutada del
receptor permanecié retenida en Golgi, en tanto la forma silvestre expresada por la
misma célula redistribuy6 al RE a velocidad normal. Ademas, la expresién de la forma

mutada disminuy9 la capacidad celular para retener intracelularmente a lisozima-KDEL.

No es probable que la sustitucién S209A induzca algun tipo de agregacion
molecular. Por tanto, en este caso los efectos observados parecen deberse a una
deficiencia real en el transporte retrogrado. Sin embargo, estos resultados contrastan con
los obtenidos por Townsley y cols (1993). Estos autores realizaron un andlisis
mutacional detallado del receptor de la secuencia KDEL con el fin de caracterizar los
determinantes proteicos implicados en el transporte retrégrado Golgi-RE. Para ello
utilizaron células que expresaban conjuntamente el receptor y su ligando lisozima-
KDEL, tomando como evidencia de transporte retrégrado la redistribucién del primero
desde el Golgi al RE como consecuencia de la sobreexpresion del segundo. De acuerdo
con los resultados obtenidos, la introduccién de mutaciones puntuales en los distintos
dominios citosélicos, incluido el extremo C-terminal, no afecté al transporte retrogrado.
En concreto, la sustitucién S209A no impidié la redistribucion del receptor al RE
inducida por la sobreexpresién de lisozima-KDEL. En cambio, en base a este mismo
criterio, un residuo de 4cido aspértico situado en el interior del séptimo dominio
transmembrana resulté ser esencial para el transporte Golgi-RE (Townsley y cols.,
1993). Es de destacar que, segin nuestras observaciones, tanto las formas mutadas
S209A y S209D del receptor como la versidn truncada carente de tallo citosolico se
localizan en el complejo de Golgi de las células transfectadas. No obstante, estas
versiones difieren en su capacidad para ser transportadas retrogradamente desde el
complejo de Golgi al RE, a juzgar por la habilidad exhibida por las células que expresan

cada una de ellas para retener intracelularmente a lisozima-KDEL.
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Pensamos, por ello, que la localizacién del receptor es el resultado de varios factores,
incluida la velocidad con la que es transportado anterdgradamente desde el RE al Golgi,

y no necesariamente refleja su funcionalidad.

3. FOSFORILACION DEL RECEPTOR DE LA SECUENCIA KDEL POR
PKA

La fosforilacién del residuo de serina 209 parece ser un factor clave en el control del
comportamiento dindmico del receptor de la secuencia KDEL. Las evidencias sugieren
que esta modificacién estaria catalizada por PKA. Asi, el receptor fue fosforilado in
vitro a nivel de serina 209 tanto por subunidades cataliticas (Ccr) puras de PKA, como
por una actividad enddgena présente en el citosol e inhibida por subunidades
reguladoras (RIlo) de la misma enzima. Los experimentos llevados a cabo con el
inhibidor H89 avalan igualmente la implicacién de PKA en el control del transporte
retrogrado Golgi-RE. En las células expuestas a bajas concentraciones de este agente (5-
10 pM) el receptor nativo no redistribuyé al RE tras la imposicién, mediante
microinyeccién de Sarl®™, de un bloqueo en el flujo anterégrado RE-Golgi.
Aparentemente, este resultado sugiere que, para ser transportado retrégradamente desde
el complejo de Golgi al RE, el receptor de la secuencia KDEL deberia en primer lugar
ser fosforilado por PKA a nivel del residuo de serina 209. Por el contrario, el receptor
no fosforilado permaneceria confinado en el complejo de Golgi, incapaz de incorporarse
al flujo retrégrado, de forma que las proteinas portadoras de la sefial KDEL serian

secretadas al medio extracelular.

En apoyo de esta idea hemos analizado el comportamiento de la forma mutada
S209D. Tedricamente el residuo de 4cido aspartico simularia la presencia en esta
localizacion de un amino4cido permanentemente fosforilado. De nuevo utilizamos H89
como inhibidor. En este caso, empleamos una elevada concentracion de este agente
(20-30 uM) a fin de que, con independencia de sus efectos sobre el flujo retrégrado
Golgi-ER, bloquease totalmente el transporte anterégrado RE-Golgi, tal y como se ha
demostrado en estudios previos (Mufiiz y cols., 1996; Aridor y Balch, 2000; Lee y
Linstedt, 2000). Comprobamos que en estas condiciones la forma S209D experiment6

en gran medida redistribucién al RE. Supuestamente, el receptor portador de esta
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mutacién se encontraria constitutivamente activado y listo para participar en el
transporte retrogrado. El tratamiento con H89 no impediria tal flujo, en tanto que, al
bloquear su salida del RE, ocasionarfa la retencion del receptor en este organulo. De
todos modos, la localizacién predominante de esta versién del receptor en el complejo
de Golgi de las células control no tratadas sugiere que, si bien se trata de una forma
permanentemente activada para el transporte retrogrado, su salida del RE con destino a

Golgi es igualmente rapida.

Nuestro grupo ha descrito con anterioridad los efectos inhibidores ejercidos por
H89 sobre el transporte anterégrado RE-Golgi de la proteina VSV-G (Mufiiz y cols.,
1996). Estas observaciones han sido confirmadas y ampliadas por otros investigadores
mediante el uso de diferentes agentes inhibidores de quinasas de proteinas (Aridor y
Balch, 2000; Lee y Linstedt, 2000). En base a ello se ha sugerido que el tratamiento con
altas concentraciones de H89 detiene el transporte RE-Golgi al inhibir una actividad
fosforiladora distinta de PKA. Sin embargo, esta interpretacién no explica otra de
nuestras observaciones: la incubacién con compuestos activadores de PKA acelera la
transferencia de VSV-G desde el RE al complejo de Golgi (Muiiiz y cols., 1996). La
participacion de PKA en el transporte anterogrado RE-Golgi es, por ello, un tema objeto
de discusién. No obstante, es posible que, a tenor de los resultados obtenidos en el
presente estudio, PKA intervenga fundamentalmente en la regulacién del transporte
retrogrado Golgi-RE. Si asi fuera, los efectos descritos sobre el transporte anterégrado
RE-Golgi podrian ser una consecuencia indirecta de la afectacion del flujo retrogrado,

dada la interdependencia funcional existente entre ambas vias.

4. INTERACCION DEL RECEPTOR DE LA SECUENCIA KDEL CON
LOS COMPONENTES DEL COMPLEJO COPI

Los resultados obtenidos indican que el dominio C-terminal estd implicado en la
interaccién del receptor de la secuencia KDEL con componentes del complejo de
cubierta COPI. Mediante el uso en ensayos in vitro de péptidos sintéticos
correspondientes a esta region del receptor hemos logrado caracterizar los determinantes
responsables del reclutamiento de las proteinas del coatémero y del factor ARF-GAP.
Tales determinantes son dos. Por un lado, es necesaria la presencia de un motivo

dilisina. No se trata de una secuencia de recuperacion clésica localizada en el extremo
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C, puesto que el receptor nativo carece de ella. Sin embargo, en el interior del dominio
citosélico existen dos residuos de lisina consecutivos (posiciones 206 y 207 en la
proteina nativa) que, segin nuestros datos, son esenciales. A este nivel las sustituciones
de aminoécidos invariablemente impidieron la interaccién con las proteinas del
coatémero, asi como con ARF-GAP, reclutadas a partir de una preparaciéon de citosol
crudo. Estos resultados confirman los obtenidos recientemente por otros autores a
propésito de la asociacién de coatémero purificado y proteina ARF-GAP recombinante

al dominio C-terminal del receptor fusionado a GST (Yang y cols., 2002).

Por otro lado, el residuo de serina 209 es requerido para la interaccién del
receptor con los componentes del coatémero y con ARF-GAP. La asociacién de estas
proteinas es maxima tras el cambio de serina 209 por 4cido aspartico, en tanto que su
sustitucién por alanina impide la interaccion. Estas observaciones suponen una prueba
de la participaciéon de PKA en la regulacién de las interacciones del receptor de la
secuencia KDEL con la maquinaria molecular especifica del transporte retrogrado

Golgi-RE.

5. REGULACION POR PKA DEL TRANSPORTE RETROGRADO DEL
RECEPTOR DE KDEL

Uno de los péptidos ensayados en los experimentos anteriores carecia de los
ultimos tres aminoécidos y, por tanto, presentaba una sefial dilisina tipica en su extremo
C. No obstante, las proteinas del coatémero y ARF-GAP no se unieron a él. Ello indica
que, si bien la presencia de un motivo dilisina es un requerimiento estricto para que
ocurra interaccién con los componentes del complejo COPI, este determinante no es
suficiente por si solo para que se produzca una asociacion eficaz. De acuerdo con un
estudio llevado a cabo in vivo, la recuperacién a partir del complejo de Golgi de una
proteina de membrana residente en el RE depende en gran medida de la longitud y
configuracién de su tallo citosélico. No basta con poseer una sefial dilisina C-terminal.
Esta ha de localizarse alejada (distancia minima 18 aminoécidos) del dominio
transmembrana y en un contexto distante de toda regién con estructura helicoidal
(Vincent y cols., 1998). Evidentemente, €l tallo citos6lico o dominio C-terminal del
receptor de la secuencia KDEL no se ajusta a estos requerimientos, puesto que se trata

de una corta secuencia de unos 12-13 residuos de longitud con probable estructura
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helicoidal. En este caso, por tanto, otros factores deben contribuir a hacer posible la

interaceidn.

Uno de tales factores podria ser la fosforilacién por PKA del residuo de serina
209. Esta modificacién podria dar lugar a un cambio conformacional en el dominio C-
terminal del receptor de la secuencia KDEL. De esta forma, el motivo dilisina,
anteriormente oculto, estaria ahora expuesto para poder interaccionar con los
componentes del complejo COPIL. De ser asi, el receptor de la secuencia KDEL se
caracterizarfa por presentar una sefial dilisina criptica en el interior de su dominio C-
terminal. La exposicién, mediada por fosforilacion, de esa sefial representaria un nuevo
mecanismo, no descrito con anterioridad, de regulacion de la interaccion de una proteina:

de membrana con la maquinaria de transporte COPI.

Hasta la fecha se han descrito dos estrategias en este sentido, ambas referidas al
control del trafico biosintético de receptores de la membrana plasmatica. Algunas de
estas moléculas son complejos heteroméricos constituidos por subunidades de diferentes
tipos. A veces una de tales subunidades posee una sefial dilisina clasica de recuperacion
en el extremo C terminal. En el receptor nativo tal sefial permanece oculta debido a la
asociacion intermolecular de las distintas subunidades. De este modo, tras el ensamblaje
del complejo, éste puede abandonar el RE y alcanzar la membrana plasmatica. Por el
contrario, la sefial dilisina permite el reconocimiento y retencion en el RE de los
complejos parcialmente ensamblados (Letourneur y cols., 1995). Otro caso es el de
ciertas proteinas de membrana tipo II portadoras de dos motivos funcionalmente
antagénicos. Una sefial dibésica de interaccién con COPI permite la recuperacion de la
molécula y su retencién en el RE. La otra es una secuencia de asociacién a alguna
isoforma de la familia de proteinas reguladoras 14-3-3, lo cual favorece la exportacion
del RE. Se produce una competencia entre ambas sefiales, de forma que la asociacién de
14-3-3 impide la unién de COPI y viceversa (O'Kelly y cols., 2002; Yuan y cols., 2003).
Las proteinas que ciclan continuamente entre el RE y el Golgi, tales como los receptores
de cargo de la familia p24 y ERGIC53, también presentan sefiales de exportaciéon y
recuperaciéon. En este caso, sin embargo, se desconoce el mecanismo regulador
responsable la actuacion coordinada de ambos motivos. En lo que concierne al receptor

de la secuencia KDEL, nuestros hallazgos sugieren que su interacciéon con los
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componentes de la maquinaria COPI podria estar modulada por fosforilacién, mediada

por PKA, del residuo de serina 209.

Si bien el mecanismo de regulacion propuesto podria tener lugar en células de
mamiferos, no ocurriria de este modo en otros sistemas celulares. Desde el punto de
vista evolutivo, tanto el motivo dilisina interno como la presencia de un residuo de
serina en posicién 209 no son caracteristicas estrictamente conservadas. Por ejemplo, el
receptor de la secuencia HDEL de levaduras posee un dominio C-terminal en el que
s6lo existe un residuo de lisina, lo cual es insuficiente para constituir una sefial de
recuperacién. Es més, en este dominio en particular no se encuentra ningtn residuo de
serina o de algin otro aminoacido susceptible de gxperimentar fosforilacién (Semenza y
cols., 1990). Por el contrario, ambos determinantes estdn presentes en el dominio C-
terminal del receptor Rerl de levaduras. Este receptor también interviene en la via de
transporte retrogrado Golgi-RE mediada por el complejo COPIL. Su actividad esta
relacionada con la recuperacién de ciertas proteinas transmembrana tipo IT (Nishikawa y
Nakano, 1993; Boehm y cols., 1997). Es posible, por tanto, que la actividad PKA
regule, en diferentes organismos, la interaccién de receptores distintos con la

maquinaria de transporte COPI.
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6. MODELO

Postulamos la existencia de una ruta de traduccién de sefiales quimicas a nivel
de las membranas del .complejo de Golgi. Su activacién tendria lugar cuando el
receptor de la secuencia KDEL reconoce algin ligando. Apoya la existencia de esta
via el hecho de que la organizacion topoldgica de esta proteina transmembrana sea
muy parecida a la de los receptores de membrana plasmaética acoplados a proteinas
G triméricas (Townsley y cols., 1993; Scheel y Pelham, 1998). Por otro lado, la
holoenzima PKA se encuentra asociada al lado citos6lico de la membrana de Golgi
(Martin y cols., 1999). De algiin modo, PKA también podria ser activada en
respuesta a la interaccién ligando-receptor. Se separarian entonces las subunidades
cataliticas de las reguladoras y las primeras catalizarian la fosforilacién del residuo
de serina 209 situado en el dominio C-terminal del receptor. Este acontecimiento
promoveria la asociacion de las proteinas de cubierta, incluyendo los componentes
del coatémero y el factor ARF-GAP. A su vez, estas moléculas llevarian a cabo la
seleccion de los complejos ligando-receptor y su inclusion en intermediarios de
transporte COPI encargados de realizar la transferencia desde el complejo de Golgi

al RE.

LUMEN

CITOSOL

Coatomero

LUMEN

Fosforilacion
por PKA

CITOSOL
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Conclusiones

1. El dominio citos6lico C-terminal del receptor de la secuencia KDEL es
necesario para su interaccién con las proteinas de cubierta COPI y, por tanto, determina
su transporte retrogrado desde el complejo de Golgi al reticulo endopldsmico, asi como

la recuperacion efectiva y retencion intracelular de sus ligandos proteicos.

2. Dentro del dominio C-terminal, el residuo de serina 209 desempefia un papel
funcional relevante. Este amino4cido estd implicado en la interaccion del receptor con la
maquinaria de transporte COPI, de forma que su sustitucion afecta al transporte

retrégrado Golgi-reticulo del receptor y a la retencion intracelular de ligandos KDEL.

3. El residuo de serina 209 es susceptible de fosforilaciéon por proteina quinasa
A. Tal modificacién favorece la interaccion del receptor con los componentes del
complejo COPI y ello, a su vez, estimula su transferencia retrégrada desde el complejo

de Golgi al reticulo endoplasmico.

En definitiva, LA FOSFORILACION POR PROTEINA QUINASA A
REGULA EL TRANSPORTE RETROGRADO GOLGI-RETICULO
ENDOPLASMICO MEDIADO POR EL RECEPTOR DE LA SECUENCIA KDEL.
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