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RESUMEN

Introduccion

La organizacién estructural y funcional de la célula eucariota depende, en gran
medida, de la actividad de la ruta secretora. Los procesos selectivos de transporte
vesicular que operan a lo largo de esta ruta, aseguran la llegada de las distintas
proteinas y lipidos a sus destinos funcionales adecuados. De esta forma, se mantiene
la compartimentaciéon necesaria para que los diferentes procesos bioquimicos que

tienen lugar en cada organulo se lleven a cabo eficientemente.

El trafico vesicular en la ruta secretora esta mediado por una serie de complejos
proteicos citosélicos de cubierta, que se encargan de generar las vesiculas de
transporte mediante la deformacion mecanica de la membrana del organulo donador,
seleccionar de manera simultanea las moléculas carga que se han de incorporar en
las vesiculas, y finalmente, dirigir las vesiculas hacia su destino intracelular
interaccionando con los factores de anclaje, que actian previamente al evento de
fusién con el organulo aceptor. Dos tipos de cubierta operan en la ruta secretora
temprana: COPIlI media la exportacion de proteinas de secrecién del reticulo
endoplasmico (RE), mientras que COPI (o coatdmero) esta implicada en el transporte

retrégrado desde el aparato de Golgi al RE y entre las cisternas del Golgi.

Las proteinas de secrecidon que no son capaces de interaccionar con la cubierta
COPII necesitan la intervencién de los denominados receptores de carga. Estos
receptores son proteinas muy abundantes y conservadas evolutivamente, que
conectan a la carga con la cubierta para que su exportacion del RE ocurra

eficientemente.

En esta tesis se ha pretendido profundizar a nivel molecular en la comprension del
trafico vesicular en la ruta secretora temprana mediante el estudio de los receptores de
carga y su participacion en otras funciones ademas de las previamente descritas,
utilizando como modelo la levadura Saccharomyces cerevisiae. El estudio comenzé a
partir del analisis del complejo p24, un receptor de carga que forma un complejo
heteromérico que cicla constantemente entre el RE y el Golgi. Publicaciones previas
de nuestro grupo han permitido describir su funcion como receptor de carga de las
proteinas ancladas a GPl y como estabilizador del coatomero sobre el Golgi,

ayudando en la formacion de vesiculas COPI.
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Antecedentes y objetivos

Para profundizar en el conocimiento de las funciones celulares del complejo p24,
se realiz6 un ensayo de pulldown de una de las subunidades del complejo etiquetada
con TAP (Emp24-TAP). Sorprendentemente, se encontraron entre las proteinas que
interaccionaban con Emp24-TAP otros receptores de carga, y los componentes del

complejo Dsl1, el factor responsable del anclaje de las vesiculas COPI al RE.

Para analizar la importancia de estas interacciones, se estudié en primer lugar la
relacion del complejo p24 con los demas receptores de carga. De esta forma se
observo que los receptores constituyen una plataforma de alto peso molecular a nivel
de los sitios de salida del reticulo, y que esta debe tener un significado funcional, ya
que existe una fuerte interaccién genética entre los distintos receptores. Los
receptores que mayor interaccion genética mostraron fueron p24 y Erv14p, por lo que
se comenzo6 un estudio del doble mutante emp24Aerv14A. Los primeros resultados
preliminares evidenciaron que en este doble mutante el cis-Golgi parecia

desorganizado.
Con estos antecedentes, los objetivos planteados en esta tesis han sido:

1. Analizar el posible papel cooperativo entre los receptores de carga en la
organizacion funcional del cis-Golgi.
2. Analizar el posible papel del complejo p24 en el anclaje de las vesiculas COPI

al reticulo endoplasmico.

Resultados

1. Papel cooperativo de los receptores de carga en la organizacion

funcional del cis-Golgi.

Los receptores de carga del RE son componentes muy abundantes de la ruta
secretora temprana que ciclan continuamente entre el RE y el Golgi en vesiculas
anterégradas COPIl y retrogradas COPI. La funcion individual de estos receptores es
conectar a sus respectivas proteinas de secrecion especificas con la cubierta COPII
para promover su incorporacion eficiente en las vesiculas que las llevaran desde el RE
hasta el Golgi. Nuestros datos protedmicos y genéticos sugieren que ademas de esta
funcién individual, los receptores desarrollarian una funcion colectiva necesaria para el

ensamblaje del cis-Golgi.

11



En el primer capitulo de esta tesis, se muestra cdmo los receptores en su conjunto
son necesarios para la homeostasis del cis-Golgi, ya que su ausencia combinada
promueve la desorganizacion de este compartimento, hecho que no parece ser debido
a un bloqueo general de la salida del RE. Este fenotipo es caracteristico de los
mutantes en los factores de anclaje de las vesiculas COPII en el cis-Golgi. Es mas, el
alelo supresor de mutantes de anclaje SLY7-20, suprime el fenotipo de crecimiento y
de cis-Golgi desorganizado del doble mutante emp24Aerv14A. Los resultados indican
que los receptores interaccionan con el factor de anclaje Uso1p una vez han
abandonado el RE. Uso1p se encuentra menos asociado a las membranas del Golgi y
de las vesiculas en el doble mutante emp24Aerv14A, sugiriendo que los receptores de
carga favorecen el proceso de anclaje vesicular mediante el reclutamiento o

estabilizacion de los factores de anclaje a las vesiculas COPII.

Agrupando todas las evidencias obtenidas, proponemos un modelo en el que los
receptores de carga reclutarian o estabilizarian conjuntamente al factor de anclaje
Uso1p a las vesiculas recién evaginadas del RE, de forma que las mantendrian unidas
entre si favoreciendo la fusién posterior para formar un nuevo cis-Golgi o fusionar con

el cis-Golgi pre-existente.

2. Papel de los receptores de carga en el anclaje de vesiculas COPI al

reticulo endoplasmico

Para devolver al RE aquellas proteinas que han escapado, y reciclar los factores
de transporte requeridos para futuras rondas de trafico anterégrado, entre el Golgi y el
RE existe un transporte retrégrado mediado por vesiculas COPI. Al aproximarse al RE,
estas vesiculas son capturadas por el complejo de anclaje Dsl1 mediante la
interaccion entre su subunidad Dsl1p y la cubierta COPI. De esta manera, Dsl1 facilita
la interaccion de la vesicula con el RE para su posterior fusion. Cuando Dsl1p contacta
con el coatdbmero, promueve a su vez su despolimerizacién y la vesicula comienza a
desnudarse. De esta forma, en ese momento la vesicula quedaria sin sujecion a la
membrana del RE, con lo que podria escapar de las inmediaciones de este organulo,
con la consecuente pérdida de eficiencia en la fusiéon. En el segundo capitulo de esta
tesis se han obtenido resultados que permiten proponer que los receptores de carga

tendrian un papel en que la vesicula quede cerca del RE hasta que ocurra la fusion.

Los resultados obtenidos indican que los receptores de carga p24 y Ervi4p

interaccionan fisicamente in vivo con el complejo de anclaje vesicular Dsl1. Ademas, al
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menos en el caso del complejo p24, esta interaccién es directa in vitro. Los estudios de
interaccion genética han mostrado que esa interaccion fisica tiene un significado
funcional en la célula, hecho que también se ha deducido por tener el doble mutante
emp24Atip20-8 mas defectos que los mutantes simples en el anclaje de las vesiculas
COPI al RE. Dicha interaccion funcional parece basarse en una colaboracion entre los
receptores de carga que viajan en las vesiculas COPI y Dsl1, como indica el hecho de
que en un mutante del coatdémero la interaccion fisica entre los receptores y el
complejo Dsl1 disminuya, o que sélo sea capaz de recuperar el crecimiento del doble
mutante erv14Atip20-8 la version silvestre del receptor, y no una que es incapaz de
abandonar el RE. Por ultimo, los receptores de carga parecen actuar conjuntamente
en el transporte retrogrado, ya que la expresion de ERV14 silvestre es capaz de
suprimir los defectos de crecimiento dobles mutantes de alelos termosensibles de los

miembros de Dsl1 'y emp24A.

Con los datos obtenidos proponemos el siguiente modelo: los receptores de carga
presentes en la vesicula COPI contactan con el complejo Dsl1 tras la
despolimerizacién de la cubierta, manteniendo asi a la vesicula en las cercanias del
RE y evitando que esta se aleje, aumentando de esta forma la eficiencia del proceso

de anclaje llevado a cabo por el complejo Dsl1.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten concluir que:
1- Los receptores de carga presentan un papel cooperativo necesario para la
biogénesis del cis-Golgi, mediante el reclutamiento de los factores de anclaje

vesicular.

2- Los receptores de carga aumentan la eficiencia del anclaje de las vesiculas

CORPI al reticulo endoplasmico mediante su interaccion con el complejo Dsl1.
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1. La ruta secretora

Las células eucariotas presentan un elaborado sistema de endomembranas que
constituye la ruta secretora. Dicha ruta es responsable del transporte de una enorme
cantidad de proteinas y lipidos a sus destinos funcionales, y es esencial tanto para el
funcionamiento de la célula como para el desarrollo pluricelular (Lee et al, 2004). De
hecho, se estima que un tercio del proteoma de las células eucariotas se incorpora a la

ruta secretora (Ghaemmaghami et al, 2003).

Las proteinas que se van a incorporar a la ruta son sintetizadas por los ribosomas
asociados al reticulo endoplasmico (RE), y se translocan, ya sea de una forma co- o
post-traduccional, al lumen de este organulo. Alli tiene lugar el plegamiento de la
proteina translocada, y en su caso, la oligomerizacién. Ademas, en el RE se producen
las primeras modificaciones post-traduccionales como la N-glicosilacion, la
hidroxilacion de residuos de prolina o la adicién de glicolipidos (Lee et al, 2004).
Durante estas reacciones, las moléculas son continuamente evaluadas por un sistema
de control de calidad a cargo de chaperonas y enzimas de glicosilacién, que
determinan el momento en el que las proteinas alcanzan un estado conformacional
apropiado para abandonar el reticulo (Ellgaard & Helenius, 2003; Smith et al, 2011).
En ese momento, las proteinas se concentran en los sitios de salida del reticulo o
ERES (ER Exit Sites), son incorporadas en vesiculas de transporte y exportadas hacia

el aparato de Golgi.

En las células de eucariotas superiores, las vesiculas procedentes del RE se
fusionan con el denominado compartimento intermedio o ERGIC (ER-to-Golgi
Intermediate Compartment). Este organulo altamente dinamico, actua como estacion
de intercambio entre la maquinaria de transporte vesicular del RE y la del aparato de
Golgi, y contribuye también a la concentracion, plegamiento y control de calidad de las

proteinas de secrecion (Appenzeller-Herzog & Hauri, 2006).

En el aparato de Golgi, las proteinas recorren las sucesivas cisternas cis, media y
trans de este organulo, siendo a su vez ampliamente modificadas de manera
secuencial, mediante la elaboracion de estructuras carbohidratadas complejas y, en
ciertos casos, fosforilacion, sulfatacion y protedlisis. Una vez alcanzan el
subcompartimento mas distal o TGN (Trans Golgi Network), las proteinas son
seleccionadas y enviadas en intermediarios de transporte vesiculares hacia su lugar

final de residencia, bien sea el espacio extracelular, la membrana plasmatica, los
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endosomas, la vacuola, los peroxisomas o los granulos de secrecion (Emr et al, 2009;
Glick & Nakano, 2009).

1.1. El caracter bidireccional de la ruta secretora

La ruta secretora consiste en una serie de compartimentos membranosos
especializados cuya composiciéon molecular caracteristica les permite desarrollar sus
funciones eficientemente. El correcto funcionamiento de la célula sélo se puede
conseguir si dichos organulos se comunican entre si, de forma que sus distintas
actividades estén coordinadas. Esta comunicacion se basa, fundamentalmente, en la
continua transferencia de moléculas de unos compartimentos a otros. Esto implica que
los organulos sean estructuras altamente dinamicas, y necesiten, por tanto, de

mecanismos para retener y reciclar sus moléculas propias.

EX it o )\ Lysosome
traha (&) Plasma
- cis TGN @ ) ‘\ Membrane
| Late Endosome /
- S5 Multivesicular Body ||'
- o
™~ _ COPI ~— RO — r&:’/
oPIl ‘\
‘_____———__ Endosome - |
\j) —_— .
Nucleus _/ - oy Sy — |
—— L.
ERGIC =
ER Exit Recycling
Site Endosome
Immature

Nuclear

Secretory Secmtory
O Granule Gmnule
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Figura 1. Caracter bidireccional de la ruta secretora. Todos los organulos celulares estan
conectados mediante transporte vesicular. En azul se muestran las proteinas de cubierta COPII
que median el transporte desde el reticulo endoplasmico al compartimento intermedio (ERGIC).
En rojo, las cubiertas COPI, son las responsables del transporte retrégrado intra-Golgi y
Golgi-reticulo. En amarillo, las vesiculas con cubiertas de clatrina, responsables del transporte
post-Golgi (Bonifacino & Glick, 2004).

Para preservar la identidad molecular de los organulos, existen diferentes
mecanismos que retienen a las moléculas en sus lugares de residencia. En muchos
casos, las moléculas evitan ser selectivamente incorporadas en las vesiculas que
median el transporte anterégrado gracias a la carencia de sefales de exportacion.
También la asociacién fisica entre las propias moléculas endégenas de un organulo

puede prevenir la salida de éste. No obstante, estos mecanismos no son lo
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suficientemente eficaces, por lo que muchas moléculas terminan escapandose a otros
organulos situados mas adelante en la ruta secretora, proceso conocido como Bulk

Flow o corriente pasiva de transporte (Thor et al, 2009).

Para evitar la pérdida de componentes propios de cada organulo fruto de este
transporte pasivo, la célula emplea un sistema de reciclaje por el cual las moléculas
escapadas son incorporadas en vesiculas de transporte que las devuelven a sus
organulos de residencia. Este tipo de transporte vesicular se conoce con el nombre de

transporte retrégrado.

El transporte retrogrado no sélo ayuda a devolver aquellas proteinas que han
escapado de su organulo de residencia, sino que también recicla los factores de

transporte requeridos para futuras rondas del trafico anterégrado.

Esto hace que ambos tipos de transporte sean completamente interdependientes.
Por tanto, el transporte vesicular que se establece entre los diferentes compartimentos
de la ruta secretora posee una naturaleza marcadamente bidireccional, la cual es
esencial para el correcto funcionamiento de la propia ruta (Lee et al, 2004) (Figura 1).
De esta forma, no so6lo se mantiene la identidad estructural y funcional de los
organulos membranosos, sino que también se garantiza que actuen de forma
coordinada. Con ello, se consigue mantener la homeostasis celular y asegurar la
comunicacion de la célula con su entorno, regulando tanto la presencia de proteinas y
lipidos en la membrana plasmatica, como la secrecibn de moléculas al espacio
extracelular (Bonifacino & Glick, 2004).

1.2. El transporte vesicular

A lo largo de la ruta secretora, las moléculas viajan en vesiculas lipidicas, que se
evaginan desde un compartimento donador, y se fusionan con un compartimento
receptor o aceptor. Este tipo de transporte recibe por ello el nombre de transporte
vesicular (Bonifacino & Glick, 2004). Es este un proceso extraordinariamente complejo,
debido a su alto dinamismo, junto a la gran cantidad y variedad de sustratos a
transportar. Actualmente, estan descritas las diferentes etapas del transporte vesicular
y los elementos esenciales para las mismas, quedando por esclarecer en gran medida
la regulacion detallada de éstas.

Los elementos moleculares necesarios para la formacion y dinamica de las
vesiculas de transporte se conocen en su conjunto con el hombre de maquinaria de

transporte. Esta maquinaria establece las diferentes etapas del ciclo de vida de una
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vesicula de transporte, que se pueden dividir esencialmente en: formacion,
desplazamiento, reconocimiento y fusion con la membrana del organulo aceptor
(Bonifacino & Glick, 2004) (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de una vesicula de transporte. La vesicula naciente se forma por la
accion de las proteinas de cubierta que capturan a las proteinas carga y deforman la
membrana. Tras el movimiento hasta el compartimento aceptor, la vesicula se ancla a la
membrana aceptora gracias a los factores de anclaje que reconocen a la cubierta presente en
la vesicula. Posteriormente, la vesicula pierde parte de su cubierta, lo que permite la activacion
y accion de las SNAREs que promueven la fusién al organulo aceptor (Adaptado de (Cai et al,
2007a)).

Las proteinas clave de todas las etapas del ciclo de vida de una vesicula de
transporte son las denominadas proteinas de cubierta. Estas son proteinas citosdlicas
que se asocian formando complejos de alto peso molecular que se reclutan
conjuntamente a las membranas y desencadenan la formacion de las vesiculas de
transporte. Las proteinas de cubierta son especificas de cada paso de transporte,

dando identidad a las vesiculas.

Esencialmente, las proteinas de cubierta son las responsables de concentrar y
seleccionar a las proteinas carga, separandolas del resto de proteinas presentes en
los organulos donadores y, posteriormente, deformar la membrana para promover la
evaginacion de la vesicula naciente (budding). Tras la escision, en lugar de disociarse

de la membrana de la vesicula, se mantienen unidas a ella, al menos en parte. Esto
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permite la interaccion con los factores de transporte que dirigen la vesicula al organulo
aceptor y, una vez alcanzado éste, también promueve la interaccion con los factores
de anclaje (tethering) necesarios para promover la fusion de la vesicula a la membrana

de forma especifica (Cai et al, 2007a; Lord et al, 2011).

1.2.1. Formacion de la vesicula de transporte

La formacion o biogénesis de las vesiculas de transporte implica a su vez dos
procesos secuenciales: la evaginacion de la vesicula mediante la deformacion de la
membrana del compartimento donador y la posterior escision o liberacion de dicha

vesicula.

El proceso de evaginacion se desencadena cuando las proteinas de cubierta se
asocian a la membrana del organulo donador y generan mecanicamente una curvatura
hacia el citoplasma formando la gema. Al mismo tiempo, las proteinas de cubierta
capturan a las moléculas carga que se deben incorporar a la vesicula, interaccionando
con senales especificas presentes en los dominios citosélicos de estas moléculas
carga. De este modo, quedan acoplados los procesos de captura selectiva de la carga

y la evaginaciéon de la membrana (Bonifacino & Glick, 2004).

Las cubiertas proteicas se organizan en dos capas, una externa y otra interna. La
capa interna es la responsable de la captura y concentracién de la carga, actuando
como un adaptador entre la capa externa y las membranas. Por otro lado, la capa
externa es la responsable de deformar la membrana, aportando la rigidez necesaria a
la vesicula naciente para su liberacién. La interaccion de la capa interna con la externa
constituye un sistema de autorregulacion del ensamblaje y el tamano de las vesiculas
(Fromme et al, 2008; Stagg et al, 2008).

El modelo mas aceptado actualmente que explica el proceso de evaginacion de
las vesiculas de transporte (Figura 3) propone que una GTPasa pequefa es atraida
desde el citoplasma a la membrana del organulo donador, donde posteriormente es
activada por un factor intercambiador de nucleétidos (GEF), quedando unida a GTP.
La GTPasa en su estado activo, recluta a su vez a las proteinas de cubierta (o
adaptadores), las cuales, forman un complejo cebador con una proteina estimuladora
de la actividad GTPasica (GAP) y una determinada proteina carga transmembrana. La
propia formacién del complejo cebador activa a la proteina GAP, quien a su vez
estimula a la GTPasa, la cual al hidrolizar su GTP pasa a un estado inactivo. De este

modo, la GTPasa se despega de la membrana y pasa de nuevo al citosol para iniciar
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un nuevo ciclo de actividad, mientras que las proteinas de cubierta contindan
asociadas a la membrana a través de su union a la proteina carga transmembrana.
Por tanto, la presencia de estas proteinas carga especificas estabilizaria al complejo
cebador en la membrana, lo que a su vez favoreceria el reclutamiento de otras
proteinas carga adicionales, garantizando asi ciclos productivos de activacion e
inactivaciéon de las GTPasas, promoviéndose la polimerizacion de la cubierta. Dicha
polimerizacion comienza cuando el numero de complejos cebadores supera un
determinado umbral, que posibilita que estos comiencen a asociarse lateralmente
entre si formando una cubierta proteica cada vez mas extensa sobre la membrana del
organulo donador. La polimerizacion progresiva de la cubierta conduce a la
deformacion mecanica de la membrana y consecuentemente a la generacion de una
vesicula de transporte (Hsu & Yang, 2009; Miller & Barlowe, 2010).
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Figura 3. Esquema general de la formacion de una vesicula. Este proceso se inicia por el
ensamblaje de las subunidades de la cubierta proteica en la membrana, a través de la
interaccién con las proteinas carga, promoviendo la separacion de éstas de las proteinas
endogenas del organulo. A continuacion, la polimerizacion de la cubierta rige la maduracion de
la vesicula curvando la membrana, hasta que finalmente se produce la escision gracias a la
actividad de las GTPasas (Pucadyil & Schmid, 2009).

El papel de las proteinas carga transmembrana es, por tanto, un elemento clave

de la formacion de las vesiculas, ya que no son simples pasajeros de las mismas, sino
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que estabilizan y preservan la asociacion de las proteinas de cubierta a las
membranas (Aguilera-Romero et al, 2008; Lee et al, 2004). Este modelo en el que las
cargas transmembrana juegan un papel activo, implica que sélo se forman vesiculas
de transporte cuando hay suficiente carga para transportar y esta esta preparada para
ello (Manzano-Lopez et al, 2015). Del mismo modo, este modelo implica que la
cubierta proteica no se libera tras la formacion de la vesicula, como clasicamente se
habia considerado, sino que quedaria unida a la membrana debido a su interaccion
con las moléculas carga. Ademas, esta union es necesaria debido al papel de las
cubiertas en las siguientes etapas del transporte vesicular (Cai et al, 2007a; Lord et al,
2011).

Tras la curvatura de la membrana y la generacion de la gema como resultado del
ensamblaje o polimerizacidon de la cubierta, tiene lugar la escision o liberacion de la
vesicula naciente. Se trata de un proceso complejo y sélo descrito a grandes rasgos,
en el que cada tipo de vesicula de transporte parece utilizar una maquinaria
especifica. No obstante, estudios recientes sugieren que las propias GTPasas
pequefias juegan un importante papel en la fisién en el cuello de la vesicula naciente
(Pucadyil & Schmid, 2009), al igual que el citoesqueleto también parece cooperar en

este proceso en determinados casos (Stamnes, 2002).

1.2.2. Desplazamiento, reconocimiento y fusion de la vesicula de

transporte con el compartimento aceptor

Tras la liberacién del compartimento donador, la vesicula de transporte debe
desplazarse hasta alcanzar el compartimento aceptor. Dicho desplazamiento puede
tener lugar pasivamente por difusién o bien activamente mediante la actuacién de
proteinas motoras que usan los filamentos citoesqueléticos como guias para alcanzar
el destino adecuado. Este proceso de desplazamiento varia segun la etapa de
transporte, asi como entre los diferentes organismos, tanto en el tipo de filamentos
empleados, como en las proteinas motoras que lo desarrollan (Hehnly & Stamnes,
2007; Stamnes, 2002).

Una vez alcanzado el compartimento aceptor, las vesiculas experimentan un
proceso gradual de reconocimiento y anclaje (tethering), necesario para la posterior
fusion a la membrana del organulo. La maquinaria responsable de este proceso esta
formada por un grupo de proteinas citosdlicas que se asocian a las membranas de los
organulos (factores de anclaje) y una GTPasa pequefa de la familia Rab, que varian

segun el paso de transporte.
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Por su similitud funcional y estructural, los factores de anclaje se pueden clasificar
en tres grandes grupos (Sztul & Lupashin, 2009). El primer grupo esta formado por
complejos oligoméricos que interaccionan con las SNAREs (Soluble NSF Attachment
Protein REceptors) y son efectores de las GTPasas de la familia Rab, dentro de este
grupo estan los complejos Dsl1 y COG (Conserved Oligomeric Golgi). En segundo
lugar, se agrupan los complejos proteicos que se comportan como GEF de las Rabs,
incluyendo a los complejos TRAPPI y Il (Transport Protein Particle | y Il). Finalmente,
el tercer grupo esta compuesto por proteinas de estructura coiled-coil, conocidas
tradicionalmente como golginas, siendo la proteina p115/Uso1p una de las mas
conocidas. En su conjunto, los factores de anclaje actian como conectores y
estabilizadores de las vesiculas, estableciendo un puente entre las proteinas de
cubierta presentes en las mismas y la membrana del organulo aceptor (Cai et al,
2007a; Sztul & Lupashin, 2009). De este modo, se establece un doble reconocimiento
a nivel de las membranas, primero en la vesicula a través de las proteinas de cubierta;
y posteriormente en la membrana del organulo aceptor a nivel de las SNAREs. Asi se

garantiza que sélo se fusionen vesiculas correctas para cada paso de transporte.

El reclutamiento y el funcionamiento de estos factores de anclaje estan mediados
por GTPasas pequefias de la familia Rab (Ypt en levaduras). Cuando la Rab es
activada mediante el intercambio de GDP a GTP gracias a un factor intercambiador de

nucleétidos (GEF), ésta puede interaccionar con sus efectores, los factores de anclaje.

Posteriormente se promovera el desensamblaje de la cubierta, requisito previo
para que la membrana de la vesicula se fusione con la membrana del organulo
aceptor. Ademas, recientemente se ha descrito el papel de quinasas que son
activadas tras las interacciones de los factores de anclaje, como elemento promotor

del desensamblaje de las proteinas de cubierta (Lord et al, 2011).

Finalmente, el proceso de fusion de la vesicula con el compartimento aceptor esta
mediado por la actividad de las proteinas transmembrana conocidas como SNAREs
(Soluble NSF Attachment Protein REceptors) que interaccionan a través de sus
dominios citosolicos coiled-coil. La base del proceso esta en la combinacién especifica
de cuatro proteinas SNARES, una de ellas se localiza en la membrana de la vesicula
(v-SNARE) y las otras tres residen en la membrana del organulo aceptor (t-SNARES).
Al producirse la conexion entre las cuatro proteinas, sus dominios coiled-coil cambian
su conformacion enrollandose entre ellos, generando la energia necesaria para
fusionar las membranas (Bonifacino & Glick, 2004) (Figura 4). Ademas, es

imprescindible la actuacion de otros factores necesarios para la liberacion de las
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SNAREs tras el superenrollamiento (factores NSF y SNAP), asi como para la
estabilizar la asociacién entre las SNAREs (proteinas de la familia SM) (Sudhof &
Rothman, 2009).

1. Approach 2. Vesicle tethering 3. SNARE assembly 4. Fusion

v-SNARE
-SNARE

Figura 4. Fases del anclaje y la fusién de la vesicula al organulo aceptor. Cuando la vesicula
de transporte se aproxima al organulo aceptor, es capturada por los factores de anclaje
(tethering), que facilitan el reconocimiento entre las v- y t-SNAREs que se activan y enrollan
entre ellas promoviendo la fusion de la vesicula (Whyte & Munro, 2002).

Clasicamente, se considerd que la complementariedad entre las v- y t-SNAREs
era la base de la especificidad del reconocimiento en cada paso de la ruta de
transporte. Sin embargo, en la actualidad se sefiala cada vez mas la colaboracién
entre las proteinas de cubierta, los factores de anclaje, las Rabs y las SNAREs (Cai et
al, 2007a; Lord et al, 2011; Sudhof & Rothman, 2009; Sztul & Lupashin, 2009).

2. La ruta secretora temprana

La ruta secretora temprana comprende el trafico entre el RE y el aparato de Golgi.
La naturaleza bidireccional del transporte vesicular en esta ruta es esencial para su
correcto funcionamiento. Asi, mientras que el transporte anterégrado permite la salida
de las proteinas de secrecion desde el RE hacia sus destinos funcionales, el
transporte retrégrado desde el Golgi al RE mantiene los niveles requeridos de
proteinas enddgenas en el reticulo, evita que proteinas mal plegadas avancen por la
ruta secretora y recicla los factores necesarios para futuras rondas de transporte

anterégrado (Lee et al, 2004).

El establecimiento del flujo bidireccional en la ruta secretora temprana depende de
las proteinas de cubierta COPIlI y COPI, las cuales participan en la generacion de las
vesiculas mediadoras del transporte anterégrado y retrogrado respectivamente (Figura

5). La incorporacién eficiente de las proteinas de secrecion durante su exportacion del
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RE en las vesiculas COPIl y de las proteinas que deben ser devueltas al RE desde el
Golgi en las vesiculas COPI, asi como la propia formacion coordinada de estos
intermediarios de transporte, se halla regulada por mecanismos moleculares que aun

no han sido completamente establecidos.
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Figura 5. Transporte bidireccional entre el RE y el Golgi mediado por las cubiertas COPII
y COPI. Las proteinas de secrecion se incorporan en las vesiculas COPII de forma directa, a
través de un receptor de carga, o de forma pasiva (bulk-flow). Las vesiculas COPI son
esenciales para garantizar el flujo bidireccional (Brandizzi & Barlowe, 2013).

3. Transporte anterégrado desde el reticulo

endoplasmico al Golgi

Una vez que las proteinas han completado su sintesis, maduracion y plegamiento
en el RE, son competentes para ser exportadas hasta el Golgi en vesiculas COPII.
Estas se forman en unos dominios especializados de la membrana del RE
denominados sitios de salida o ERES (ER Exit Sites) (Barlowe & Miller, 2013). Tras su
evaginacion de los ERES, las vesiculas COPII se anclan y fusionan con la membrana
del Golgi liberando alli su carga y completando, de esta forma, la primera etapa de

transporte anterégrado de la ruta secretora.
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3.1. Exportacidon desde el reticulo endoplasmico

Las proteinas citosodlicas de cubierta COPIl son reclutadas selectivamente a la
membrana de los ERES donde tras ensamblarse deforman la membrana para generar
una vesicula lipidica a la vez que concentran a las proteinas carga en dicha vesicula

haciendo efectiva su exportacion del RE.

3.1.1. Estructura y ensamblaje de la cubierta COPII

El ensamblaje de la cubierta COPIl en la membrana del ERES se inicia con el
reclutamiento y activacion de la proteina G pequena Sar1, a través del intercambio de
GDP por GTP, catalizado por Sec12, una proteina integral de membrana del RE que
actua como GEF de Sar1. La forma activa de Sar1 despliega una a-hélice anfipatica
N-terminal que permite su asociacién estable con la membrana. Sar1-GTP recluta a la
capa interna de la cubierta, formada por Sec23-24. Sec24 interacciona con las
moléculas carga transmembrana separandolas de las residentes del RE vy
concentrandolas en la vesicula naciente, mientras que Sec23 tiene actividad GAP

sobre Sar1.

Una vez formado, el complejo cebador o prebudding complex
(Sar1-Sec23-Sec24-molécula carga transmembrana) recluta a su vez a la capa
externa de la cubierta, formada por Sec13-Sec31. La proteina Sec31 estimula la
actividad GAP de Sec23, de forma que Sar1 hidroliza su GTP y vuelve al citosol en su
estado inactivo unido a GDP. En este momento, las proteinas de cubierta quedan
asociadas a la membrana gracias a su interaccion con las moléculas carga
transmembrana, y Sar1-GDP puede iniciar un nuevo ciclo de actividad. Sar1 estaria
por tanto continuamente asociandose y disociandose de las membranas del RE,
promoviendo la concentracion de las cargas, que son clave para estabilizar los
complejos cebadores, y por tanto para promover la polimerizacion eficiente de la

cubierta y la formacion de la vesicula (Sato & Nakano, 2007) (Figura 6).

Ademas de esta funcion, Sar1 contribuye a discriminar las proteinas carga
relevantes de las que no (Sato & Nakano, 2005), y a promover la escision de la

vesicula naciente (Bielli et al, 2005; Hariri et al, 2014).

Aunque la incorporacién de la hélice de Sar1, junto a la forma céncava del dimero
Sec23-Sec24 contribuyen a la deformacion inicial de la membrana, parece ser la capa
externa formada por Sec13-Sec31 la que tiene una mayor capacidad para generar la

red proteica que da forma esférica a la vesicula, gracias a su mayor rigidez estructural,
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que contribuiria a contrarrestar la curvatura presente en una membrana rica en

proteinas carga completamente luminales (Copic et al, 2012).
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Figura 6. Modelo de formacién de las vesiculas COPIl dependiente de la carga. Cuando en
los ERES hay suficiente nimero de moléculas carga, los complejos cebadores se estabilizan
sobre la membrana del RE y favorecen el ensamblaje de la cubierta COPII (parte superior de la
imagen). Si la cantidad de moléculas carga es demasiado escasa o éstas no estan
correctamente ensambladas, no se formaran ni se estabilizaran los complejos cebadores
necesarios para ensamblar la cubierta COPII (parte inferior de la imagen) (Adaptado de (Sato,
2004)).

Finalmente, también se han descrito modificaciones post-traduccionales de la
cubierta COPII que podrian regular su funcion, como la ubiquitinacién y la fosforilacion.
Por un lado, Sec23 es diana de ubiquitinacion y parece ser rescatada de la
degradacion gracias a Bre5/Ubp3 (Cohen et al, 2003). Ademas, Sec31 también es
susceptible de ubiquitinacion en mamiferos (Jin et al, 2012), aunque no se ha
discernido aun el papel de estas modificaciones en la funcién de COPII. Por otra parte,
la cubierta COPII también es susceptible de fosforilacion. Sec31 es una fosfoproteina
cuya desfosforilacion afecta al transporte RE-Golgi (Salama et al, 1997), pero la
funcién exacta de esta modificacién aun requiere mas investigaciéon. Por otro lado, se
sabe que la quinasa residente de Golgi Hrr25p fosforila a Sec23p/Sec24p cuando la
vesicula COPIl contacta con este organulo y no antes, promoviendo Ila
despolimerizaciéon de la cubierta sélo cuando la vesicula haya llegado a su destino, ya
que esta cubierta es necesaria para los eventos de anclaje previos a la fusién (Lord et
al, 2011).

27



3.1.2. Incorporacion de la carga en la vesicula COPII

A excepcion de unas pocas proteinas de secrecidon extraordinariamente
abundantes como la albumina y la quimiotripsina que se incorporan en las vesiculas
COPII de forma pasiva e inespecifica mediante el proceso denominado Bulk Flow
(Thor et al, 2009), el resto de proteinas carga se incorpora eficientemente de forma
activa interaccionando directa o indirectamente con la subunidad de la cubierta COPII
Sec24. Existen muchas proteinas de secrecion que no pueden interaccionar
directamente con la cubierta COPII, bien porque son completamente luminales o bien
porque sus dominios citosélicos carecen de sefiales adecuadas. En este caso, es
necesaria la intervencion de proteinas adaptadoras que reconozcan a esas proteinas y
las conecten con la cubierta COPII. Estos adaptadores reciben tradicionalmente el
nombre de receptores de carga (Dancourt & Barlowe, 2010) y seran descritos en el

apartado 6.

Sec24 contiene diferentes dominios o bolsillos de interaccion con moléculas carga
transmembrana. La sefial consenso propuesta para la union a las cubiertas COPII
estaria formada por motivos di-aromaticos como la di-fenilalanina (Malkus et al, 2002),
aunque Sec24 también es capaz de reconocer otras sefales como por ejemplo la
presencia de epitopos plegados (Mancias & Goldberg, 2007). La existencia de
diferentes isoformas de Sec24 (Sec24A, B, C y D en mamiferos, y Lst1p/Sfb3p y
Iss1p/Sfb2p en levaduras) aumenta aun mas el repertorio de cargos distintos que la
cubierta es capaz de incorporar a las vesiculas. Se piensa que cada isoforma de
Sec24 ayudaria a superar las dificultades topoldgicas y estéricas que cada tipo
especifico de proteina carga presenta para incorporarse eficientemente en una
determinada vesicula COPII (D'Arcangelo et al, 2013; Miller et al, 2003).

Las proteinas carga han sido tradicionalmente consideradas elementos o
pasajeros pasivos de las vesiculas COPII. Sin embargo, en los ultimos afios se han
obtenido evidencias de que estas pueden regular activamente la formacién, tamafo y
composicién de la cubierta COPII. Este papel regulador de las proteinas carga es en
parte consecuencia de la gran variabilidad en su tamano, topologia y propiedades
fisicas a las cuales debe ajustarse la propia cubierta COPIl para exportarlas
eficientemente del RE segun las necesidades que la célula tenga en cada momento
(D'Arcangelo et al, 2013). De hecho, nuestro laboratorio ha descrito recientemente un
mecanismo por el cual la célula ajusta la produccion de vesiculas COPII
especializadas a la cantidad y calidad de cargas luminales que estan listas para

abandonar el RE, en concreto de las proteinas ancladas a GPI (GPI-APs) (Manzano-
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Lopez et al, 2015). Las GPI-APs son proteinas luminales ancladas a la membrana por
el glicolipido GPI, que una vez se ancla a la parte proteica sufre una serie de
modificaciones denominadas en su conjunto ‘“remodelacion”. De esta forma, se ha
observado en levaduras que el receptor de carga p24 se une a las GPI-APs como una
lectina, reconociendo el glicano remodelado del GPI. La unién a la carga remodelada
hace que el complejo p24 reclute a una cubierta COPII especifica, Lst1p, que se
requiere especificamente para la exportacién del RE de las GPI-APs. Asi, parece que
el reclutamiento de la cubierta COPII por los receptores de carga no es constitutivo,
sino que esta activamente regulado por la uniéon de los sustratos maduros. De esta
manera, existe una conexioén funcional entre la maduracién de las cargas luminales y

la formacion de vesiculas COPII.

3.1.3. Formacion de los sitios de salida del reticulo, ERES

Los ERES parecen estar definidos por las proteinas Sec16 y Sec12 (Connerly et
al, 2005; Rossanese et al, 1999; Watson et al, 2005), y la composicion lipidica del RE
también parece influir (Shindiapina & Barlowe, 2010). Sec16 es una proteina esencial
de gran tamafo, que se asocia a la cara citosélica del RE, donde interacciona con
todos los componentes de COPII (Gimeno et al, 1996; Shaywitz et al, 1997) y por ello
se piensa que actia como andamio u organizador de los ERES (Shindiapina &
Barlowe, 2010; Supek et al, 2002) quedando posteriormente excluida de las vesiculas
nacientes. Sin embargo, otros autores apuntan que Sec16 no actuaria como un
andamio, sino que los ERES se organizarian gracias al anclaje o tethering con el
cis-Golgi y una vez formados serian regulados por Sec16 (Glick, 2014). Por otro lado,
algunos estudios sugieren que la proteina Sec16 también modula la actividad de la
cubierta (Kung et al, 2012; Yorimitsu & Sato, 2012). Asi, se ha propuesto que Sec16
reduce el efecto potenciador de la actividad GAP que ejerce Sec31 sobre Sec23, de
forma que la actividad GAP se incrementa junto con el tamafio de la vesicula a medida

que Sec16 es excluido de esta (Kung et al, 2012).

Los ERES se localizan de forma dispersa a lo largo del reticulo, en regiones con
una alta curvatura local de membrana inducida por las proteinas de membrana Rtn1p,
Rtn2p y Yop1p (Okamoto et al, 2012). Estos sitios son altamente dinamicos,
pudiéndose formar de novo, fusionarse y dividirse (Bevis et al, 2002; Stephens, 2003).
Estudios realizados en células de mamifero han puesto de manifiesto que tanto el
tamano como el numero de ERES se adaptan a la cantidad de proteinas carga que
deben ser exportadas, lo que le permite a la célula responder a necesidades de

secrecion cambiantes (Farhan et al, 2008). Sin embargo, los mecanismos precisos que
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regulan la distribucién steady-state y el tamafo de estos dominios no estan bien
descritos aun. Tampoco se conoce bien el papel de los ERES en el control de calidad
que permite excluir activamente de estos dominios a proteinas inmaduras o mal

plegadas (Castillon et al, 2009; Mezzacasa & Helenius, 2002)

Finalmente, se ha descrito la existencia de ERES especializados que concentran
cargas especificas y que generan vesiculas COPII diferentes a las convencionales. En
levadura, las proteinas ancladas a GPI se concentran en ERES distintos a los del resto
de proteinas de secrecion, mientras que en mamiferos esto ocurre con proteinas carga

muy grandes como las fibras de colageno (Muniz et al, 2001; Saito et al, 2009).

3.2. Reconocimiento y fusion de las vesiculas COPIl con el

aparato de Golgi

Tras la liberacion de las vesiculas COPII, éstas deben alcanzar el ERGIC en
mamiferos, o bien el compartimento cis del Golgi en la levadura. Entonces, las
vesiculas son ancladas a través de sus proteinas de cubierta gracias a la accion de la
GTPasa Rab1/Ypt1p, y los factores de anclaje p115/Uso1p y el complejo TRAPPI.
Esta estabilizacion de la vesicula facilita y promueve la interaccion entre las SNAREs
presentes en la vesicula y en la membrana del Golgi (Barlowe & Miller, 2013). Cémo
se coordinan la formacién, el anclaje y la fusion de las vesiculas COPII ha generado
un extenso debate que aun hoy prosigue. A continuacién, se expondran los

mecanismos moleculares descritos hasta la fecha.

3.2.1. Anclaje de las vesiculas COPII a la membrana del Golgi

Inicialmente, se identific6 en levadura a la Rab GTPasa Yptip (Rab1 en
mamiferos) como una proteina implicada en dirigir a las vesiculas COPII hacia el
aparato de Golgi (Baker et al, 1990; Schmitt et al, 1988; Segev et al, 1988).
Posteriormente, se observd que Ypt1p actuaba junto a la proteina coiled-coil Uso1p
(p115 en mamiferos) (Figura 7 A) para anclar a las vesiculas COPII a las membranas
del Golgi (Barlowe, 1997; Nakajima et al, 1991), siendo estas dos proteinas suficientes
por si solas para producir el anclaje en ensayos in vitro (Cao et al, 1998; Sapperstein
et al, 1996). Aun asi, la longitud de Uso1p, de unos 180 nm en su conformacién
extendida (60 nm en mamiferos) (Sapperstein et al, 1995; Yamakawa et al, 1996), no
era suficiente para explicar el anclaje de las vesiculas in vivo. Mas tarde, se describio

el complejo multiproteico TRAPPI (Figura 7 B), formado por seis subunidades (Bet3p,
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Bet5p, Trs20p, Trs23p, Trs31p, y Trs33p) y con unas dimensiones aproximadas de 18
nm x 6 nm x 5 nm (Kim et al, 2006). TRAPPI es necesario para el transporte RE-Golgi
(Rossi et al, 1995; Sacher et al, 1998) y se ha visto que puede promover in vitro la
union entre vesiculas COPIl y las membranas del Golgi (Sacher et al, 2001). Ademas,
se ha demostrado la interaccion directa entre la subunidad Bet3p de TRAPPI y la
subunidad Sec23p de la cubierta COPII (Cai et al, 2007b).

Figura 7. Estructura de p115/Uso1p y del complejo TRAPPI. (A) p115 tiene un dominio
globular N-terminal (gris) seguido de cuatro regiones coiled-coil (amarillo) y un dominio acidico
C-terminal (rojo). In vivo forma un homodimero (Grabski et al, 2012). (B) El complejo TRAPPI
esta formado por seis subunidades (Bet3p, Bet5p, Trs20p, Trs23p, Trs31p, y Trs33p), habiendo
una copia de cada una de ellas excepto de Bet3p, de la cual hay dos copias (Barrowman et al,
2010).

Actualmente, el modelo propuesto para el anclaje de las vesiculas COPII al Golgi
es el que se comenta a continuacion (Figura 8). Una vez que la vesicula COPIl se ha
formado y Sar1p se ha liberado, Sec23p recluta a TRAPPI a la vesicula. Este complejo
tiene actividad GEF sobre Ypt1p, con lo cual promueve su activacion en las vesiculas
CORPII. Entonces, Ypt1-GTP interacciona con su efector Uso1p, de forma que lo recluta
a la vesicula. A continuacién, Uso1p se une al Golgi y se dobla, acercando asi la
vesicula a la membrana del Golgi, promoviéndose la liberacion del complejo TRAPPI
de la vesicula. En este momento, Hrr25p, una quinasa residente en el Golgi, fosforila a
Sec23p/Sec24p, despolimerizandose entonces la cubierta COPIl, y pudiendo
finalmente interaccionar las SNARESs entre si para promover la fusidon. Mediante este
mecanismo, la fosforilacion de Sec23p/Sec24p por la quinasa de Golgi Hrr25p regula
la interaccion entre la cubierta y TRAPPI, de forma que Sec23p interacciona
secuencialmente con Sar1p, TRAPPI y Hrr25p, controlando que este transporte ocurra
en la direccion adecuada y que la vesicula no se despolimerice hasta que llegue a su

compartimento aceptor (Lord et al, 2011). Finalmente, se ha propuesto a la fosfatasa
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Sitdp como responsable del reciclaje de las cubiertas COPIl mediante su

desfosforilacion (Bhandari et al, 2013).

@ Sarip-GTP ol Sec23p/Sec24p x> Usolp

O Sar1p-GDP g~ Sec13p/Sec31p == SNARE
QO Ypt1p-GTP Q. TRAPP @== Cargo

@ Ypt1p-GDP

Figura 8. Anclaje de las vesiculas COPII al aparato de Golgi. (1) Cuando el GTP de Sar1p
es hidrolizado, el complejo TRAPPI es reclutado a las vesiculas COPII a través de la subunidad
de COPIl Sec23p. (2) TRAPPI activa a Yptip, que interacciona con su efector Uso1p
reclutandolo a la vesicula. A continuacion, Uso1p se une al Golgi. (3) Cuando Uso1p se dobla,
aproxima la vesicula a la membrana del Golgi. Entonces, TRAPPI es liberado de la vesicula y
la quinasa Hrr25p fosforila a Sec23p/Sec24p. De esta forma, la cubierta se despolimeriza y
permite que las SNAREs interaccionen y se promueva la fusién. De esta forma la vesicula no
se despolimerizaria hasta que llegara a su compartimento aceptor, asegurando que la fusion
ocurra sélo en el lugar correcto (Lord et al, 2011).

TRAPPI no parece interaccionar directamente con Uso1p, aunque el hecho de
que active a Ypt1p implica que este complejo constituiria un elemento coordinador de
este evento de transporte, promoviendo la interaccion entre Uso1p y la forma activa de
Ypt1p (Barlowe & Miller, 2013).

Por otro lado, estudios muy recientes han implicado a la auxilina, una chaperona
que interviene en la despolimerizacion de las cubiertas de clatrina, en la
despolimerizacién previa a la fusion de las cubiertas COPII y COPI. Asi, la auxilina
interacciona genética y fisicamente con subunidades de COPIl y COPI, y bloquea la

fusién de las vesiculas COPII (Ding et al, 2016).

32



No obstante, ademas de Uso1p se han descrito otros factores de anclaje
coiled-coil que también actuan en este evento de transporte, como la proteina de
cis-Golgi Grh1p (GRASP65). En mamiferos, GRASP65 recluta a la GM130 al
cis-Golgi. En levaduras, no se ha descrito un homologo claro de GM130, pero Grh1p
forma un complejo con otra proteina coiled-coil, Bug1p. Aunque ninguna de ellas es
esencial, su delecion reduce el anclaje de vesiculas COPIl y los niveles de transporte
in vitro, de hecho, Grh1p interacciona con Sec23p y Sec24p. Ademas, sus mutaciones
nulas presentan interacciones genéticas negativas fuertes con mutantes de YPT71 y
USOT1. En este sentido, SLY7-20, un mutante dominante de Sly1p (proteina SM), es
incapaz de rescatar a dichos mutantes en ausencia de Grh1p o Bug1p (Behnia et al,
2007). GRASP65 y GM130 interaccionan con Rab1-GTP (Moyer et al, 2001), pero no
se sabe si Grh1p y Bug1p interaccionan con Ypt1p (Angers & Merz, 2011).

Finalmente, en mamiferos se encuentran presentes otras muchas golginas
(proteinas coiled-coil asociadas al cis-Golgi), al menos dos de las cuales estan
conservadas en levaduras, Coy1p (CASP) y Rud3p (GMAP-210), que estan implicadas
en la organizacion del aparato de Golgi y la ruta secretora temprana (Gillingham et al,
2002; Gillingham et al, 2004; Roboti et al, 2015; VanRheenen et al, 1999). En
mamiferos también se ha descrito recientemente que diferentes sets de golginas
reconocen especificamente a vesiculas de distintos origenes, de forma que ayudan a
definir la identidad de las distintas cisternas del Golgi. Ademas, existe cierta
redundancia entre estas proteinas, ya que subgrupos de distintas golginas parecen

reconocer vesiculas provenientes del mismo organulo (Wong & Munro, 2014).

En conjunto, estos hallazgos ponen de manifiesto una red redundante de
proteinas coiled-coil que garantiza el anclaje de las vesiculas COPIl y por tanto la
organizacién de la cara cis del Golgi (Barlowe & Miller, 2013), aunque el papel que
desempena cada una de ellas y su regulacién aun no se ha conseguido discernir por

completo.

3.2.2. Fusion de las vesiculas COPIl con la membrana del Golgi

Tras la despolimerizacion de la cubierta, la v-SNARE Bet1p interacciona con las
t-SNAREs Sed5p, Sec22p y Bos1p, a través del enrollamiento de sus dominios
alfa-hélice entre si, formando un complejo estable de SNARESs en trans que promueve
la fusion de las membranas (Barlowe & Miller, 2013; Cao & Barlowe, 2000; Malsam &
Sollner, 2011). Estas cuatro proteinas son suficientes para catalizar esta fusion in vitro
(Parlati et al, 2000).
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Ademas de las SNAREs, la proteina Sly1p/SCDF1, miembro de la familia de
proteinas SM (Sec1/Munc18-1), es necesaria para la fusion de las vesiculas COPII al
Golgi. Esta proteina se une directamente a Sed5p/Sintaxina-5, aumentando la fidelidad
del ensamblaje de las cuatro SNAREs y estabilizando el complejo frans-SNARE
(Furgason et al, 2009; Peng & Gallwitz, 2002). La forma de actuacion exacta y la

regulacion de la actividad de Sly1 siguen aun sin dilucidar por completo.

Una vez que se ha completado la fusion, Bet1p, Sed5p, Sec22p y Bos1p se
encuentran en la misma membrana formando un complejo estable en cis. Con el fin de
reciclar estas SNAREs para futuras rondas de transporte, es necesaria la intervencion
de la proteina Sec18p/NSF junto con Sec17p/SNAP, que desensamblan el complejo
SNARE. Sec17p recluta sobre el tetramero de SNAREs a Sec18p, una chaperona con
actividad ATPasa que disocia a las SNAREs (Bonifacino & Glick, 2004).

3.3. Modelo alternativo de transporte anterégrado

Tradicionalmente, se ha pensado que durante el transporte anterégrado RE-Golgi,
las vesiculas COPII que se forman en los ERES, se liberan y viajan por el citosol hasta
alcanzar el cis-Golgi (o el ERGIC en mamiferos) con el cual se fusionan para liberar su
contenido. Sin embargo, recientemente se ha propuesto en levaduras un modelo
alternativo a esta vision clasica, segun el cual las vesiculas COPII no tendrian por qué

ser liberadas al citosol necesariamente (Kurokawa et al, 2014).

Este nuevo modelo propone que en la levadura S. cerevisiae el cis-Golgi se
acerca a los ERES y contacta con ellos. Durante este contacto, la cubierta COPII se
despolimeriza y el cis-Golgi captura a las cargas de la vesicula que no ha llegado a
liberarse. Entonces, este cis-Golgi cargado con las proteinas de secrecion abandona
los ERES de nuevo (Kurokawa et al, 2014). Este modelo cambia la vision tradicional
del transporte anterdgrado, ya que es el cis-Golgi el que se acerca al RE, y no las

vesiculas COPII las que alcanzan el cis-Golgi (Figura 9).

Asi, este comportamiento “hug-and-kiss” aseguraria un transporte de la carga mas
eficiente y dirigido desde los ERES al cis-Golgi. De esta forma la funcion primaria de la
cubierta COPII seria la de concentrar las proteinas carga en un dominio del RE. Alli
podrian ser capturadas por el cis-Golgi antes de que la vesicula COPIl se libere al
citosol, lo cual parece un mecanismo mucho mas seguro, y también explicaria por qué
no se encuentran con facilidad vesiculas COPII libres en micrografias electronicas de

células creciendo normalmente. No obstante, las evidencias presentadas no eliminan
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la posibilidad de que las vesiculas COPII se liberen y sean inmediatamente capturadas

por el cis-Golgi.

Este estudio plantea algunas cuestiones que se deben estudiar en el futuro, por
ejemplo, cémo el cis-Golgi encontraria a los ERES, proponiendo los autores como
posibles candidatos a los factores de anclaje TRAPPI y Uso1p. Otra cuestion seria,
teniendo en cuenta el modelo de maduracion cisternal del Golgi, si el cis-Golgi que
captura a las cargas en los ERES maduraria tras el contacto con estos, o si habria dos
poblaciones distintas de compartimentos cis del Golgi, una que realizaria la captura de

la carga, y otra que maduraria para realizar las funciones de glicosilacion.

Hug-and-kiss action of cis-Golgi

ER Epes) >ER  Eges ER ERes =>ER  ERES
oy
\

COPI| vesicles Tethering , New COPII vesicles
Uncoating

ﬂ Fusion

- Capturing cargo

cis-Golgi cis-Golgi

Figura 9. Modelo de transporte RE-Golgi de la carga por la accion “hug-and-kiss” del
cis-Golgi. Los ERES se localizan en dominios de alta curvatura del RE, y la proteina carga
(verde) que se sintetiza se va acumulando en ellos. El cis-Golgi (rojo) se acerca y contacta
(“hug-and-kiss”) el ERES. Durante el contacto entre las vesiculas COPIl y el cis-Golgi, la
cubierta COPII (azul) se despolimeriza. El cis-Golgi que ha recibido la carga abandona
finalmente el ERES (Kurokawa et al, 2014).

4. Transporte retrégrado desde el Golgi al reticulo

endoplasmico

Esta etapa de transporte, mediada por vesiculas con cubierta COPI, es esencial
para asegurar el equilibrio de la ruta secretora temprana, manteniendo el balance
entre las membranas que parten y que retornan de cada organulo. Del mismo modo, el
reciclaje para nuevas rondas de transporte de la maquinaria transmembrana que parte
del RE en las vesiculas COPII, y la recuperacion de proteinas enddgenas del RE y
proteinas mal plegadas que escapan del RE por bulk flow, depende del transporte

retrégrado mediado por las proteinas COPI. Prueba de ello es que en S. cerevisae, las
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mutaciones de la maquinaria COPI producen a largo plazo defectos en el transporte

anterégrado mediado por COPII (Gaynor & Emr, 1997).

4.1. Formacion de vesiculas COPI en el Golgi

Mientras el papel del transporte mediado por la cubierta COPI a través del aparato
de Golgi sigue siendo objeto de debate, su funcidon en el transporte vesicular

retrégrado desde el Golgi al RE esta bien establecida.

4.1.1. Composicién y estructura de la cubierta COPI

Las cubiertas COPI estan constituidas principalmente por el coatomero, un
complejo proteico formado por siete subunidades: a, B, B’, vy, 6, € y -COP, que en
levaduras corresponden con las proteinas Cop1p/Ret1p/Sec33p, Sec26p, Sec27p,
Sec21p, Ret2p, Sec28p y Ret3p, respectivamente. Aunque, a diferencia de las
proteinas COPII, el coatdmero es un unico complejo proteico estable, si se diferencian
dos regiones especializadas en el mismo, una capa interna que se une a las moléculas
carga formada por las subunidades 8, y, 8, y -COP, y una capa externa formada por
a, B, y e-COP (Barlowe & Miller, 2013).

Estudios recientes de cristalografia y microscopia electronica han puesto de
manifiesto que la estructura de las cubiertas COPI presenta alta homologia con las
proteinas COPII, aunque también rasgos mixtos con las cubiertas de clatrinas
(cubiertas que actuan en el transporte post-Golgi y la endocitosis). La capa interna de
las COPI parece ser similar a la del adaptador de clatrinas AP2 (Yu et al, 2012). Sin
embargo, la capa externa es similar tanto a las cubiertas COPIl como a las clatrinas
(Lee & Goldberg, 2010).

4.1.2. Regulacion de la polimerizaciéon de la cubierta COPI

Del mismo modo que para las cubiertas COPII, el ensamblaje de las cubiertas
COPI se inicia gracias a una GTPasa pequefa, en este caso Arf1, la cual al activarse
despliega una a-hélice que también contiene un grupo miristoilo que facilita la
insercion en la membrana (Antonny et al, 1997). A diferencia de Sar1, que solamente
funciona en la cubierta COPII, Arf1 no solo esta implicada en la formacién de vesiculas
COPI, sino que también actua en la formacién de las vesiculas de clatrinas. Esta

multifuncionalidad se logra gracias a que Arf1 presenta diferentes elementos
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reguladores de su actividad en cada etapa de transporte, representados por diferentes
tipos de proteinas GEF y GAP (Rein et al, 2002).

El intercambio de GDP por GTP es llevado a cabo por la familia de proteinas que
contienen el dominio Sec7, en el que reside la actividad GEF. Estas proteinas son
GBF1, BIG1 y BIG2 en mamiferos, y Gealp, Gea2p y Sec7p en S. cerevisiae (Sata et
al, 1999). Las GEF Sec7p/BIG1/BIG2 actuan en el trans-Golgi facilitando el papel de
Arf1 en la formacion de vesiculas de clatrinas, mientras que las proteinas
Geal1p/Gea2p/GBF1 participan en la formacion de vesiculas COPI (Park et al, 2005;
Peyroche et al, 1996; Spang et al, 2001). Respecto a la actividad GAP, esta no se
lleva a cabo por un componente del coatdmero, sino que depende de otras tres
proteinas en mamiferos, ARFGAP1/2/3, y de dos en levaduras, Glo3p y Gcs1p (Poon
et al, 2001).

Tanto las ARF-GEFs como Arf1 son proteinas citosodlicas, y se ha propuesto que
se apoyen en elementos adicionales que cooperen en su asociacion a las membranas
del Golgi (Chantalat et al, 2003; Monetta et al, 2007). Asi, el reclutamiento de GBF1
depende de la GTPasa Rab1b (Alvarez et al, 2003; Monetta et al, 2007). Ademas, se
han sugerido varias proteinas transmembrana como posibles receptores, por ejemplo,
la proteina transmembrana GMH1/Gmh1p para GBF1 y Gea1/2p respectivamente
(Chantalat et al, 2003); y el complejo p24 y la SNARE membrina para Arf1 (Gommel et
al, 2001; Honda et al, 2005). No obstante, ain no se conoce el papel real de estas

interacciones.

Respecto a las Arf-GAPs, Gcs1p seria el homologo de ARFGAP1, y Glo3p se
corresponderia estructural y funcionalmente con ARFGAP2 y ARFGAP3 (Spang et al,
2010). ARFGAP1/Gcs1p es capaz de detectar la curvatura de la membrana gracias a
la presencia de dos dominios ALPS (Amphipathic Lipid Packing Sensor) (Ambroggio et
al, 2010). Sin embargo, esta proteina no presenta interacciones fisicas con el
coatémero, por lo que seria insuficiente para promover la polimerizaciéon de la cubierta
por si misma. Por eso se ha propuesto que el papel de ARFGAP1/Gcs1p se
restringiria a la regién donde se curva la membrana durante las etapas de maduracion
y la escisién de la vesicula COPI (Hsu & Yang, 2009). Por el contrario, Glo3p y sus
homologos carecen de dominios ALPS pero si son capaces de unir al coatomero
eficientemente. Es mas, se ha comprobado que el coatdémero induce fuertemente la
actividad GAP de Glo3p, por lo que se ha postulado un mecanismo de regulacién muy
parecido al que tiene lugar en el sistema COPIl (Figura 10). Una vez formado el

complejo cebador integrado por Arf1p, el coatdmero, la GAP Glo3p y las moléculas
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carga, la interaccion coatomero-Glo3p estimula rapidamente la actividad GAP que a su
vez hace que Arf1p hidrolice su GTP y se despegue ya inactivo de la membrana. La
cubierta formada en este caso por el coatdmero y Glo3p se mantiene unida a la
membrana a través de las proteinas carga (Aguilera-Romero et al, 2008; Hsu et al,
2009; Spang et al, 2010).
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Figura 10. Ensamblaje comparado de las cubiertas COPIl y COPIl. Ambas cubiertas, COPII
(izquierda) y COPI (derecha), comienzan su polimerizacion por la activacion de una GTPasa
pequefa, Sar1 y Arf1 respectivamente. A continuacién, y gracias a la interaccién con proteinas
carga, la capa interna de la cubierta COPII es reclutada, o el coatomero COPI al completo.
Después, en el caso de las COPII, la capa externa es reclutada. Ambas cubiertas polimerizan
formando un entramado esférico que deforma progresivamente la membrana generando la
vesicula. En el caso de las cubiertas COPII, en la cubierta externa formada por Sec13/Sec31,
cuatro subunidades de Sec31 se enfrentan para formar los vértices de la “jaula”. En el caso de
las cubiertas COPI las subunidades a y B’ (Ret1p y Sec27p), conforman una estructura en
trisquela en los vértices (Barlowe & Miller, 2013).

Por ultimo, la escision o liberacion de la vesicula COPI naciente de la membrana
del Golgi es un proceso muy complejo y poco conocido, en el que parecen intervenir
de forma coordinada una gran variedad de moléculas como el acido fosfatidico, el
diacilglicerol, el propio Arf1, unas proteinas denominadas BARS vy la fosfoslipasa D2
entre otras (Hsu et al, 2009; Hsu & Yang, 2009).

4.1.3. Reconocimiento de la carga por la cubierta COPI

Como en otros eventos de transporte, la incorporacion de las moléculas carga en

las vesiculas COPI ocurre a través de sefiales reconocidas por la cubierta, siendo las
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mejor descritas la sefial di-lisina K(X)KXX para las proteinas transmembrana y la sefal

K/HDEL para las proteinas solubles.

Las proteinas solubles emplean a la proteina Erd2p (receptor KDEL en
mamiferos) como receptor/adaptador para poder unirse a la cubierta. Este receptor
reconoce por su cara luminal el motivo K/HDEL y presenta en su fraccién citosélica la

senal di-lisina.

Las proteinas transmembrana que deben volver al RE presentan la sefial
K(X)KXX en su extremo carboxilo, que parece ser reconocida por las subunidades a y
B’-COPI (Cosson & Letourneur, 1994; Eugster et al, 2004; Ma & Goldberg, 2013). Del
mismo modo, el coatémero también puede reconocer por las subunidades  y 8-COP
otros motivos di-basicos como RXR (Cosson et al, 1998; Michelsen et al, 2007).
Ademas, la subunidad y-COP puede interaccionar con motivos di-aromaticos como la

di-fenilalanina, como sucede con el complejo p24 (Bethune et al, 2006).

El receptor de carga Rer1 también tiene un papel esencial en el transporte
retrégrado Golgi-RE, al ser el encargado de la recuperacién de proteinas
transmembrana del RE que escapan por bulk flow como Sec12 o Sec63, uniéndose a

sus dominios transmembrana (Sato et al, 1997).

Ademas, recientemente se ha descrito el papel del complejo Erv41p-Erv46p como
receptor retrégrado de la enzima Gls1p (glucosidasa |) cuando esta ha escapado al
Golgi (Perez-Linero & Muniz, 2015; Shibuya et al, 2015).

El transporte retrogrado Golgi-RE también desempefia un importante papel en el
control de calidad de las nuevas proteinas de secrecion, devolviendo al RE aquellas
proteinas mal plegadas o mal ensambladas que han escapado hasta el Golgi, evitando
asi su avance por la ruta secretora. Asi, las proteinas mal plegadas tienen unidas
chaperonas que son reconocidas por Erd2 y son recuperadas. También se ha
propuesto la existencia de receptores especificos como VIP36, que reconoce
proteinas mal glicosiladas (Reiterer et al, 2010). Por otro lado, algunas formas
monomeéricas de subunidades de complejos que escapan sin oligomerizar, pueden ser
devueltas al RE, gracias a que quedan expuestas sefiales de reciclaje (como KKXX)
gue solo se enmascaran tras la oligomerizacion (Mallabiabarrena et al, 1992; Sacristan
et al, 2013).

Finalmente, cabe destacar la importancia de las proteinas carga en la
potenciacién de la formacion de las vesiculas COPI. En la levadura, las proteinas p24

unen especificamente a Glo3p y al coatémero. De este modo, los estabilizan en la
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membrana del Golgi y promueven la formaciéon de complejos cebadores que estimulan
la produccion de vesiculas COPI. Asi, la ausencia de la familia de proteinas p24
compromete la formacion de las vesiculas COPI en S. cerevisiae (Aguilera-Romero et
al, 2008). También se ha visto que las sefiales di-lisina de las proteinas p24 son
esenciales para la formacion de las vesiculas COPIl a partir de liposomas de
composicion similar a las membranas del Golgi de mamiferos (Bremser et al, 1999).
Ademas, se ha observado que las proteinas p24 de mamiferos tienen la capacidad de
ralentizar la actividad GTPasa de Arf1, pudiendo estabilizar asi a la cubierta sobre las
membranas (Goldberg, 2000). Por otro lado, la sobreexpresién de proteinas con
senales di-lisina como Mst27p es capaz de recuperar la letalidad de la mutacién
sec21-1 (Sandmann et al, 2003).

4.2. Anclaje y fusidn de las vesiculas COPI al reticulo

endoplasmico

Al igual que los restantes pasos de transporte descritos, el transporte retrogrado
Golgi-RE emplea un factor de anclaje, que en este caso es el complejo Dsl1. Este
complejo esta constituido por tres subunidades: Dsl1p, Tip20p y Dsl3p (Sec39p) en
levaduras. Todas son proteinas esenciales, y mutantes termosensibles de los genes
que las codifican presentan defectos en la fusion de las vesiculas COPI con el RE
(Kamena & Spang, 2004), asi como interaccidon genética negativa con los mutantes

condicionales de las SNAREs implicadas (Kraynack et al, 2005).

El complejo Dsl1 se encuentra unido a la membrana del RE a través de la
interaccion fisica de sus subunidades Tip20p y DslI3p con las SNARES Sec20p y
Usel1p respectivamente (Ren et al, 2009; Tripathi et al, 2009). Por otro lado, la
subunidad Dsl1p presenta un lazo flexible que interacciona con las subunidades a y
y-COPI de la cubierta (Zink et al, 2009) (Figura 11).
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Figura 11. Estructura del complejo Dsl1 e interaccion con SNAREs y cubierta COPI.
(A) Modelo del complejo Dsl1 basado en estructuras cristalizadas. Dsl1, Sec39 (Dsl3) y Tip20
forman una especie de torre sobre la membrana del RE. Se representa con una linea punteada
el lazo flexible de Dsl1, y ampliado en un recuadro aparece la bisagra flexible de la misma
subunidad (Ren et al, 2009). (B) El complejo Dsl1 se ancla al RE gracias a la interaccion de
Sec39p y Tip20p con las t-SNAREs Use1p y Sec20p respectivamente. La subunidad Dsl1 une
a la vesicula COPI a través de su interaccion con el coatdmero (Adaptado de (Barlowe & Miller,
2013).

De esta forma, el complejo Dsl1 desarrolla tres funciones distintas en la
interseccién RE-vesicula COPI gracias a su capacidad de interaccionar tanto con las
cubiertas como con las SNAREs (Figura 12). La primera de ellas es la captura de las
vesiculas COPI provenientes del Golgi gracias a la interaccion entre Dsl1p y la
cubierta COPI. La segunda es promover el ensamblaje de las SNAREs, lo cual
conseguiria mediante dos vias: manteniendo en estado receptivo a las SNAREs
individuales, y sirviendo de plataforma para la interacciéon y reconocimiento de las
SNAREs al aproximar Sec22p, presente en la vesicula, a las t-SNAREs que
interaccionan con DsI3p y Tip20p. Finalmente, se ha propuesto una tercera funcion
que es la de promover la despolimerizacion de las cubiertas, ya que Dsl1p se une a la
misma region de a-COP que esta subunidad usa para unirse a e-COP, por lo que la
interaccion con Dsl1 favoreceria la desestabilizacion de la estructura de la cubierta. De
hecho, en ausencia del complejo Dsl1 se acumulan vesiculas cubiertas de proteinas
COPI en las inmediaciones del RE (Ren et al, 2009; Tripathi et al, 2009; Zink et al,
2009). Esta tercera funcion implica que en el momento en que el complejo Dsl1
comenzase a despolimerizar la cubierta, la vesicula quedaria desprovista de sujecién

al RE, pudiendo escapar de las inmediaciones de este organulo. A dia de hoy, no se
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ha resuelto aun la cuestion de cdmo se mantiene la vesicula cerca del RE hasta que

ocurre la fusion.

Por otro lado, mas recientemente se ha descrito que el complejo Dsl1 junto con
las SNAREs del RE interviene en la fusién homotipica RE-RE (Rogers et al, 2014).

Aunque no se ha descrito el papel concreto de ninguna Rab en este proceso, hay
evidencias de que Yptilp, es necesaria para el transporte retrégrado Golgi-RE
(Kamena et al, 2008).
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Figura 12. Funciones del complejo Dsli1 en la interseccién RE-vesicula COPI. Primero, el
complejo Dsl1 interacciona con el coatdbmero capturando a la vesicula COPI, y seguidamente
promueve la despolimerizacion de esta cubierta. Por ultimo, el complejo Dsl1 facilita la
asociacion de las SNAREs, de forma que facilita también la fusion (Ren et al, 2009).

5. Modelo de maduracién cisternal y biogénesis de

novo del aparato de Golgi

El aparato de Golgi es un organulo compuesto por diferentes compartimentos
membranosos o cisternas que esta estructural y funcionalmente polarizado. Las
proteinas de secrecion entran por el compartimento cis del Golgi y después de recibir
secuencialmente las modificaciones apropiadas (glicosilacion, procesamiento
proteolitico, etc.) salen de dicho organulo por su compartimento trans. Como
progresan las proteinas de secrecion a través del Golgi ha sido objeto de un intenso
debate durante los ultimos cuarenta afios. Tradicionalmente, se han propuesto dos
modelos antagonicos de transporte intra-Golgi que también tratan de explicar el

mantenimiento y la formacion del propio Golgi (Figura 13).

Por un lado, el modelo de transporte vesicular se fundamenta en que cada una de

las cisternas del aparato de Golgi conforma un compartimento estable, y esta
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conectada con las restantes a través del trafico de vesiculas COPI en sentido
anterégrado para transportar las proteinas de secrecién. Cada cisterna mantendria su
identidad mediante la exclusion de las vesiculas COPI de sus proteinas propias
(Colley, 1997; Rothman & Wieland, 1996). Segun este modelo el Golgi no se formaria
nunca de novo, generandose siempre a partir de un precursor pre-existente. Sin
embargo, a pesar de los avances genéticos, bioquimicos y morfoldgicos, todavia no se
ha podido obtener una evidencia firme de transporte vesicular anterégrado entre las
distintas cisternas del Golgi (Glick & Luini, 2011) aunque si de elementos tubulares

que se comentaran mas adelante.
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Figura 13. Principales modelos de transporte a través del aparato de Golgi. (a) Modelo de
transporte vesicular: las cisternas constituyen compartimentos fijos conectados a través de
vesiculas COPI que transportan anterégradamente desde el cis hacia el frans-Golgi a las
proteinas de secrecion. (b) Modelo de maduracion cisternal: la nueva cisterna cis se forma de
novo por la fusion de las vesiculas COPII y las vesiculas retrégradas COPI procedentes de las
antiguas cisternas cis. La maduracion de esta cisterna se produce al excluir la maquinaria
enzimatica de cis-Golgi gracias a su transporte retrogrado y la recepcién de los componentes
del medial-Golgi, y asi sucesivamente (Glick & Nakano, 2009).

Por otro lado, el modelo de maduracion cisternal (Glick & Malhotra, 1998; Pelham,
1998), propone que las nuevas cisternas cis del Golgi se forman de novo por fusién

homotipica de vesiculas COPII provenientes del RE, que también fusionaran con
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vesiculas COPI provenientes de las antiguas cisternas cis. Las cisternas maduran
progresivamente hacia el medial- y el trans-Golgi a medida que reciben las diferentes
enzimas residentes de cisternas superiores mediante transporte retrégrado en
vesiculas COPI. Este modelo, donde la propia cisterna es el transportador anterégrado
de las moléculas de secrecion, es el mas consistente con las observaciones
experimentales (Bonifacino & Glick, 2004). Sin embargo, no fue hasta el afio 2006,
cuando dos laboratorios independientes demostraron mediante experimentos de
fluorescencia in vivo la maduracion cisternal en S. cerevisiae. Empleando marcadores
fluorescentes diferentes para las cisternas cis, medial y trans, pudieron seguir la
maduracién independiente de cada cisterna mediante la transicién de color de la
misma (Losev et al, 2006; Matsuura-Tokita et al, 2006). Las evidencias experimentales
en células de mamifero a favor del modelo de maduracion cisternal se han ido

acumulando, quedando ratificadas recientemente (Rizzo et al, 2013).

El transporte vesicular en sentido retrogrado es por tanto una pieza clave en la
maduracién de las cisternas del aparato de Golgi, ya que permite aportar los
componentes enzimaticos necesarios para la transicion cis-medial y medial-trans. Este
transporte es desarrollado por las proteinas de cubierta COPI, las mismas que
participan en el transporte entre el cis-Golgi y el RE (Bonifacino & Glick, 2004). El
direccionamiento de estas vesiculas parece depender de factores de anclaje como el
complejo COG (Conserved Oligomeric Golgi) (Smith & Lupashin, 2008; Ungar et al,
2006). En este transporte intra-Golgi el complejo COG reconoceria las vesiculas a
través de la subunidad y-COP y actuaria junto a la GTPasa Yptip/Rab1, y las
SNARESs propias del Golgi (Suvorova et al, 2002). En la cara cis, estas SNAREs son
Sedb5p, Gos1p, Sft1p y Ykt6p o Sec22p (Shestakova et al, 2007).

Recientemente se ha confirmado que la maduracion cisternal en levaduras implica
la via retrégrada dependiente de la cubierta COPI de reciclaje al cis-Golgi desde el
compartimento trans, y multiples vias independientes de COPI de reciclaje al trans-
Golgi desde compartimentos post-Golgi del sistema endocitico (Papanikou et al, 2015).
No obstante, en mamiferos el proceso de transporte de la carga a través del Golgi
parece ser mas complejo que en levadura, ya que muestra una naturaleza
bidireccional en el que la cubierta COPI, ademas de transportar retrogradamente las
enzimas de glicosilacion, forma tubulos membranosos que podrian transportar
anterogradamente las cargas de una cisterna a otra. Este transporte tubular
anterégrado dependiente de COPI esta dirigido por la GTPasa CDC42 implicada en
establecer la polaridad celular (Nakano, 2015; Park et al, 2015).
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6. Receptores de carga

Como se ha comentado anteriormente, durante exportacion del RE las proteinas
de cubierta COPII reconocen senales en los dominios citosélicos de las proteinas
carga para incorporarlas en las vesiculas nacientes. Sin embargo, muchas de las
proteinas de secrecion no pueden interaccionar directamente con dicha cubierta ya
que son completamente luminales o bien, a pesar de ser transmembrana, sus
dominios citosélicos carecen de estas sefiales. Por ello, todas estas proteinas
necesitan para incorporarse eficiente en las vesiculas COPIl de la accién de una
proteina transmembrana que actue como adaptadora conectandolas con la cubierta.
Estas proteinas adaptadoras se denominan genéricamente receptores de carga o de

transporte (Dancourt & Barlowe, 2010).

Los receptores de carga son por tanto proteinas transmembrana con al menos
dos dominios claramente diferenciados: un dominio citosdlico con las senales
necesarias para unir a las cubiertas COPIl y COPI, lo que permite que ciclen entre el
RE y el Golgi, y un dominio luminal y/o transmembrana que reconoce las formas
maduras o correctamente plegadas y/o ensambladas de sus cargas. De esta manera,
se consigue acoplar la seleccion de la proteina carga con el ensamblaje de la cubierta
y la posterior formacién de la vesicula COPII. Hasta la fecha se han podido identificar
so6lo algunos de los motivos reconocidos por los diferentes receptores en los dominios
luminales de las proteinas carga, como carbohidratos especificos (reconocidos por
dominios de lectinas) y determinadas secuencias de aminoacidos (Dancourt &

Barlowe, 2010; Manzano-Lopez et al, 2015).

Los receptores de carga se incorporan junto a sus ligandos en las mismas
vesiculas de transporte, viajando asi juntos al Golgi. Alli, tras separarse, el ligando
continla avanzando por la ruta secretora mientras que el receptor vuelve al RE
utilizando el transporte retrégrado para iniciar una nueva ronda de transporte
anterogrado. Se ha propuesto que la diferencia de pH en el lumen del RE respecto al
del Golgi sea la base del mecanismo que regula la unién del ligando a su receptor.
Segun este modelo, para los receptores de transporte anterdégrado, el pH
practicamente neutro existente en el RE propicia la interacciéon ligando-receptor,
mientras que el pH mas bajo del Golgi induce cambios conformacionales en el
receptor que conllevan la liberaciéon del ligando (Dancourt & Barlowe, 2010). Sin
embargo, estudios recientes han puesto de manifiesto que el cambio de pH no es

suficiente para separar al ligando del receptor, por lo que debe haber factores
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adicionales que intervengan en este proceso y que aun no se conocen (Perez-Linero &
Muniz, 2015; Shibuya et al, 2015).
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Figura 14. Receptores de carga mejor caracterizados en la ruta secretora temprana.
ERGIC-53, Erv14, Erv29/Surf4, las proteinas p24 y Erv26 son receptores de transporte
anterégrado, mientras que Rer1, el receptor KDEL y Erv41-Erv46 (no aparece en la figura) son
receptores de transporte retrégrado. En sus dominios citosélicos presentan sefales para unir
las cubiertas COPII (azul) y las cubiertas COPI (rojo) (Dancourt & Barlowe, 2010).

Hasta la fecha se han identificado varios receptores de transporte (Figura 14),
aunque cabria esperar que la lista aumente progresivamente. Todos ellos tienen en
comun que son proteinas muy abundantes, con senales tanto de exportacién del RE
como de reciclaje, las cuales les permiten ciclar continuamente entre el RE y el Golgi.
Ademas, la carencia individual de cada uno de estos receptores solo afecta al
transporte especifico de sus ligandos y no a otras proteinas de secrecion. Otra
caracteristica importante es que estan muy conservados en la escala evolutiva,
aunque en algunos organismos no se hayan identificado todavia sus ligandos o
sustratos. Por ultimo, es importante destacar que todos los receptores que se han
caracterizado son oligdmeros, con lo que aumentan considerablemente su eficiencia

de transporte (Dancourt & Barlowe, 2010).

En relacion con la gran diversidad de proteinas de secrecién que deben ser
exportadas del RE, se han caracterizado pocos receptores hasta la fecha. En

levaduras, los receptores identificados son fundamentalmente las proteinas p24, la
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proteina Emp47p, asi como varias proteinas Erv (ER vesicle protein): Erv29p, Erv14p,

Erv26p y Erv41p-Erv46p. A continuacion se describen brevemente cada uno de ellos.

- La proteina Emp47p (EndoMembrane Protein) posee un dominio lectina, por lo
que ha sido propuesta como receptor de carga del RE para glicoproteinas.
Inicialmente, se describié que es necesaria para el transporte al Golgi de la proteina
Emp46p (Sato & Nakano, 2003), y mas tarde se propuso a la proteina Ssp120p como
un ligando especifico (Herzig et al, 2012). En este mismo afio se ha visto que Emp47p
forma un complejo funcional con Ssp120p, en el cual Emp46p aparece como un
componente minoritario, y proponiéndose que dicho complejo actua en el transporte
anterogrado de glicoproteinas necesarias para la integridad de la pared celular
(Margulis et al, 2016). Emp47p es homdloga a ERGIC-53, el receptor de carga del RE
mejor caracterizado de mamiferos. ERGIC-53 se comporta como una lectina, que cicla
transportando desde el RE al ERGIC glicoproteinas lisosomales como la catepsina C y

Z, y los factores de coagulacion V y VIl (Appenzeller et al, 1999).

- Erv29p es requerido para la incorporacion eficiente en vesiculas COPIl de
algunas proteinas solubles como el pro-factor alfa, la carboxipeptidasa Y (CPY) y la
proteinasa A (Belden & Barlowe, 2001b; Caldwell et al, 2001). EI homélogo de Erv29p
en mamiferos es Surf4, aunque aun no se conocen sus proteinas carga (Reeves &
Fried, 1995).

- Erv26p es el receptor de carga para las proteinas transmembrana de tipo II,
como la fosfatasa alcalina y las manosil-transferasas del Golgi (Bue et al, 2006;
Inadome et al, 2005; Noda & Yoda, 2010). La proteina homdéloga en mamiferos es

TEX261, pero no ha sido caracterizada aun.

- El complejo Erv41p-Erv46p se habia propuesto como receptor de carga (Otte
& Barlowe, 2002; Otte et al, 2001) pero no se ha conseguido caracterizar algunas de
las proteinas que transporta hasta hace muy poco. Erv41p-Erv46p actia como
receptor de transporte anterégrado para la manosil-transferasa de Golgi Kirdp
(proteina transmembrana tipo Il) reconociendo su dominio luminal (Noda et al, 2014).
Ademas, este complejo tiene una funcidon como receptor retrégrado para la enzima

soluble Gls1p (glucosidasa |) cuando esta escapa al Golgi (Shibuya et al, 2015).

-Al complejo p24 y Erv14p se les dedican los apartados 6.1 y 6.2 debido a que

seran los mas estudiados a lo largo de esta tesis.
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Junto a los receptores de transporte, existen una serie de factores necesarios
para la exportacion selectiva de determinadas proteinas. A diferencia de los receptores
de carga, estos factores no suelen incorporarse en la vesicula conjuntamente con su
ligando o proteina carga. La proteina integral TANGO1 promueve la exportacion de
proteinas enormes como el colageno interaccionando con la cubierta COPII pero sin
incorporarse ella misma en la propia vesicula. En este caso Sar1p es regulado para
que la vesicula aumente de tamafo permitiendo la inclusion del colageno (Saito et al,
2009). En muchos casos estos factores son chaperonas especificas que ayudan a
plegar correctamente un tipo particular de proteinas, como Chs7p con Chs3p, Shr3p
con Gap1p y otras permeasas de aminoacidos, Gsf2p para varias permeasas de
azucares y Pho86p para Pho84p (Lau et al, 2000; Ljungdahl et al, 1992; Sacristan et
al, 2013; Sherwood & Carlson, 1999). En otros casos, la chaperona se ademas se
monta en la vesicula de secrecion, escoltando al ligando durante su transporte, ya que
lo mantiene en un estado de plegamiento 6ptimo durante el trayecto, como es el caso
del transporte de la rodopsina Rh1 y su chaperona NinaA en Drosophila melanogaster
(Baker et al, 1994).

6.1. El complejo p24

Los miembros de la familia de proteinas p24 se asocian heteroméricamente para
formar el denominado complejo p24. Estas proteinas inicialmente fueron identificadas
como elementos muy abundantes del RE y del Golgi, asi como componentes

mayoritarios de las vesiculas de transporte COPIl y COPI.

Debido a que la familia p24 esta muy conservada evolutivamente desde levaduras
hasta mamiferos, el complejo p24 debe jugar un importante papel en el flujo vesicular
bidireccional que tiene lugar en la interfase RE-Golgi (Strating & Martens, 2009).
Gracias a su abundancia y capacidad para ciclar entre el RE y el Golgi uniendo
fuertemente ambos tipos de cubiertas, COPI y COPII, ha sido relacionado con dos
funciones esencialmente. La primera de ellas es la funciéon especifica como receptor
de carga, facilitando la exportacion selectiva del RE de las proteinas ancladas a GPI
(Castillon et al, 2011; Muniz et al, 2000). Asi, recientemente se ha descrito que el
complejo p24 reconoce a las proteinas ancladas a GPI actuando como una lectina, ya
que se une al glicano correctamente remodelado del GPI, y atrae entonces a una
cubierta COPII especifica (Manzano-Lopez et al, 2015). La segunda funcién, de

caracter general, esta relacionada con el transporte retrégrado, ya que participa en la
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formacion de vesiculas COPI derivadas del Golgi a través de la estabilizacion de la

cubierta COPI sobre las membranas (Aguilera-Romero et al, 2008).

Los analisis filogenéticos dividen a la familia p24 en cuatro subfamilias: p24a, B, y
y & (Carney & Bowen, 2004). El numero de representantes de cada subfamilia varia
entre los diferentes organismos. Asi, animales y hongos poseen representantes de
cada subfamilia, mientras que las plantas soélo tienen miembros de las subfamilias
p243 y p244. En la levadura, la subfamilia p24a la componen Erp1p, Erp5p y Erp6p; la
subfamilia p243, Emp24p; la subfamilia p24y, Erp2p, Erp3p y Erp4p; y la subfamilia
p240, Erv25p. El analisis filogenético también pone de manifiesto la existencia de dos
ramas evolutivas diferentes que agrupan a las subfamilias p24a y p240 por unladoy a
las subfamilias p24B y p24y por otro (Carney & Bowen, 2004). No obstante, existe
cierta redundancia funcional entre los miembros de las subfamilias de una misma
rama, como se ha demostrado en levaduras (Marzioch et al, 1999). Sin embargo, en
organismos pluricelulares se han descrito patrones de expresion diferencial
especificos de tejido, en los que los diferentes miembros de cada subfamilia no son

intercambiables entre si (Carney & Bowen, 2004; Strating et al, 2009).

Las proteinas p24 son proteinas transmembrana tipo | de aproximadamente 24
KDa. Cada subunidad presenta un dominio luminal que contiene motivos de union a
proteinas carga y un tallo citosdlico que muestra una gran afinidad para interaccionar
con los complejos de cubierta COPIl y COPI, estando ambas regiones conectadas por
un unico dominio transmembrana. A pesar de que el tallo citosoélico representa sélo un
pequeno porcentaje de la proteina, de 12 a 20 aminoacidos, es en esta region donde
se localizan las sefales responsables del movimiento ciclico y de la localizacién del
complejo p24 en la célula. En esta porcion se sitian dos tipos de motivos: los di-
aromaticos/di-hidrofébicos, involucrados en la interaccion con las cubiertas COPI y
CORPIl, y el dominio di-basico, exclusivo de la unién a cubiertas COPI. En la Tabla | se
han representado las regiones C-terminales de cada subfamilia de proteinas p24 en

levaduras, resaltandose los motivos implicados en los procesos de interaccion.
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Tabla I. Secuencias de las regiones citosolicas de los cuatro miembros principales del
complejo p24 en S. cerevisiae. En verde, los motivos de unién a COPII, en violeta los motivos
de unién a COPI (Belden & Barlowe, 2001a).

En la fraccion luminal se encuentran la secuencia sefial necesaria para su
translocacion al RE (que es posteriormente procesada), un dominio GOLD (Golgi
dynamics) y una region coiled-coil (Figura 15 A). El dominio GOLD posee dos cisteinas
altamente conservadas que potencialmente generan un puente disulfuro. La regién
coiled-coil, que precede a la regién transmembrana, es un dominio necesario para la
formacion del complejo: heterotetrameros (p24a+p24B+p246+p245) o heterodimeros
(p24p+p24d).

La oligomerizacion del complejo p24 es esencial para la estabilidad de las propias
proteinas p24 en la célula, asi como para que el complejo pueda ciclar entre RE y
Golgi (Fullekrug et al, 1999; Marzioch et al, 1999), y por tanto para el desarrollo de sus
funciones. En S. cerevisiae el complejo esta formado principalmente por las proteinas
Emp24p, Erv25p, Erp1p y Erp2p. La eliminacion tanto de Emp24p como de Erv25p
genera complejos inestables, no funcionales, que terminan siendo degradados. De
este modo, la eliminacion de una de estas subunidades tiene como consecuencia la
disminucion de los niveles proteicos del resto de la familia (Figura 15 B) (Marzioch et
al, 1999). Un proceso similar ha sido descrito en mamiferos, donde el descenso de la
expresion de uno de los genes de la subfamilia p24d disminuye los niveles proteicos

de otros miembros de la subfamilia p24a (Denzel et al, 2000).
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Figura 15. La organizacién estructural de las proteinas de la familia p24 depende de la
oligomerizaciéon de sus subunidades. (A) Estructura de las proteinas p24, destacandose el
dominio GOLD, la region coil-coiled (CC), el dominio transmembrana (TM) y el tallo citosdlico
(CT) (Strating & Martens, 2009). (B) En los mutantes nulos erv254 y emp244, los niveles de
proteinas de los otros miembros de la familia disminuyen drasticamente (Marzioch et al, 1999).
(C y D) Los tallos citosdlicos de las proteinas p24 unen especificamente las cubiertas COPI y
COPII (Strating & Martens, 2009).

6.2. Erv14p

Erv14p fue identificada inicialmente como un componente mayoritario de las
vesiculas de transporte COPII, localizandose en RE y Golgi. Posteriormente se
observd que es necesaria para el transporte de un gran numero de proteinas
transmembrana (Castillon et al, 2009; Herzig et al, 2012; Powers & Barlowe, 1998;
Powers & Barlowe, 2002).

Pertenece a una familia muy conservada de proteinas, siendo sus homdlogos en
eucariotas superiores las proteinas de la familia cornicén. ElI miembro mejor
caracterizado de esta familia es la proteina Cni de D. melanogaster, necesaria para la
exportacion desde el RE de proteinas de la familia TGFa (factor de crecimiento
transformante a) (Castro et al, 2007). En mamiferos, las proteinas cornicon son

necesarias para el transporte de receptores de glutamato del subtipo AMPA (Schwenk
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et al, 2009; Shanks et al, 2014). En S. cerevisiae, Erv14p se describid inicialmente
como receptor de carga de la proteina de membrana plasmatica AxI2p; y estudios
posteriores han puesto de manifiesto que es necesaria para la exportacion del RE de
numerosas proteinas transmembrana cuyo destino es la ruta secretora tardia o la
membrana plasmatica (Castillon et al, 2009; Herzig et al, 2012; Pagant et al, 2015;
Powers & Barlowe, 1998; Powers & Barlowe, 2002; Sacristan et al, 2013).

Erv14p es una proteina hidrofébica pequefa, con tres segmentos transmembrana,
un dominio citosdlico N-terminal y un dominio luminal C-terminal (Figura 16). En su
segundo dominio citosdlico se encuentra la secuencia IFRTL, por la cual une a la
cubierta COPII a través del sitio D de la subunidad Sec24p. Con respecto a la union a
sus cargas, Erv14p parece emplear multiples mecanismos: algunas cargas parecen
unirse a dominios luminales del receptor, mientras que otras se unen a uno de sus

dominios transmembrana (Pagant et al, 2015; Powers & Barlowe, 2002).

Siendo las cargas de Erv14p proteinas transmembrana que podrian reconocer
potencialmente a la cubierta, se plantea qué significado funcional puede tener la
interaccion de la carga con el receptor en este caso. Uno de los modelos propuestos
es que algunos de los cargos de Erv14p hayan evolucionado por eventos de fusion
geénica, reposicionando sus sefiales de exportacion del RE en sus regiones luminales
(Dancourt & Barlowe, 2010). Sin embargo, algunos ligandos de Erv14p si tienen sus
propias sefiales de unidon a COPIl, por lo que se hacen necesarias explicaciones
adicionales. Estudios recientes parecen arrojar algo de luz sobre estas cuestiones. Por
un lado, en los ultimos afos se ha descrito que Erv14p reconoce dominios
transmembrana largos en sus proteinas carga, independientemente de su secuencia.
Asi, puesto que sus ligandos son proteinas destinadas a la ruta secretora tardia o a la
membrana plasmatica, donde la bicapa lipidica posee un mayor grosor que en el RE,
Erv14p podria estar actuando como chaperona de estos dominios transmembrana al
inicio de la ruta secretora, ademas de como adaptador de la cubierta COPII (Herzig et
al, 2012). Por otro lado, recientemente se ha observado que algunas de sus cargas se
unen a dos sitios en Sec24 de forma simultanea: indirectamente a través de Ervi14p, y
directamente gracias a sus propias sefiales (Figura 16). De esta forma, se
incrementaria la eficiencia de union a la cubierta, y por tanto la eficiencia de salida del
RE (Pagant et al, 2015).
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Figura 16. Reconocimiento de la carga y la cubierta por Erv14p. Erv14p reconoce al sitio D
de Sec24p a través de la secuencia IFRTL presente en su segundo dominio citosélico, y a sus
cargas transmembrana a través de uno de su segundo dominio transmembrana. Algunos de los
ligandos de este receptor reconocen ademas directamente al sitio B de Sec24p (Adaptado de
(Pagant et al, 2015)).
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS
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1. Antecedentes

Nuestro grupo de investigacion ha estado investigado durante los ultimos afios la
funcién del complejo p24 durante su transporte bidireccional entre el RE y el Golgi al
comienzo de la ruta secretora. Gracias a ello, se han obtenido evidencias de que dicho
complejo interviene en varios procesos. Por un lado, presenta una funcién especifica
como receptor de carga, facilitando la exportacion selectiva del RE de las proteinas
ancladas a GPI (Castillon et al, 2011; Manzano-Lopez et al, 2015; Muniz et al, 2000).
Por otro lado, tiene una funcion general en la formacion de las vesiculas COPI,
mediante la estabilizacion de la cubierta COPI sobre las membranas del Golgi
(Aguilera-Romero et al, 2008). Con objeto de profundizar mas en el conocimiento de
las distintas funciones celulares del complejo p24 en la ruta secretora temprana, se
identificaron las proteinas que interaccionan fisicamente con la subunidad Emp24p del
complejo, mediante un ensayo de pull down (en colaboracion con el Dr. Veit Goder,
Universidad de Sevilla). Emp24p etiquetada con TAP (Tandem Affinity Purification), fue
purificada a partir de extractos enriquecidos en membranas del RE solubilizados con
1% de digitonina. Las proteinas unidas a Emp24-TAP fueron co-precipitadas,

separadas por electroforesis y finalmente analizadas por espectrometria de masas.

En la Figura 17 se muestran algunas de las proteinas que se unen con mayor
afinidad a Emp24-TAP. Este experimento fue validado por la presencia mayoritaria del
resto de componentes del complejo p24 en el eluido (Erp1p, Erp2p, Erv25p). También
fueron co-precipitadas proteinas de las maquinarias COPII (Sec23p, Lst1p, Sarip y
Sec12p) y COPI (a, B, B, v, e-COP y Arf1p), como se esperaba, dadas las potentes

sefales de union a las cubiertas COPIl y COPI que poseen las proteinas p24.

Entre otras proteinas, se detectaron sorprendentemente en el co-precipitado otros
receptores de carga del RE como Erv14p, Erv29p, Emp47p y Erv41p/Erv46p,
indicando que estos podrian asociarse entre si a nivel de este compartimento.
También co-precipitaron, inesperadamente, las tres subunidades del complejo Dsl1
(Dsl1p, Tip20p, DslI3p), el factor de anclaje al RE de las vesiculas COPI provenientes
del Golgi.
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Figura 17. Estudio proteémico de Emp24-TAP. La proteina Emp24p etiquetada con TAP fue
inmunoprecipitada a partir de extractos enriquecidos en membranas del RE solubilizados con
1% de digitonina. Las proteinas co-precipitadas fueron separadas por electroforesis vy
analizadas por espectrometria de masas. Se indican los componentes del complejo p24 (azul),
otros receptores de carga (rojo) y los componentes del complejo Dsl1 (verde). Datos obtenidos
por el Dr. Veit Goder, Universidad de Sevilla.

En primer lugar, se procedié a estudiar en mas profundidad la interaccion fisica
entre el complejo p24 y otros receptores de carga. Para confirmar los datos
protedmicos, se realizaron ensayos de co-inmunoprecipitacion entre los diferentes
receptores de carga identificados. Al inmunoprecipitar Erv14p etiquetado con mCitrina
(Erv14-mCi), se co-precipitaron otros receptores de carga como Emp24p, Erv29p y
Emp47p, mientras que proteinas muy abundantes en el RE, como la subunidad del

translocén Sec61p, practicamente no se detectaron en el co-precipitado (Figura 18).
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Figura 18. Los receptores de carga interaccionan fisicamente entre si. Se inmunoprecipité
Erv14-mCi a partir de un extracto de proteinas enriquecido en membranas del RE, disuelto con
1% digitonina. Posteriormente, se analizd la presencia de las proteinas co-precipitadas
mediante electroforesis y Western Blot. T representa el 1% del extracto antes de la
inmunoprecipitacion.

Los datos de co-inmunoprecipitacion indicaron que los receptores interaccionan
fisicamente entre ellos. Para determinar si formaban parte de un mismo complejo, se
realizé una centrifugacion en gradiente de densidad a partir de un extracto enriquecido
en membranas del RE solubilizado con 1% digitonina. Las fracciones recogidas fueron
examinadas por electroforesis y Western Blot (WB). Como se observa en la Figura 19
A, los diferentes receptores de carga analizados presentan un patron de distribuciéon
similar, con un pico de enriquecimiento en las fracciones 9 y 10 del gradiente. Cabe
destacar que el complejo p24 (representado por Emp24p) y Erv14p fueron los dos
receptores que presentaron un patron de distribucion mas parecido entre si. En
cambio, otras proteinas residentes del RE como Sec61p o la subunidad de la
transferasa de oligosacaridos (OST) Wbp1p, mostraron un patréon de distribucién
diferente, indicando que probablemente no forman parte de los mismos complejos de

alto peso molecular que los receptores.

A continuacién, se confirmé que todos los receptores analizados formaban parte
del mismo complejo de alto peso molecular, ya que estos fueron conjuntamente
co-inmunoprecipitados a partir de las fracciones 9 y 10, las de mayor enriquecimiento
(Figura 19 B).

Finalmente, se analiz6 si la formacion del complejo ocurria en los sitios de salida

del reticulo (ERES). Para ello, se evalu6 si la interaccion existente entre los receptores
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depende de Sec16p, la proteina responsable de la organizacion y formacion de los
ERES (Connerly et al, 2005; Watson et al, 2006). Como se aprecia en la Figura 19 C,
la co-inmunoprecipitacion entre los distintos receptores se reduce drasticamente en la
estirpe mutante termosensible sec76-2 incubada a temperatura restrictiva. Este
resultado permitid concluir que la asociacion de receptores de carga en un gran
complejo o plataforma proteica tiene lugar durante su exportacion del RE,

concretamente a nivel de los ERES.
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Figura 19. Los receptores de carga forman una plataforma en el RE a nivel de los ERES.
(A) Extractos celulares enriquecidos en membranas del RE, disueltos con 1% digitonina, fueron
sometidos a centrifugacion en un gradiente discontinuo de 5-30% de sacarosa. Tras recoger
las fracciones, se analizd la presencia de los diferentes receptores de carga. Todos los
receptores aparecen mayoritariamente en las fracciones 9 y 10. Los pesos moleculares de los
complejos proteicos de cada fraccién se estimaron al comparar con la migraciéon en los
gradientes de las proteinas alcohol-deshidrogenasa de levadura (150kDa), apoferritina equina
(443kDa) y tiroglobulina bovina (669kDa) (Sigma MWGF1000). (B) Las proteinas presentes en
las fracciones 9 y 10 fueron analizadas por co-inmunoprecipitacion. Los receptores de carga
co-precipitan mientras que otras proteinas de RE no lo hacen. (C) Se analizé la interaccion
fisica por co-inmunoprecipitacion de los receptores de carga tras someter a las células a una
incubacion de una hora a 37°C. La interaccion se reduce drasticamente en el mutante sec16-2.
El ensayo se realizé6 como se indica en la Figura 18.
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Ante estos resultados, se planted si la interaccion fisica entre los receptores de
carga tenia una repercusion funcional en la célula. Para ello se estudid la posible
interaccion genética entre los distintos receptores de carga. Todos los dobles mutantes
estudiados (emp24Aerv14A, emp24Aerv294, emp24Aerv41A y emp24Aemp47A)
presentaron una fuerte interaccion genética, viéndose su crecimiento muy retrasado
con respecto a los mutantes simples. Las mutaciones nulas emp24A y ervi4A
mostraron el mayor grado de interaccion genética entre si (Figura 20), dato que se
correlaciona con el hecho de que en el gradiente de densidad los receptores p24 y

Erv14p sean los que presentaron un patrén de distribucion mas similar.

24°C 37°C

Wt

emp24A
erv14A

emp24A erv14A

Figura 20. Los receptores de carga interaccionan funcionalmente entre si. La combinacion
de dos alelos nulos de receptores de carga reduce fuertemente el crecimiento del doble
mutante. Las estirpes en crecimiento exponencial en medio SC fueron diluidas de forma
seriada a partir de DOe00=0,5. Gotas de 4 pl de cada dilucidon fueron sembradas en placas de
medio SC y cultivadas durante 48 horas a las temperaturas indicadas.

El hecho de que el complejo p24 establezca una fuerte relacién funcional con el
resto de receptores apoya la idea de que los receptores de carga, ademas de ejercer
su funcién individual promoviendo la exportacién del RE de sus cargas especificas,
poseen una funcion colectiva relevante para la fisiologia celular. Para estudiar esta
posibilidad, se decidié caracterizar fenotipicamente los dobles mutantes, eligiéndose
emp24Aerv14A, ya que los alelos emp24A y ervi4A son los que muestran mayor
grado de interaccion genética, y ademas los receptores p24 y Ervi4p son los que
mostraron un patrén de distribucién mas parecido en el gradiente de densidad. Para
ello, se comenzdé un estudio morfolégico de los organulos de la ruta secretora
temprana en el doble mutante emp24Aerv14A. Los primeros estudios realizados
mediante microscopia de fluorescencia in vivo mostraron que en el doble mutante el
cis-Golgi parecia estar muy afectado. En esta tesis se plante6 confirmar estos
resultados preliminares previos, y continuar con el estudio de una funcién cooperativa

entre los receptores de carga.
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Por otro lado, en el estudio protedmico inicial, también se observé una interaccion
fisica entre Emp24-TAP y el complejo Dsl1, que media el anclaje de las vesiculas
COPI provenientes del Golgi con la membrana del RE. Profundizar en el caracter y

significado funcional de esta interaccion ha sido otro de los objetivos de esta tesis.
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2. Objetivos

A la vista de estos resultados previos, en esta tesis se planteé como propésito
general el estudio de los mecanismos moleculares por los que el complejo p24 y otros
receptores de carga operan conjuntamente para mantener la organizacién funcional de
la ruta secretora temprana, utilizando la levadura Saccharomyces cerevisiae como

organismo modelo.

Para abordar este objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos

concretos:

1. Analizar el posible papel cooperativo entre los receptores de carga en la

organizacion funcional del cis-Golgi.

2. Analizar el posible papel del complejo p24 en el anclaje de las vesiculas

COPI al reticulo endoplasmico.
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RESULTADOS
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1. Papel cooperativo de los receptores de carga en la

organizacion funcional del cis-Golgi

En este capitulo se aborda el primero de los objetivos planteados en esta tesis.
Con el objeto de profundizar en el significado de la interaccion fisica y genética
observada entre los distintos receptores de carga (Figuras 18 a 20), se procedié a

caracterizar el doble mutante emp24Aerv14A.

1.1. La interaccién entre los receptores de carga es necesaria

para el ensamblaje del cis-Golgi

La funcion principal de los receptores de carga es la de conectar a sus cargas con
la cubierta COPII para promover su salida eficiente del RE. Por ello, se analizo si la
ausencia conjunta de varios receptores estaba provocando un defecto general de
salida del RE y esta fuera la causa de la interaccion genética observada, hipétesis que

se quiso comprobar mediante microscopia de fluorescencia.

Para ello, se observo la localizacién de una proteina que no es carga de ninguno
de estos receptores, pero que cicla entre el RE y el Golgi. Asi, se utilizd Rer1p
etiquetada con GFP, proteina que cicla entre el Golgi y el RE, aunque se observa en
su steady state acumulada en el cis-Golgi en condiciones normales. Si hubiera un
bloqueo en la salida del RE, Rer1-GFP no seria capaz de seguir ciclando y quedaria
retenida en este organulo. Como se observa en la figura 21, Rer1-GFP mostré su
localizacion caracteristica en puntos bien definidos, correspondientes a las distintas
cisternas cis del Golgi, tanto en la cepa silvestre como en los mutantes simples
emp24A 'y erv14A, siendo el patrén levemente mas difuso en este ultimo. Sin embargo,
el patron punteado se alteré6 completamente en el doble mutante, observandose un
patron difuso con algunos puntos muy pequefios y poco brillantes. Este fenotipo no
corresponde con el de un defecto general en la exportacion de proteinas desde el RE
ya que no se observa Rer1-GFP acumulada en dicho organulo, de modo que se podria
descartar que este fuera el caso del doble mutante. El patréon difuso de Rer1-GFP
podria corresponderse mas bien a cisternas de cis-Golgi fragmentadas o

vesicularizadas.
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Figura 21. El doble mutante emp24Aerv14A no presenta un defecto general de salida del
RE, mientras que si presenta un cis-Golgi desorganizado. Células que expresaban Rer1-
GFP creciendo en fase exponencial fueron analizadas in vivo, en tres ensayos independientes.
Al menos el 95% de las células analizadas (n=100) presentaban el mismo patrén. La barra de
escala equivale a 5uym.

Los resultados anteriores indican que la ausencia conjunta de los receptores no
esta afectando a la salida general del RE, pero si parecen estar implicados en el

mantenimiento del cis-Golgi.

Para confirmar que en el doble mutante no se afecta de forma general la
exportacion desde el RE, se analizaron los sitios de salida del RE (ERES). Para ello,
se uso la proteina de cubierta COPII Sec13p etiquetada con GFP (Shindiapina &
Barlowe, 2010). El patron de puntos tipico de Sec13p no parece verse afectado en
emp24Aerv14A con respecto a los mutantes simples y el silvestre, indicando que los
ERES se organizan de forma normal en el doble mutante (Figura 22). Este resultado
esta en consonancia con el resultado anterior de que Rer1-GFP no se queda retenido
en el RE (Figura 18), con lo que parece que tanto la organizacién de los ERES como

la propia salida del RE no se ven afectadas de forma general en el doble mutante.

En segundo lugar, para confirmar que la ausencia conjunta de los receptores
afecta al cis-Golgi, se analizé morfolégicamente este organulo. Para marcar las
cisternas cis del Golgi se utilizaron dos proteinas etiquetadas con GFP: Anp1p, una
enzima glicosiltransferasa del compartimento cis del Golgi, y Sec21p, componente de
la cubierta COPI. Como se puede ver en la figura 22, ambos marcadores mostraron su
localizacion caracteristica en puntos correspondiente a las cisternas cis del Golgi tanto
en la cepa silvestre como en el mutante simple emp24A. El patrén se vuelve
levemente mas difuso en el mutante simple erv14A. Esta localizacion punteada se
alter6 completamente en el doble mutante, como se observd anteriormente para
Rer1-GFP, apareciendo un patrén difuso con puntos muy pequefios y poco brillantes,

que podria corresponderse a una fragmentacion o vesicularizacion del cis-Golgi.
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Figura 22. El cis-Golgi esta afectado en el doble mutante emp24Aerv14A. Células que
expresaban Sec13-GFP, Anp1-GFP o Sec21-GFP creciendo en fase exponencial fueron
analizadas in vivo, en tres ensayos independientes. Al menos el 95% de las células analizadas
(n=100) presentaban el mismo patrén. La barra de escala equivale a 5um.

Los datos mostrados hasta este punto indican que la ausencia combinada de los
receptores Erv14p y el complejo p24 provocan una desorganizacion del cis-Golgi. Sin
embargo, no se puede discernir si este defecto es provocado directamente porque los
propios receptores no salen del RE, o indirectamente porque las cargas de dichos
receptores no son exportadas eficientemente del RE en el doble mutante
emp24Aerv14A. Para distinguir entre estas dos posibilidades, se analizé la morfologia
del cis-Golgi empleando el marcador Anp1-GFP en una cepa silvestre en presencia de
cicloheximida, un inhibidor general de la sintesis de proteinas. Con ello, se pretende
recrear una situaciéon en la que el RE no albergue proteinas carga. Como se observa
en la figura 20, el patrén de puntos de Anp1-GFP no se vio afectado en la cepa
silvestre bajo el tratamiento con cicloheximida (Figura 23 A). Como control, se
comprobé mediante Western Blot que los receptores de carga seguian presentes en la

célula tras el tratamiento con la droga (Figura 23 B).
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Figura 23. La desorganizaciéon del cis-Golgi en emp24Aerv14A no se debe a la falta de
transporte de las cargas. (A) Células que expresaban Anp1-GFP, creciendo en fase
exponencial fueron tratadas con cicloheximida 200 ug/ml durante una hora, y analizadas in
vivo, en tres ensayos independientes. Al menos el 95% de las células analizadas (n=100)
presentaban el mismo patrén. La barra de escala equivale a 5um. (B) Se realizaron extractos
celulares de las cepas analizadas en (A), y se analizaron mediante electroforesis y Western
Blot.

Este resultado sugiere que para que se forme el cis-Golgi es necesario que los
receptores de carga salgan del RE, ya que la sola ausencia de sus cargas no es
suficiente para provocar el defecto observado en el doble mutante. Para investigar
mas sobre esta hipétesis, se hizo uso de una version de Erv14p que tiene mutados los
residuos de unién a COPII, Erv14-KS (Powers & Barlowe, 2002), de modo que es
incapaz de incorporarse en vesiculas COPII y por tanto permanece retenida en el RE
(Figura 24 A). Como se aprecia en la figura 24 B, tanto la version silvestre como la
version mutante de Erv14p etiquetadas con HA se expresan a los mismos niveles en

las células.

La expresion de Erv14-KS-HA no pudo revertir el defecto de crecimiento del doble
mutante emp24Aerv14A, ni el fenotipo de desorganizacién del cis-Golgi, mientras que

si lo hizo la versién silvestre (Figura 24 C y D), indicando que es necesario que los
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receptores abandonen el RE para realizar su funcion de organizacion del cis-Golgi. De
estos datos, se deduce ademas que el motivo del defecto de crecimiento del doble
mutante es la desorganizacion de su cis-Golgi, ya que al recuperar la estructura de
este organulo se recupera el crecimiento. Dicho de otro modo, es necesario que los
receptores de carga salgan del RE para que se forme bien el cis-Golgi y la célula sea

viable.

A B

PRS316 + - -
ERV14-HA - # e
ERV14-KS-HA - -+
7 il HA
ERV14-GFP ERV14-KS-GFP
Pgk1p

Wt
emp24A
erv14A +emply
emp24A erv14A
emp24A erv14A + ERV14-HA

emp24A erv14A + ERV14-KS-HA (97-101A)

D emp24A erv14A
pRS316 ERV14-HA ERV14-KS-HA

Anp1-GFP

Figura 24. Los receptores de carga necesitan salir del RE para realizar su funcién
conjunta con respecto a la organizacion del cis-Golgi. (A) Células que expresaban
Erv14-GFP o Erv14-KS-GFP creciendo en fase exponencial fueron analizadas in vivo. (B) Se
realizaron extractos de células que expresaban el vector vacio, Erv14-HA o Erv14-KS-HA
creciendo en fase exponencial, y se analizaron mediante electroforesis y Western Blot. (C) Las
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estirpes en crecimiento exponencial expresando el vector vacio, Erv14-HA o Erv14-KS-HA en
medio SC-ura fueron diluidas de forma seriada a partir de DOs00=0,5. Gotas de 4 pl de cada
dilucién fueron sembradas en placas de medio SC-ura y cultivadas durante 48 horas. (D)
Células que expresaban Anp1-GFP vy el vector vacio, Erv14-HA o Erv14-KS-HA, creciendo en
fase exponencial, fueron analizadas in vivo, en tres ensayos independientes. Al menos el 95%
de las células analizadas (n=100) presentaban el mismo patrén. La barra de escala equivale a
Sum.

Los resultados mostrados hasta ahora parecen indicar que en el doble mutante
emp24Aerv14A no existe un problema general de salida del RE, aunque las cargas
especificas de estos dos receptores si se vean retenidas en dicho organulo. No
obstante, en el doble mutante si se observa una clara desorganizacion del cis-Golgi.
Este defecto no parece estar provocado por la retencion de las cargas de estos
receptores en el RE, sino por la retencion de los propios receptores. De este modo, el
proceso que se esté viendo afectado en el doble mutante, y que da lugar al fenotipo de
cis-Golgi desorganizado, debe estar ocurriendo en un paso posterior a la salida del
RE.

1.2. Los receptores de carga tienen una funcién en el anclaje

vesicular necesario para el ensamblaje del cis-Golgi

Segun el modelo de maduracion cisternal del Golgi (Glick & Malhotra, 1998;
Pelham, 1998), la formacién del cis-Golgi ocurre mediante fusién homotipica de
vesiculas COPII producidas en el RE, proceso que depende de eventos de anclaje que

promuevan la fusion de estas vesiculas entre si.

En dichos eventos de anclaje vesicular del cis-Golgi intervienen distintos factores,
siendo los mejor descritos el complejo TRAPPI, la GTPasa Ypt1p (Rab1) y el factor de
anclaje coiled-coil Uso1p (p115), todos esenciales para la viabilidad celular (véase
Introduccién, 3.2.1). Para valorar la posibilidad de que la desorganizacion del cis-Golgi
en el doble mutante se debiera a un defecto en el anclaje de vesiculas, se comparo su
fenotipo con el de mutantes de estos factores de anclaje vesicular, uso7-1 y bet3-1.
Como control se utilizd el mutante de cubierta COPII sec23-1, que bloquea la salida
del RE al inhibir la formacién de vesiculas COPII, por lo que se observé Rer1-GFP
retenida en el RE. En uso7-1 y bet3-1, Rer1-GFP se deslocalizé completamente,
dando lugar a un patrén difuso, con puntos muy pequenos y poco brillantes, fenotipo

muy parecido al observado en el doble mutante emp24Aerv14A (Figura 25). Por tanto,
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el desensamblaje del compartimento cis del Golgi observado en el doble mutante
podria estar originado por el anclaje ineficiente de las vesiculas COPII para dar lugar a

dicho compartimento.

emp24A
sec23-1 uso1-1 bet3-1 ervi4A

24°C

Rer1-GFP

Figura 25. Mutaciones en los factores de anclaje vesicular generan defectos similares a
los provocados por la ausencia combinada de los receptores de carga. Células que
expresaban Rer1-GFP, creciendo en fase exponencial, fueron analizadas in vivo a temperatura
permisiva o tras 15 minutos de incubacion a 37 °C. Al menos el 95% de las células analizadas
de cada estirpe a cada temperatura (n=100) presentaban el mismo patrén en tres repeticiones
independientes. La barra de escala equivale a 5uym.

Para corroborar este aparente defecto de anclaje vesicular, se utilizé SLY7-20, un
mutante dominante de Sly1p, proteina SM que actua aguas abajo de los factores de
anclaje vesicular, de forma que se une a Sed5p aumentando la fidelidad del
ensamblaje de las cuatro SNAREs y estabilizando el complejo frans-SNARE
(Furgason et al, 2009; Peng & Gallwitz, 2002). El alelo SLY171-20 se identifico
inicialmente como un supresor de la ausencia de Yptip (Supressor os Loss of Ypt1;
(Dascher et al, 1991)), y se ha visto que también suprime la termosensibilidad de otros
mutantes de anclaje del cis-Golgi como uso7-1 y bet3-1 (Sacher et al, 1998;
Sapperstein et al, 1996). Como se aprecia en la figura 26 A, SLY7-20 fue capaz de
suprimir el defecto de crecimiento del doble mutante, al igual que el de bet3-1, que se
llevdé como control positivo. En cambio, SLY7-20 fue incapaz de suprimir defectos de
formaciéon de vesiculas COPII, como es el caso de sec23-1, con lo cual se volvio a
comprobar que emp24Aerv14A no presenta defectos en la produccion de vesiculas
COPII desde el RE. Ademas, al expresar SLY7-20 en el doble mutante y examinar la
morfologia del cis-Golgi con el marcador Anp1-GFP, se observdé que este alelo

recuperaba, casi totalmente, la estructura de dicho organulo (Figura 26 B).
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Figura 26. El doble mutante emp24Aerv14A presenta un defecto de anclaje. (A) Las
estirpes en crecimiento exponencial en medio SC fueron diluidas de forma seriada a partir de
DOe600=0,5. Gotas de 4 pl de cada dilucién fueron sembradas en placas de medio SC y
cultivadas durante 48 horas a las temperaturas indicadas. (B) Células que expresaban Anp1-
GFP creciendo en fase exponencial fueron analizadas in vivo, en tres ensayos independientes.
Al menos el 95% de las células analizadas (n=100) presentaban el mismo patrén. La barra de
escala equivale a 5um.

De estos resultados se deduce que el doble mutante emp24Aerv14A presenta un
defecto en el anclaje entre las vesiculas COPIl que se producen desde el RE y que
daran lugar al cis-Golgi. Ahora bien, los datos obtenidos hasta ahora no son
suficientes para saber cémo los receptores de carga en conjunto podrian estar
favoreciendo estos eventos de anclaje vesicular. Por ello, se planted la posibilidad de
que los receptores interaccionaran fisicamente con los factores de anclaje
involucrados en estos procesos. Para resolver esta incognita, se realizaron
experimentos de co-inmunoprecipitacion entre los factores de anclaje Uso1p y TRAPPI
y los receptores de carga, que se muestran en la figura 27. Al inmunoprecipitar Uso1p
etiquetado con GFP se co-precipitaron receptores de carga como Emp24p, Ervi4p y
Erv29p, mientras que Sec61p, proteina muy abundante en el RE, no se detectd en el
co-precipitado. En cambio, al inmunoprecipitar Bet3 (subunidad del complejo TRAPPI)
etiquetada con GFP, no se detectaron los receptores de carga en el co-precipitado.

Curiosamente, Uso1p no fue una de las proteinas detectadas en la protedmica inicial,
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hecho que podria deberse a que se partié de un extracto enriquecido en RE, o al gran

peso molecular de Uso1p (206 KDa).

IP: anti-GFP Wt BET3-GFP USO1-GFP
P T P T P T

D - — Emp24p

m—— -
E— -un =~ am» Ervid-HA
— — ——=  Sec61p
-_—
GFP
—

Figura 27. Los receptores de carga interaccionan fisicamente con el factor de anclaje
Uso1. Se inmunoprecipitd Bet3-GFP o Uso1-GFP a partir de extractos de proteinas disueltos
con 1% digitonina. Posteriormente, se analizé la presencia de las proteinas mostradas
mediante electroforesis y Western Blot. T representa el 1% del extracto antes de la
inmunoprecipitacion.

Anteriormente en este capitulo, se ha descrito que es necesario que los receptores
de carga salgan del RE para que el cis-Golgi mantenga su estructura, y esto parece
ser debido a que los receptores son necesarios para el anclaje vesicular a ese nivel,

existiendo una interaccion fisica entre estos y los factores de anclaje vesicular.

Siguiendo este razonamiento, se recurrié a la version mutante de Erv14 que no
abandona el RE (Erv14-KS-HA), para comprobar si sigue siendo capaz de unirse a
Uso1p. Para ello, se realizaron ensayos de co-inmunoprecipitacion de Uso1-GFP, y se
valord la interaccion entre este factor de anclaje y la forma silvestre y mutada de
Erv14-HA. Como se puede observar en la figura 28 A, solamente la version silvestre
de Erv14-HA es capaz de interaccionar fisicamente con Uso1p, es decir, que la
interaccion fisica entre los receptores de carga y Uso1p ocurre cuando los RE ya han

abandonado el RE y viajan en vesiculas COPII.
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Esta interaccion fisica a nivel de vesiculas parece tener un significado funcional, ya
que la version silvestre de Erv14-HA recuperd el crecimiento del mutante uso7-1,
mientras que la version mutante Erv14-KS-HA no lo hizo (Figura 28 B). Se comprobd

en paralelo que la expresion de ambas formas de la proteina era similar (Figura 28 C).

Parece por tanto que la plataforma de receptores esta contribuyendo a la funcién de
Uso1p en el anclaje de las vesiculas COPII, y que para que ocurra esa contribucion es

necesario que los receptores salgan del RE.

A IP: anti-GFP

Uso1-GFP - + +
Erv14-HA - + -
Erv14-KS-HA - - ¥

— S — aa» HA
_ — == Secbi1p
— P— Uso1-GFP
24°C 32°C 37°C
empty
uso1-1 | Ervi4-HA
Erv14-KS-HA
C empty + - -
Ervi4-HA - + -
Ervi4-KS-HA - - +

Figura 28. Los receptores de carga deben salir del RE para realizar su funcién con
respecto a Uso1p. (A) Se inmunoprecipité Uso1-GFP a partir de extractos de proteinas
disueltos con 1% digitonina. Posteriormente, se analizé la presencia de Erv14-HA y
Erv14-KS-HA en el co-precipitado mediante electroforesis y Western Blot. T representa el 1%
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del extracto antes de la inmunoprecipitacion. (B) Las estirpes en crecimiento exponencial
expresando el vector vacio, Erv14-HA o Erv14-KS-HA en medio SC-ura fueron diluidas de
forma seriada a partir de DOe00=0,5. Gotas de 4 pl de cada diluciéon fueron sembradas en
placas de medio SC-ura y cultivadas durante 48 horas. (C) Se analizd la expresion de las
construcciones en las estripes usadas en (B) mediante electroforesis y Western Blot de
extractos totales.

Ante este escenario, la hipétesis que surgié fue que quizas los receptores estén
reclutando a Uso1p a las vesiculas COPII para que alli pueda ejercer su funciéon de
anclaje vesicular. Para estudiar esta posibilidad, se analizé en primer lugar si la
ausencia conjunta de varios receptores afectaba a la localizacién de Uso1-GFP. En el
silvestre y el mutante simple emp24A, Uso1-GFP presentd su patron de puntos
correspondientes al Golgi. En el mutante simple erv14A se observd un patrén mas
difuso, aunque siguen apareciendo puntos. Sin embargo, en el doble mutante
emp24Aervi4A el patrén se volvié completamente difuso. Como control, se vio el
factor de anclaje vesicular de cis-Golgi Grh1p etiquetado con GFP, obteniéndose el
mismo patron que para Uso1-GFP (Figura 29 A). Es decir, los factores de anclaje del

cis-Golgi estan deslocalizados en el doble mutante.

Dado que el doble mutante presenta un cis-Golgi desorganizado, de estos datos
no es posible concluir si, efectivamente, la falta de ambos receptores provoca un peor
reclutamiento de Uso1p y Grh1p a las membranas, o si estos factores de anclaje se
siguen reclutando correctamente en emp24Aerv14A, pero al estar el cis-Golgi
desorganizado se observa también un patréon difuso para Uso1-GFP y Grh1-GFP. Se
valoraron estas posibilidades utilizando la técnica de subfraccionamiento, mediante
la centrifugacion diferencial de extractos celulares a 100.000 xg para separar las
membranas (P100) del citosol (S100). A continuacién, se comparo la presencia de
los factores de anclaje etiquetados con GFP en dicho precipitado (P100) respecto
a su sobrenadante (S100) en la cepa silvestre y emp24Aerv14A. Como se puede
ver en la figura 29 B, en el doble mutante la presencia de Uso1-GFP en las
membranas del Golgi y de las vesiculas (P100) disminuy6 significativamente con
respecto al silvestre. En cambio, el factor de anclaje vesicular Grh1p no cambio su
localizacibn en membranas en el doble mutante (Figura 29 C), con lo cual el
defecto de reclutamiento parece especifico de Uso1p. Estos resultados sugieren
que Uso1p requiere la presencia de los receptores para asociarse eficientemente a

la membrana del Golgi.
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Figura 29. Los receptores de carga actuan reclutando a Uso1p especificamente a las
membranas. (A) Células que expresaban Uso1-GFP o Grh1-GFP creciendo en fase
exponencial fueron analizadas in vivo, en tres ensayos independientes. Al menos el 95% de las
células analizadas (n=100) presentaban el mismo patrén. La barra de escala equivale a 5um.
(B y C) A partir de esferoplastos, se realiz6 un subfraccionamiento por centrifugacién
diferencial, a partir del S13. En P100 aparecen las proteinas presentes en membranas del Golgi y
las vesiculas. En S100 aparecen las proteinas presentes en el citosol. Las proteinas presentes
en cada fraccién se analizaron mediante electroforesis y Western Blot.
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Los receptores de carga interaccionan con la cubierta COPIl, de forma el
menor reclutamiento a membranas de Uso1p podria ser un efecto indirecto
producido por la presencia de menos receptores en las vesiculas, que hagan que
la cubierta se mantenga peor sobre estas, haciendo que se reclute menos
TRAPPI, de forma que se active menos Yptip y por tanto se atraiga a menos
Uso1p a las membranas como resultado final. Esta posibilidad se descart6, ya que
se observo que en el subfraccionamiento de la subunidad de COPIl Sec24p, esta
proteina no disminuyod su asociacion a las membranas en el doble mutante (Figura
29ByC).

Por lo tanto, estos datos apoyan la idea de que los receptores estan
reclutando directamente a Uso1p a las membranas, favoreciendo asi los eventos

posteriores de anclaje y fusion necesarios para la formacién del cis-Golgi.
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2. Papel de los receptores de carga en el anclaje de las

vesiculas COPI al reticulo endoplasmico

En este capitulo se aborda el segundo de los objetivos planteados en esta tesis. A
tenor de los resultados del pull down de Emp24-TAP (Figura 17), en el que se observa
la presencia en el co-precipitado de los componentes del complejo Dsl1, el factor de
anclaje que une las vesiculas COPI al RE, se plante6 profundizar en el caracter de

esta interaccion y su posible significado funcional.

En primer lugar, se procedié a estudiar en mas profundidad la interaccion fisica
entre los complejos p24 y Dsl1. Para confirmar los datos proteémicos, se realizaron
ensayos de co-inmunoprecipitacion entre ambos complejos proteicos. Al
inmunoprecipitar Emp24-GFP, se co-precipitaron las tres subunidades del complejo
Dsl1, mientras que proteinas muy abundantes en el RE, como la subunidad del

translocén Sec61p, practicamente no se detectaron en el co-precipitado (Figura 30).

IP: anti-GFP
Emp24-CFP: - +
IP T IP T
Dsl1-TAP
Smm—- = __ DsI3-TAP
— - "L Tip20-TAP
—_— — Sec61p

- Emp24-CFP

Figura 30. Los complejos p24 y Dsl1 interaccionan fisicamente in vivo. Se inmunoprecipité
Emp24-GFP a partir de un extracto de proteinas enriquecido en RE, disuelto con 1% digitonina.
Posteriormente, se analiz6 la presencia de proteinas en el co-precipitado mediante
electroforesis y Western Blot. T representa el 1% del extracto antes de la inmunoprecipitacion.

Los datos de co-inmunoprecipitacion indicaron que el receptor de carga p24 y el
factor de anclaje Dsl1 interaccionan fisicamente entre ellos. El complejo p24
interacciona con la cubierta COPI y la estabiliza sobre la membrana del Golgi,
contribuyendo a la produccion eficiente de vesiculas COPI (Aguilera-Romero et al,

2008). De esta forma, es posible que las proteinas p24 sigan ejerciendo esta funcién

79



de sostén de la cubierta tras la produccion de la vesicula, para facilitar el
reconocimiento de dicha vesicula por parte del complejo Dsl1, que también
interacciona con COPI a través de su subunidad Dsl1p (Andag & Schmitt, 2003). En
ese caso, la interaccién observada en los experimentos de co-inmunoprecipitacion
seria indirecta a través del coatomero. Por tanto, para determinar si esta interaccién
fisica es directa, se analizé la interaccion in vitro, para lo que se utilizaron péptidos
sintéticos correspondientes a los tallos citosdlicos de las subunidades mas relevantes
del complejo p24, Emp24p y Erv25p, acoplados a una matriz de tiopropil-sefarosa
(Belden & Barlowe, 2001a). Esta matriz se incubé con el complejo Dsl1 purificado
recombinantemente. Como se observa en la figura 31 A, el tallo citosélico de la
subunidad Emp24p interacciona directamente con el complejo Dsl1, mientras que el
tallo de Erv25p no lo hace. Ademas, cuando se utilizaron tallos citosélicos que tenian
mutadas las sefales di-fenilalanina de uniéon a COPI, se observé que no ocurria tal
interaccion. Por otro lado, cuando se incubd el tallo citosodlico de Emp24p con las
subunidades del complejo Dsl1 por separado, no se observé una preferencia clara de

unioén a ninguna de ellas en concreto por parte de Emp24p (Figura 31 B).
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Figura 31. El complejo p24 y Dsl1 interaccionan directamente in vitro. (A) Péptidos
sintéticos correspondientes a los dominios citosélicos de Emp24p (RRFFEVTSLV) y Erv25p
(KNYFKFKHII) y sus mutantes de unién a COPlI Emp24-AA (RRAAEVTSLV) y Erv25p-AA
(KNYAKAKHII) se acoplaron a bolas de tiopropil-sefarosa y se incubaron con el complejo Dsl1
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purificado. El material unido se resolvié por electroforesis y se analizé por tincion de Coomasie.
(B) Los componentes purificados del complejo Dsl1 se incubaron individualmente con los
péptidos del tallo citosdlico de Emp24p unido a tiopropil-sefarosa. EI material unido se resolvié
por electroforesis y se analizd por tincion de Coomasie.

Los datos anteriores indican que el complejo p24 y el factor de anclaje vesicular
Dsl1 interaccionan fisicamente de forma directa. Para determinar si dicha interaccion
tiene un significado funcional en la célula, se estudi6 la posible interaccion genética
entre ambos complejos. Las tres subunidades del complejo Dsl1 son esenciales, por lo
que se combinaron alelos termosensibles de estos genes con emp24A para obtener
dobles mutantes, realizandose a continuacién ensayos de crecimiento en gotas. Todos
los dobles mutantes que se estudiaron presentaron una fuerte interaccion genética,

viéndose su crecimiento muy retrasado con respecto a los mutantes simples (Figura

32).
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Figura 32. Los complejos p24 y Dsl1 interaccionan funcionalmente entre si. Las estirpes

en crecimiento exponencial en medio SC fueron diluidas de forma seriada a partir de
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DO600=0,5. Gotas de 4 ul de cada dilucién fueron sembradas en placas de medio SC y

cultivadas durante 48 horas a las temperaturas indicadas.

Estos resultados indican que ambos complejos estan interaccionando
funcionalmente en la célula. Puesto que el complejo Dsl1 esta implicado en los
eventos de anclaje vesicular en el transporte retrogrado desde el Golgi al RE, la
siguiente cuestion fue por tanto, si el complejo p24 estaba de alguna manera
colaborando con Dsl1 en este evento de transporte, y por ello se observaban estas
interacciones fisicas y genéticas. Para abordar este punto, se recurrié en primer lugar
a un ensayo de secrecion de Kar2p (Schuldiner et al, 2005). En condiciones normales,
la chaperona Kar2p que escapa por bulk flow al Golgi es devuelta al RE por el receptor
retrégrado Erd2p. Cuando existen defectos en el transporte retrégrado Golgi-RE,
Kar2p avanza por la ruta secretora hasta ser secretada al medio extracelular,
pudiéndose detectar por Western Blot. Asi, se analizd la secreciéon de Kar2p en
emp24Atip20-8, observandose que el nivel de Kar2p secretada era mucho mayor en el
mutante doble que en los mutantes simples (Figura 33 A). Este dato apoya la idea de
que el complejo p24 esté ayudando de algin modo al complejo Dsl1 en sus funciones
de anclaje vesicular. Sin embargo, el defecto observado no tiene por qué corresponder
a un defecto de anclaje, sino que indica unicamente que el doble mutante presenta un
defecto mayor en el transporte retrogrado Golgi-RE, sin discernir en qué paso concreto

de este transporte.

Por tanto, fue necesario utilizar un ensayo que distinguiera de forma especifica
fallos en el anclaje mediado por Dsl1. Anteriormente se ha descrito que los mutantes
del complejo Dsl1 presentan una acumulacion de vesiculas COPI en las inmediaciones
del RE pues no se pueden fusionar a él, y esta acumulacién se puede detectar
mediante fluorescencia in vivo (Zink et al, 2009). De este modo, se empled la
subunidad de la cubierta COPI Sec21p etiquetada con GFP como marcador de las
vesiculas COPI. Como se ve en la figura 33 B, el doble mutante presenté una mayor
acumulacion de vesiculas COPI tras el mismo periodo de incubacién a temperatura
restrictiva que tip20-8, con lo cual parece que la mutacion nula emp24A esta

exacerbando el defecto de anclaje vesicular de tip20-8.
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Figura 33. El complejo p24 colabora con el complejo Dsl1 en su funcién de anclaje de
vesiculas COPI al RE. (A) Las estirpes en crecimiento exponencial en medio SC fueron
llevadas a una DOs00=0,5 y se sembraron gotas de 4 ul en placas de medio SC. Una vez secas,
se cubrieron con una membrana de nitrocelulosa hiumeda y se cultivaron durante 24 horas a 24
°C. Posteriormente las proteinas en la membrana se analizaron por Western Blot. (B) Células
que expresaban Sec21-GFP creciendo en fase exponencial fueron analizadas in vivo, en tres
ensayos independientes. Al menos el 95% de las células analizadas (n=100) presentaban el
mismo patrén. La barra de escala equivale a S5um.

Los resultados obtenidos hasta ahora indican que el receptor de carga p24 y el
factor de anclaje Dsl1 presentan una relacion fisica y funcional, que podria basarse en

una cooperacion entre ambos complejos para el anclaje de las vesiculas COPI al RE.
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Previamente se ha descrito que la expresion de un plasmido de bajo numero de
copias de ERV14 es capaz de recuperar el crecimiento de ciertos mutantes
termosensibles de DSL1 (Vanrheenen et al, 2001). Ademas, en el capitulo anterior de
esta tesis, se ha mostrado que los receptores de carga tienen un papel cooperativo en
el transporte anterégrado RE-Golgi, necesario para la organizacion funcional del
cis-Golgi. Por todo ello, en este punto surgio la idea de que quizas los receptores de
carga también estén realizando una funcion conjunta en el transporte retrégrado
Golgi-RE, planteando la cuestiéon de si Erv14p también estaria interaccionando con
Dsl1. Para testar esta posibilidad, se analizé en primer lugar si el receptor de carga
Erv14p interaccionaba fisicamente con el complejo Dsl1, para lo cual se llevaron a

cabo ensayos de co-inmunoprecipitacion entre dichas proteinas.

A IP: anti-GFP
Erv14-mcCi: - +
IP T IP T

Dsl1-TAP

w—— w———— w——  —  Ds|3-TAP

"L Tip20-TAP

—— — Sec61p

o Erv14-mCi

Wt
ervi4A
tip20-8

erv14Atip20-8

24°C 26°C 30°C

Figura 34. El receptor de carga Erv14p y el complejo Dsl1 interaccionan fisica y
funcionalmente. (A) Se inmunoprecipitdé Erv14-mCi a partir de un extracto de proteinas
enriquecido en RE, disuelto con 1% digitonina. Posteriormente, se analizd la presencia de
proteinas en el co-precipitado mediante electroforesis y Western Blot. T representa el 1% del
extracto antes de la inmunoprecipitacion. (B) Las estirpes en crecimiento exponencial en medio
SC fueron diluidas de forma seriada a partir de DOes00=0,5. Gotas de 4 pl de cada dilucién
fueron sembradas en placas de medio SC y cultivadas durante 48 horas a las temperaturas
indicadas.
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Al inmunoprecipitar Erv14-mCi, se co-precipitaron las tres subunidades del
complejo Dsl1, mientras que Sec61p practicamente no se detectd en el co-precipitado
(Figura 34 A). La eficiencia de unién entre Erv14p y el complejo Dsl1 fue muy similar a
la que se obtuvo anteriormente entre los complejos p24 y Dsl1. La siguiente pregunta
fue, por tanto, si esta interaccion fisica observada tenia un significado funcional en la
célula, para lo cual se analizé la posible interaccion genética. Se combiné el alelo
termosensible tip20-8 con el mutante nulo ervi4A para obtener el doble mutante
erv14Atip20-8, realizandose a continuacion un ensayo de crecimiento en gotas. Las
mutaciones erv14A y tip20-8 mostraron una fuerte interaccion genética, viéndose el
crecimiento del doble mutante muy retrasado con respecto a los mutantes simples
(Figura 34 B). Estos resultados indican que el complejo Dsl1 presenta una interaccion

funcional con el receptor Erv14p.

El complejo Dsl1 captura las vesiculas COPI provenientes del Golgi mediante la
interaccion entre la subunidad Dsl1p y la cubierta COPI. Cuando Dsl1p interacciona
con la cubierta, promueve a su vez la despolimerizacion de esta (Zink et al, 2009) y la
vesicula comienza a desnudarse. De esta forma, en ese momento la vesicula quedaria
sin sujecion a la membrana del RE, con lo que podria escapar de las inmediaciones de
este organulo, con la consecuente pérdida de eficiencia en la fusién. Por ello, y
teniendo en cuenta los datos obtenidos hasta ahora, se propuso la siguiente hipétesis:
los receptores de carga presentes en la vesicula COPI contactarian con el complejo
Dsl1 tras la despolimerizacion de la cubierta, manteniendo asi a la vesicula en las
cercanias del RE y evitando que esta se aleje, aumentando de esta manera la

eficiencia del proceso de anclaje llevado a cabo por el complejo Dsl1.

Para comprobar esta hipétesis, hay que tener en cuenta una de las caracteristicas
fundamentales de los receptores de carga, su capacidad para ciclar entre el RE y el
Golgi. Como se ha comentado anteriormente, los receptores de transporte llevan a sus
proteinas carga desde el RE al Golgi en vesiculas COPII, alli las liberan, y vuelven al
RE en vesiculas COPI. Por ello, los receptores se encuentran de forma abundante
tanto en la membrana del RE como en la de las vesiculas. De esta manera, si la
hipotesis propuesta es cierta, la interaccion fisica observada deberia estar ocurriendo
entre complejo Dsl1 residente en el RE y aquellos receptores que estan volviendo al
RE en las vesiculas COPI. Con el fin de esclarecer este punto, se abordaron distintas

estrategias.

En primer lugar, se quiso comprobar si cuando el transporte retrégrado Golgi-RE

se ve afectado, sigue ocurriendo la interaccion receptor-Dsl1. Con este fin se recurrio
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al mutante ret7-1, en el cual la subunidad de COPI Ret1p no es capaz de unir a los
motivos di-lisina, de manera que las cargas no se pueden transportar hacia el RE,
viendose afectado el transporte retrégrado Golgi-RE, aunque no asi el transporte
RE-Golgi (Letourneur et al, 1994). Se realizaron experimentos de co-
inmunoprecipitacion entre los receptores y Dsl1, en la cepa silvestre y ret7-1. Tal como
se observa en la figura 35, al inmunoprecipitar Emp24-GFP o Erv14-mCi, la cantidad
de Dsl1-TAP observada en el co-precipitado se redujo notablemente en una estirpe
ret1-1. En todos los casos, Sec61p practicamente no se detectdé en el co-precipitado.
Es decir, cuando se ve afectado el transporte Golgi-RE, la interaccion entre los
receptores de carga estudiados y el complejo Dsl1 disminuye, apoyando la idea de
que los receptores estan contactando con este factor de anclaje desde las vesiculas
COPI.

IP: anti-GFP
Wt ret1-1 Wt ret1-1
Emp24-GFP: - + + - -
Erv14-GFP: - - - + +
P T IP T IP T P T IP T
—_ - g DsI1-TAP
_— = — — —— Sec61p
— | — ’ — GFP

Figura 35. Los receptores de carca interaccionan con el complejo Dsl1 desde las
vesiculas COPI. Las estirpes se incubaron a 37 °C durante una hora. Se inmunoprecipitd
Emp24-GFP o Erv14-mCi a partir de un extracto de proteinas enriquecido en RE, disuelto con
1% digitonina. Posteriormente, se analiz6 la presencia de proteinas en el co-precipitado
mediante electroforesis y Western Blot. T representa el 1% del extracto antes de la
inmunoprecipitacion.

Tras estos resultados, se abordé una segunda aproximacion experimental para
corroborar la hipotesis anteriormente planteada. Asi, se hizo uso de la version mutante
de Erv14p que no une a COPIl, de modo que no puede salir del RE, quedando
retenida en este organulo. Por tanto, en una cepa cuya unica versién de Erv14p sea la

mutante, este receptor solo se va a encontrar en el RE.
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De esta forma, se realizaron ensayos de gotas, para comparar el crecimiento de
erv14Atip20-8 expresando ERV14 silvestre o su forma mutante incapaz de unir COPII
(ERV14-KS). Como se aprecia en la figura 36, solamente la version silvestre de Erv14-
HA fue capaz de recuperar el defecto de crecimiento de erv14Atip20-8. Este resultado
apoya el modelo propuesto, ya que si Erv14p no sale del RE, no va a volver en
vesiculas COPI, por lo que no podria colaborar con el complejo Dsl1 en su funcion, y

de ahi que no recupere el crecimiento de este doble mutante.

+ empty
erv14Atip20-8 | + ERV14-HA
+ KS-ERV14-HA

24°C 26°C

Figura 36. Los receptores de carga que no salen del RE no ayudan Dsl1 en su funcién.
Las estirpes en crecimiento exponencial expresando el vector vacio, Erv14-HA o Erv14-KS-HA
en medio SC-ura fueron diluidas de forma seriada a partir de DOe00=0,5. Gotas de 4 ul de cada
dilucién fueron sembradas en placas de medio SC-ura y cultivadas durante 48 horas.

Con los datos obtenidos a lo largo de este capitulo, se deduce que tanto el
complejo p24 como Erv14p interaccionan fisica y funcionalmente con el complejo Dsl1,

aumentando la eficiencia del anclaje mediado por este ultimo.

Para comprobar si el complejo p24 y Erv14p estan actuando cooperativamente en
el transporte retrégrado con respecto a su funciéon en el anclaje mediado por el
complejo Dls1, se realizé el siguiente ensayo. Los dobles mutantes emp24Adsi1-22,
emp24Atip20-8 y emp24Adsi3-2 fueron transformados con el plasmido ERV14-HA. En
todos los casos, la expresion de Erv14-HA fue capaz de recuperar el defecto de
crecimiento de los dobles mutantes estudiados (Figura 37). Sin embargo, no se
observo tal recuperacion cuando se transformaron las mismas estirpes con la versién
mutante de Erv14p incapaz de unir COPIl (ERV14-KS-HA; Figura 37). Este resultado
es muy interesante, ya que implica, por un lado, que ambos receptores de carga estan
realizando la misma funcién en el transporte retrégrado en relaciéon con Dsl1, puesto
que la expresion de ERV14 recupera la ausencia de EMP24, y por otro lado, que para
que exista esa cooperacion los receptores deben salir del RE, ya que la versién
mutante Erv14-KS-HA no puede recuperar el fenotipo termosensible de los dobles

mutantes analizados.
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+ empty

emp24Adsi1-22 | + ERV14-HA
+ KS-ERV14-HA

24°C 32°C

+ empty
emp24Atip20-8 | + ERV14-HA
+ KS-ERV14-HA

24°C 26°C

+ empty
emp24.Adsi3-2 | + ERV14-HA
+ KS-ERV14-HA

24°C 32°C

Figura 37. Los receptores de carga actuan cooperativamente para colaborar con el
complejo Dsl1. Las estirpes en crecimiento exponencial expresando el vector vacio, Erv14-HA
0 Erv14-KS-HA en medio SC-ura fueron diluidas de forma seriada a partir de DO600=0,5.
Gotas de 4 pl de cada dilucién fueron sembradas en placas de medio SC-ura y cultivadas
durante 48 horas.
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DISCUSION
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Los receptores de carga son proteinas muy abundantes y conservadas
evolutivamente, que ciclan continuamente entre el RE y el Golgi. La funcién principal
que se les atribuye es la de conectar con la cubierta COPIl a aquellas proteinas carga
que no son capaces de interaccionar con dicha cubierta para ser incorporadas en las
vesiculas y exportadas eficientemente del RE. En este trabajo se han aportado
evidencias que indican que, en S. cerevisiae, los receptores de carga en su conjunto
tienen un papel organizador en la ruta secretora temprana, ademas de su funcién
principal previamente descrita como adaptadores de carga. Esta funcion organizadora
la realizan mediante su intervencion en los eventos de anclaje vesicular tanto del
transporte anterégrado como retrégrado en la ruta secretora temprana. Por un lado,
los receptores de carga intervienen en el anclaje de las vesiculas COPII producidas en
el RE con el compartimento cis del Golgi, y/o en el anclaje de estas vesiculas COPII
entre si para la fusién homotipica que dara lugar al cis-Golgi. Por otro lado, estos
receptores estan implicados en el anclaje de las vesiculas COPI derivadas del Golgi

con la membrana del RE.

1. Papel cooperativo de los receptores de carga en la

organizacion funcional del cis-Golgi

Las evidencias presentadas en este trabajo indican que, en S. cerevisiae, distintos
receptores de carga se asocian entre si a nivel de los ERES, para formar un complejo
o plataforma proteica de alto peso molecular. En el primer capitulo de esta tesis, se
muestra que esta plataforma de receptores juega un importante papel colectivo en la
biogénesis del compartimento cis del Golgi, favoreciendo el proceso de anclaje de las
vesiculas COPIl con el propio cis-Golgi o con otras vesiculas COPII, mediante la
interaccion fisica de los receptores con el factor de anclaje Uso1p. Precisamente, el
hecho de que Uso1p se encuentre menos asociado a las membranas del Golgi y de
las vesiculas en el doble mutante emp24Aerv14A, sugiere que los receptores de carga
favorecen el proceso de anclaje vesicular mediante el reclutamiento o estabilizacion de

los factores de anclaje a las vesiculas COPII.

Tanto el complejo p24 como Erv14p presentan sefales de union a COPII, por lo
que la funcién cooperativa de los receptores en la organizacién del cis-Golgi podria
explicarse si la cubierta COPII no se reclutara bien a los ERES cuando no hay un
numero suficiente de receptores, provocando un defecto en la formacion de las

vesiculas COPIl. Sin embargo, los datos presentados demuestran que Ila
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desorganizacion que se produce en el cis-Golgi no se corresponde a un fallo en la
formacion de las vesiculas COPII, ya que la localizacion en ERES del marcador de
cubierta COPIl Sec13-GFP muestra un patrén normal en el doble mutante. Ademas,
proteinas que deben salir del RE como Rer1p o Anp1p no quedan retenidas en este
organulo en el doble mutante, como si sucede en el mutante de cubierta COPII
sec23-1. Por tanto, aunque no es posible descartar una disminucién de la eficiencia de
la exportacion desde el RE, si se puede afirmar que no existe un bloqueo en la salida

del RE en ausencia de dos receptores de transporte.

Asi, este papel conjunto de los receptores se realizaria tras la formacién de la
vesicula COPII, concretamente a nivel de los eventos de anclaje. De hecho, el defecto
de cis-Golgi generado por la ausencia simultanea de varios receptores es
fenotipicamente muy similar al que producen los mutantes de los factores de anclaje
de las vesiculas COPII al cis-Golgi segun nuestros resultados. Apoyando la hipotesis
del anclaje vesicular, se observé que el supresor de mutantes de anclaje SLY7-20
(Dascher et al, 1991; Sacher et al, 1998; Sapperstein et al, 1996) recuperaba los
defectos de crecimiento y de cis-Golgi desorganizado del doble mutante. Ademas, los
resultados obtenidos en los ensayos de co-inmunoprecipitacién indican que los
receptores interaccionan con el factor de anclaje vesicular Uso1p (p115 en
mamiferos). Curiosamente, Uso1p no fue una de las proteinas detectadas entre las
proteinas que interaccionan fisicamente con Emp24-TAP en el estudio proteémico
inicial, aunque esto podria deberse a que se partié de un extracto enriquecido en RE,
o al gran peso molecular de Uso1p (206 KDa). En esta misma linea, se ha observado
que las proteinas p24 de mamifero forman un complejo in vivo con los factores de
anclaje vesicular GRASP65 (Grh1p en levaduras), GRASP55 y GM130 (Bug1p), y que
las dos primeras proteinas purificadas se unen directamente a los tallos citosoélicos de
la proteinas p24 in vitro (Barr et al, 2001). Por otro lado, se ha descrito también que
Rud3p (GMAP-210) se deslocaliza en ausencia del receptor Erv14p, aunque no hay

interaccion directa entre ellos (Gillingham et al, 2004).

Segun los resultados mostrados, esta interaccion entre los receptores de carga y
Uso1p ocurre una vez que los receptores han salido del RE. Los datos obtenidos
indican que una versién mutante de Erv14p, que no tiene sefiales de unién a COPIl y
por tanto no abandona el RE (Powers & Barlowe, 2002), es incapaz de interaccionar
con Uso1lp, y su expresion no recupera el defecto de crecimiento de un mutante
uso1-1, mientras que la versién silvestre si lo hace. Actualmente se sabe que la
cubierta COPII, en contra de lo que se pensaba no hace mucho tiempo, permanece

asociada a la vesicula tras la evaginacion para poder estabilizar sobre la membrana de
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ésta a los factores de anclaje, y asi promover el subsecuente proceso de anclaje
vesicular con el cis-Golgi (Hsu & Yang, 2009). Tanto el complejo TRAPPI (a través de
su subunidad Bet3p), como Grh1p, interaccionan especificamente con la subunidad de
la capa interna de la cubierta COPII Sec23p (Behnia et al, 2007; Lord et al, 2011). Por
otro lado, los receptores se unen eficientemente, a través de potentes senales
existentes en sus dominios citosoélicos, a Sec24p, la otra subunidad de la capa interna
de la cubierta COPII, responsable de unir a las proteinas carga (Miller et al, 2003).
Teniendo en cuenta esto, se podria pensar que los receptores ayudan a mantener a
las proteinas COPII sobre la membrana de las vesiculas, favoreciendo de esta manera
su anclaje. Sin embargo, de los ensayos de subfraccionamiento se deduce que Uso1p
disminuye su asociacion a las membranas de Golgi y vesiculas ante la doble ausencia
de Erv14p y del complejo p24, mientras que la subunidad de COPII Sec24p se sigue
asociando con la misma eficiencia a estas membranas. Por tanto, los datos obtenidos
sugieren que la funcion colectiva de los receptores de carga con respecto a los
factores de anclaje no ocurre gracias a una estabilizacién de la cubierta COPII sobre
las vesiculas, sino a un reclutamiento de los factores de anclaje a las vesiculas por

parte de los receptores que podria ocurrir mediante una interaccion directa.

Dado que el ensamblaje del cis-Golgi también necesitaria del aporte de vesiculas
COPI procedentes de cisternas mas maduras (Glick & Malhotra, 1998; Papanikou et
al, 2015), no se puede descartar que la estabilizacion de la cubierta COPI llevada a
cabo por determinados receptores de carga, como el complejo p24 (Aguilera-Romero
et al, 2008), contribuya a este proceso. En este sentido, un estudio previo realizado en
células de mamiferos ya habia propuesto que la alteracion de la estructura del ERGIC
y Golgi observada durante el doble silenciamiento de los receptores de carga Surf4
(Erv29p) y ERGIC-53 (Emp47p) y durante el silenciamiento simple de p25 se deberia a
la disociacion de la cubierta COPI de las membranas de Golgi (Mitrovic et al, 2008). A
diferencia de en mamiferos, en el presente trabajo se observa la participacion del
receptor Erv14p. Por ultimo, en células de mamiferos los factores de anclaje
mantienen su asociacion con las cisternas dispersas del Golgi (Mitrovic et al, 2008),
mientras que nuestros datos muestran que Uso1p se disocia parcialmente de las

membranas en el doble mutante.

Agrupando todas las evidencias obtenidas, proponemos un modelo en el que los
receptores de carga reclutarian conjuntamente al factor de anclaje Uso1p a las
vesiculas recién evaginadas del RE, de forma que las mantendrian unidas entre si
favoreciendo la fusion posterior para formar un nuevo cis-Golgi o fusionar con el

cis-Golgi pre-existente. En consonancia con este modelo, recientemente se ha descrito
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en células de mamiferos que el factor TFG concentra a las vesiculas COPII en las
cercanias de los ERES para facilitar su rapida fusion con el ERGIC (Johnson et al,
2015).

2. Papel de los receptores de carga en el anclaje de las

vesiculas COPI al reticulo endoplasmico

Para devolver al RE aquellas proteinas que han escapado, y reciclar los factores
de transporte requeridos para futuras rondas del trafico anterégrado, entre el Golgi y el
RE existe un transporte retrégrado mediado por vesiculas COPI. Al aproximarse al RE,
estas vesiculas son capturadas por el complejo Dsl1, el factor de anclaje que reside en
el RE y facilita la interaccién de la vesicula con dicho organulo para su posterior fusion.
El complejo Dsl1 captura las vesiculas COPI provenientes del Golgi mediante la
interaccion entre su subunidad Dsl1p y la cubierta COPI (Andag & Schmitt, 2003).
Cuando Dsl1p interacciona con el coatdmero, promueve a su vez su despolimerizacion
(Zink et al, 2009) y la vesicula comienza a desnudarse. De esta forma, en ese
momento la vesicula quedaria sin sujecién a la membrana del RE, con lo que podria
escapar de las inmediaciones de este organulo, con la consecuente pérdida de
eficiencia en la fusidén. Con los datos obtenidos en este trabajo proponemos el
siguiente modelo: los receptores de carga presentes en la vesicula COPI contactan
con el complejo Dsl1 tras la despolimerizacién de la cubierta, manteniendo asi a la
vesicula en las cercanias del RE y evitando que esta se aleje, aumentando de esta

forma la eficiencia del proceso de anclaje llevado a cabo por el complejo Dsl1.

Los resultados obtenidos en esta tesis indican que tanto el complejo p24 como
Erv14p interaccionan fisicamente in vivo con el complejo Dsl1. Esta conclusion se
basa en el estudio protedmico inicial de Emp24-TAP y en los datos de co-
inmunoprecipitacion. Atendiendo a las evidencias anteriormente publicadas, es posible
que esta interaccion ocurra indirectamente a través del coatomero. Los receptores de
carga presentan sefiales de union a COPI para su inclusion en las vesiculas
retrogradas de forma que se reciclen y estén disponibles para nuevas rondas de
transporte anterégrado (Dancourt & Barlowe, 2010). Ademas, se sabe que el complejo
p24 participa en la formacion de vesiculas COPI derivadas del Golgi a través de la
estabilizacion de la cubierta COPI sobre las membranas de este organulo (Aguilera-
Romero et al, 2008). De esta forma, es posible que los receptores de carga ejerzan

una funcion de sostén de la cubierta tras la produccion de la vesicula, para facilitar el
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reconocimiento de dicha vesicula por parte del complejo Dsl1, que también
interacciona con COPI a través de su subunidad Dsl1p (Andag & Schmitt, 2003). No
obstante, los resultados de los ensayos in vitro han permitido concluir que, al menos el
complejo p24, interacciona directamente con el complejo Dsl1, aunque no se puede
descartar que a la vez esté ocurriendo una interaccion indirecta a través del
coatémero. La topologia del receptor Erv14p, con tres dominios transmembrana y dos
regiones citosolicas (Powers & Barlowe, 2002), ha hecho imposible comprobar si en

este caso la interaccidén observada in vivo es también directa.

La interaccion fisica observada corresponde con una interaccion funcional en la
célula entre los receptores de carga y el complejo de anclaje vesicular Dsl1, como se
desprende de los resultados de interaccion genética en todos los dobles mutantes
estudiados. Ademas, apoyando que esta interaccion funcional sea debida a un defecto
en el transporte retrogrado Golgi-RE y concretamente a nivel del anclaje, se ha
observado en el doble mutante emp24Atip20-8 una mayor secrecion de Kar2p al

medio y una mayor acumulacion de vesiculas COPI incapaces de fusionar con el RE.

Los receptores de transporte llevan a sus proteinas carga desde el RE al Golgi en
vesiculas COPII, alli las liberan, y vuelven al RE en vesiculas COPI para iniciar un
nuevo ciclo. Es por ello que los receptores se encuentran de forma abundante tanto en
la membrana del RE como en la de las vesiculas. De esta manera, la interaccion fisica
que se observa podria estar ocurriendo exclusivamente a nivel del RE, con lo cual el
modelo propuesto se podria descartar. Ademas, recientemente un estudio ha
demostrado que el complejo Dsl1 participa en la fusion homotipica RE-RE junto a las
SNARESs de este organulo (Rogers et al, 2014), con lo que la interaccién funcional que
observamos podria deberse a una participacién de los receptores de carga en esta
funcién del complejo Dsl1. Sin embargo, en este trabajo se han obtenido varios
resultados que parecen indicar que los receptores si participan junto con el complejo
Dsl1 en su funcién de anclaje de las vesiculas COPI al RE, aunque no se puede
descartar completamente una posible participacion en las funciones de fusién
homotipica RE-RE. En primer lugar, la interaccion fisica receptores-Dsl1 disminuye
notablemente cuando el transporte retrogrado Golgi-RE se ve afectado, como es el
caso del mutante de coatomero ret1-1. En segundo lugar, los resultados genéticos
indican que la colaboracion funcional entre los receptores de carga y el complejo Dsl1
ocurre cuando los receptores viajan en vesiculas COPI de vuelta al RE, ya que la
version mutante de Erv14p incapaz de salir del RE (Powers & Barlowe, 2002) no
recupera el defecto de crecimiento de erv14Atip20-8, mientras que si lo hace la

version silvestre.
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Finalmente, se han obtenido evidencias que sugieren que ambos receptores de
carga estan realizando la misma funcion en el transporte retrégrado en relaciéon con
Dsl1, puesto que la expresiéon de ERV14 recupera la ausencia de EMP24 en los
mutantes termosensibles emp24Adsi1-22, emp24Atip20-8 y emp24Adsi3-2. Ademas, y
corroborando la hipotesis de que los receptores colaboran con Dsl1 una vez que han
abandonado el RE, la version mutante de Erv14p que no sale del RE no recupera la
ausencia de EMP24 en dichos mutantes. Asi, en este capitulo se ha mostrado que, al
igual que los receptores de carga estan actuando cooperativamente en el transporte
anterogrado RE-Golgi, esa cooperacion podria extenderse a sus funciones en el

transporte retrégrado con respecto al factor de anclaje vesicular Dsl1.

La interaccion funcional entre Erv14p y Dsl1 se habia observado anteriormente,
cuando se mostréo que la expresion de ERV14 en plasmidos de baja o alta copia
recuperaba el crecimiento de algunos mutantes termosensibles de la subunidad Dsl1p
(Vanrheenen et al, 2001), pero no se le habia dado explicacién alguna. Es muy
interesante el hecho de que en ese estudio, ERV14 no fue capaz de suprimir la
inviabilidad del mutante nulo ds/1A. Esto podria indicar que la recuperacion por parte
de ERV14 de los mutantes termosensibles de DSL1 sea debida a una mejora de la
interaccion fisica Erv14p-Dsl1p, y al no encontrarse la proteina Dsl1p presente, no
pueda darse dicha mejora. Estos datos previos apoyan por tanto el modelo propuesto

en el presente trabajo.

3. Modelo propuesto

Con los resultados obtenidos a lo largo de los dos capitulos de esta tesis,
proponemos el modelo que se muestra en la figura 38. Los receptores de carga
ayudarian a estabilizar sobre las membranas al factor de anclaje Uso1p (1), y éste al
doblarse atraeria al cis-Golgi hacia el RE (2). Entonces, los receptores de carga
presentes en las vesiculas COPI que salen del cis-Golgi, contactarian con el factor de
anclaje Dsl1 que se encuentra en las membranas del RE (2), de forma que el cis-Golgi
estaria ahora contactando tanto con los ERES como con los ERAS (3). Es en este
momento cuando las cubiertas empezarian a despolimerizarse (4), conllevando esto el
transporte desde las vesiculas COPII al Golgi, y desde las vesiculas COPI al RE (5).

Finalmente, el cis-Golgi se alejaria de nuevo del RE, empezando asi un nuevo ciclo

(6).
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Figura 38. Modelo propuesto de actuacion de los receptores de carga en los eventos de
anclaje vesicular de la ruta secretora temprana.
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CONCLUSIONES
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Los resultados obtenidos en este trabajo permiten concluir que:

1- Los receptores de carga presentan un papel cooperativo necesario para la
biogénesis del cis-Golgi, mediante el reclutamiento de los factores de anclaje

vesicular.

2- Los receptores de carga aumentan la eficiencia del anclaje de las vesiculas

COPI al reticulo endoplasmico mediante su interaccion con el complejo Dsl1.
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MATERIAL Y METODOS
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1. Organismos y condiciones de cultivo

3.1. Escherichia coli

3.1.1. Estirpes de E. coli

Los distintos plasmidos utilizados en este trabajo se amplificaron en la estirpe
DH5-a (fhuA2 lac(del)lU169 phoA ginV44 ®80' lacZ(del)M15 gyrA96 recA1 relA1
endA1 thi-1 hsdR17). Para la produccion de proteinas recombinantes se empled la
estirpe BL21 (dem ompT hsdS (rsmpg) gal), en algunos casos transformada con el

plasmido pRARE, que permite la expresion de los ARNt propios de eucariotas.

3.1.2. Cultivo de E. coli en medio liquido

Los cultivos en medio liquido se realizaron usando medio Luria-Bertani (extracto
de levadura 0,5%, bacto-triptona 1%, NaCl 0,5%). El material y los medios empleados

fueron previamente esterilizados mediante un ciclo en autoclave (20 min, 121 °C).

Las células se incubaron en agitadores orbitales a 37 °C y 250 rpm. Los
antibioticos se incorporaron al medio a partir de una disolucién concentrada,
esterilizada por filtracion a través de membranas de nitrocelulosa de 0,2 uym de
diametro de poro, y teniendo en cuenta que la temperatura del medio no fuera superior
a 50 °C. Para el cultivo y seleccion de bacterias portadoras de plasmidos, el medio LB

se suplemento con 100 ug/ml de ampicilina (Amp) y/o 34 pug/ml de cloranfenicol (Cam).

Para la conservacion de las estirpes bacterianas a largo plazo, se congelaron a

-80 °C en una mezcla 1:1 de medio LB y glicerol 50%.

3.1.3. Cultivo de E. coli en medio sdlido

Para cultivo en medio sélido se utiliz6 medio LB complementado con agar
bacteriologico (AppliChem) al 2% (p/v). Al igual que en los medios liquidos, para la
esterilizacién se empled el autoclave. Para el cultivo y seleccion de bacterias
portadoras de plasmidos, los medios se suplementaron con el antibidtico
correspondiente a las concentraciones antes indicadas, a 55 °C aproximadamente,

justo antes de extender el medio en placas de Petri.
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3.2. Saccharomyces cerevisiae

3.2.1. Estirpes de S. cerevisiae

Las estirpes de levaduras utilizadas son derivadas de dos

principalmente: BY4742 y W303-1b y se muestran en la tabla Il.

Tabla Il. Estirpes de S. cerevisiae empleadas en este trabajo.

fondos genéticos

Estirpe Genotipo Referencia

BY4742 MATa his3 leu2 lys2 ura3 EUROSCARF

Y14567 MATa his3 leu2 met15 ura3 EUROSCARF
emp24 :KanMx

Y14421 MATa his3 leu2 lys2 ura3 EUROSCARF
ervl4 :KanMx

MMY1009 MATa his3 leu2 lys2 ura3 ade?2 trp1 Este estudio
emp24 :hphervi4 :KanMx

MMY 1251 MATa his3 leu2 lys2 ura3 Este estudio
SEC13-GFP::HIS3

MMY1252 MATa his3 leu2 lys2 ura3 Este estudio
emp24 ::hph SEC13-GFP::HIS3

MMY 1253 MATa his3 leu2 lys2 ura3 Este estudio
erv14 ::KanMx SEC13-GFP::HIS3

MMY 1254 MATa his3 leu2 lys2 ura3 Este estudio
emp24 :hphervl4 ::KanMx SEC13-GFP::HIS3

MMY1039 MATa his3 leu2 lys2 ura3 ade?2 trp1 Este estudio
ANP1-GFP::HIS3

MMY1040 MATa his3 leu2 lys2 ura3 ade?2 trp1 Este estudio

emp24 ::hph ANP1-GFP::HIS3
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MMY 1041

MATa his3 leu2 lys2 ura3 ade?2 trp1
ervl4 ::KanMx ANP1-GFP::HIS3

Este estudio

MMY 1042 MATa his3 leu2 lys2 ura3 ade2 trp1 Este estudio
emp24 :hphervl4 ::KanMx ANP1-GFP::HIS3

MMY 1152 MATa his3 leu2 ura3 Este estudio
SEC21-GFP::HIS3

MMY1153 MATa his3 leu2 lys2 ura3 Este estudio
emp24 ::hph SEC21-GFP::HIS3

MMY 1154 MATa his3 leu2 lys2 ura3 Este estudio
erv14 ::KanMx SEC21-GFP::HIS3

MMY 1155 MATa his3 leu2 lys2 ura3 Este estudio
emp24 :hphervl4 ::KanMx SEC21-GFP::HIS3

RH1433 MATa leu2 ura3 H. Riezman
sec23-1

RH4904 MATa ura3 trp1 H. Riezman
uso1-1

MSY1097 MATa leu2 ura3 N. Segev
bet3-1

YKR068C MATa his3 leu2 met15 ura3 INVITROGEN
BET3-GFP::HIS3

YDLO58W MATa his3 leu2 met15 ura3 INVITROGEN
USO1-GFP::HIS3

MMY1062 MATa leu2 ura3 trp1 lys2 Este estudio
uso1-1

MMY1118 MATa his3 leu2 ura3 lys2 Este estudio
USO1-GFP::HIS3

MMY1119 MATa his3 leu2 ura3 lys2 trp1 Este estudio
emp24 ::hph USO1-GFP::HIS3

MMY1120 MATa his3 leu2 ura3 lys2 Este estudio

ervl4 :hph USO1-GFP::HIS3
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MMY 1121

MATa his3 leu2 ura3 lys2
emp24 ::hphervi4 ::hph USO1-GFP::HIS3

Este estudio

MMY 1027 MATa his3 leu2 ura3 trp1 Este estudio
GRH1-GFP::HIS3

MMY 1028 MATa his3 leu2 ura3 trp1 Este estudio
emp24 ::hph GRH1-GFP::HIS3

MMY 1029 MATa his3 leu2 ura3 trp1 Este estudio
erv14 ::KanMx GRH1-GFP::HIS3

MMY1030 MATa his3 leu2 ura3 trp1 Este estudio
emp24 :hphervl4 (KanMx GRH1-GFP::HIS3

CuY3027 MATa his3 leu2 met15 ura3 C. Ungermann
TIP20-TAP::HIS3MX DSL1-TAP::KanMX4
DSL3-TAP::URA3

RSY1818 MATa his3 leu2 ura3 lys2 ade2 R. Schekman

YUA1-9¢c MATa his3 leu2 ura3 lys2 ade2 H.D. Schmitt
dsl1-22

MMY1083 MATa his3 leu2 ura3 lys2 ade2 Este estudio
dsl1-22 emp24 ::hph

PC137 MATa ura3 leu?2 his4 trp1 lys2 suc2- 9 P.Cosson
tip20-5

MMY 1135 MATa ura3 leu2 his3 trp1 lys2 Este estudio
tip20-5 emp24 ::KanMX4

tip20-8 MATa ura3 leu?2 his4 trp1 lys2 suc2- 9 P.Cosson
tip20-8

MMY1137 MATa ura3 leu2 his3 trp1 lys2 Este estudio

tip20-8 emp24 ::KanMX4
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dsl3-2 MATa ura3 leu2 C. Ungermann

dsi3-2

MMY 1142 MATa ura3 leu2 Este estudio

dsi3-2 emp24 ::hph

YSC95700 | MATa his3 leu2 met15 ura3 INVITROGEN
SEC21-GFP::HIS3

MMY 1020 MATa his3 leu2 lys2 ura3 trp1 Este estudio
emp24 ::hph SEC21-GFP::HIS3

MMY 1158 MATa his3 leu2 ura3 Este estudio
tip20-8 SEC21-GFP::HIS3

MMY 1159 MATa his3 leu2 ura3 trp1 ade2 Este estudio
emp24 ::hph tip20-8 SEC21-GFP::HIS3

MMY 1379 | MATa his3 leu2 ura3 met15 trp1 Este estudio

ERV14-mCitrine::HIS5Sp TIP20-TAP::HIS3MX
DSL1-TAP::KanMX4 DSL3-TAP::URA3

MMY 1372 MATa his3 leu2 ura3 Este estudio

tip20-8 erv14 :KanMX4

MMY 1401 MATa his3 leu2 lys2 ura3 Este studio

TIP20-TAP::HIS3MX DSL1-TAP::KanMX4

MMY 1400 MATa his3 leu2 lys2 ura3 Este estudio

ret1-1 TIP20-TAP::HIS3MX DSL1-TAP::KanMX4

3.2.2. Cultivo de S. cerevisiae en medio liquido

Las levaduras se cultivaron en medio completo YPD (extracto de levadura 1%,
peptona 2%, glucosa 2%) o en medio sintético completo, SC (glucosa 2%, Base
Nitrogenada de levadura (YNB; Difco) 0,67%, como fuente de fésforo, potasio, sulfato,

magnesio, calcio, vitaminas y oligoelementos).
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Las levaduras se inocularon desde placas de medio sdlido en tubos de 12 ml con
4 ml de medio. Se dejaron crecer a 24 °C en agitaciéon (250 rpm) hasta fase
estacionaria. Tras esto, se inocularon en tubos nuevos o en matraces Erlenmeyer de
volumen variable, y se dejaron crecer en las mismas condiciones sin sobrepasar una
DOsoo igual a 1 durante el tiempo necesario para obtener el numero total de células

necesario para cada experimento.

Cuando se requirid crecer las células en medios selectivos, se usé medio SC
suplementado con 40 mg/l de aminoacidos y bases nitrogenadas (uracilo, adenina,
L-triptéfano, L-histidina, L-leucina, L-lisina y/o L-metionina), dependiendo de las
auxotrofias de las estirpes a cultivar. La esterilizacion se llevé a cabo mediante un
ciclo en autoclave (20 min, 121 °C), excepto las soluciones concentradas de YNB y de

L-triptéfano que se filtraron y afiadieron posteriormente al medio.

Para la conservacion de las estirpes a largo plazo, se congelaron a -80°C en una

mezcla 1:1 de medio YPD y 50% glicerol.

3.2.3. Cultivo de S. cerevisiae en medio sélido

Las placas de medio completo, YPD, se obtuvieron suplementado con 2% de agar

bacterioldgico el medio liquido, y su posterior esterilizacion en autoclave.

Para la obtencion de placas de medio selectivo, se autoclavd la solucion de
glucosa, aminoacidos (excepto el L-triptéfano), nucledtidos y agar. Tras dejar enfriar
hasta 55 °C el medio, se suplementdé con una solucidon concentrada de YNB (y
triptéfano si lo requeria el medio) y se extendié en placas de Petri. Cuando fue
necesario se anadieron antibiéticos al medio sélido a 55°C, antes de la polimerizacion:

200 pg/ml G-418 (Sigma) o 150 pg/ml Higromicina B (Amresco).

Para la esporulacion, los diploides crecieron durante 24 horas en medio de pre-
esporulacién, Pre-SPO (glucosa 10%, extracto de levadura 0,8%, peptona 0,3%, agar
2%) y posteriormente se transfirieron a medio de esporulacion, SPO (acetato potasico

1%, glucosa 0,05%, extracto de levadura 0,1%, agar 2%).

Para la determinacion del sexo de las cepas tras la micromanipulacién, se recurrid
a placas de halo. Se empledé medio YPD acidificado hasta pH 5,5 con HCI (Panreac),
para la base de las placas. Para el medio de cobertera se redujo la concentracion de
agar bacteriologico hasta 0,8%. Las células hipersensibles al factor alfa (RH123) se

anadieron cuando el medio de cobertera esterilizado se enfri6 hasta 45°C.
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Posteriormente, se mezclo por agitacion para homogeneizar la suspension celular y se

afadieron 5 ml de dicha suspension celular sobre las placas de YPD pH 5,5.

4. Técnicas genéticas

4.1. Transformacion de Escherichia coli

Las células de E.coli de la estirpe DH5a se hicieron aptas para transformacion
(competentes) quimicamente, atendiendo al siguiente método. Partiendo de un cultivo
en fase exponencial, se inocularon 500 ml de medio SOB (triptona 2%, extracto de
levadura 0,5%, cloruro sodico 0,05%, 1,25 mM KCI, 10 mM MgCI2, pH 7), dejandose
crecer toda la noche a 22 °C. Una vez alcanzada una DOey entre 0,4 y 0,7, se
transfirieron las células a tubos y se dejaron enfriar en hielo. A continuacion, se
concentraron las células mediante centrifugacién a 3.000 g durante 10 minutos a 4 °C,
y se lavaron con tampoéon TB (10 mM Pipes, 15 mM CaCl2, 250 mM KCI, 55 mM
MnCI2, pH 7,2). Tras el lavado, por cada 100 ml de medio SOB inoculado, se
resuspendieron las células en 20 ml de TB y se incubé a 4 °C durante 10 minutos.
Después, se unificaron todas las células en 20 ml de TB fresco, se complementé con
1,5 ml de DMSO estéril, y se incub6 10 minutos mas a 4 °C. Estas células ya
competentes, se congelaron en nitrégeno liquido en alicuotas de 100 a 500 pl y se

almacenaron a -80 °C.

La transformacion de células competentes se realizé afladiendo a la suspension
celular, previamente descongelada en hielo, el ADN en un volumen maximo de 10 pl.
Tras 30 minutos de incubacion en hielo, se sometieron a un choque térmico a 42 °C
durante 40 segundos. Posteriormente se incubaron en hielo durante 5 minutos
adicionales. A continuacion, se afiadid 1 ml de medio LB y se incubaron 1 h a 37 °C.
Finalmente, se sembraron 100 ul de cultivo en placas de medio LB con el antibiético
para la seleccion y se dejaron crecer en una estufa a 37 °C durante 12-15 h. El resto
de la suspension celular se mantuvo a 4 °C durante ese tiempo, y en caso de no

obtenerse colonias transformantes positivas se sembro en placas todo el remanente.

Para la transformacion de células de la estirpe productora de proteinas BL21, en
lugar de emplearse células competentes, se utilizd el método TSS. Se cultivaron las
células durante toda la noche y se diluy6 a la mafana siguiente el cultivo. Cuando éste
estuvo en fase exponencial temprana, se tomé 1 ml y se enfrio en hielo durante 5

minutos. Tras esto, se cambié el medio de cultivo y se mantuvo en hielo otros 5

112



minutos. A continuacion, se afiadié el mismo volumen de medio 2xTSS (triptona 0,8%,
extracto de levadura 0,5%, NaCl 0,5%, PEG-4000 2%, DMSO 1%, 100 mM MgSO4 pH
6,5). Tras incubar en hielo otros 5 minutos, se anadieron 5-10 ug del ADN a
transformar. Tras mezclar con suavidad, se incubd 30 minutos en hielo. A
continuacion, se sometié a un choque térmico de 40 segundos a 42 °C. Finalmente,
tras incubar en hielo 5 minutos, se afiadié 1 ml de LB y se dejé recuperar durante 2-3
horas a 37 °C. Por ultimo, las células se sembraron en medio selectivo con la droga

adecuada para el plasmido de interés y se incubd durante toda la noche a 37 °C.

4.2. Transformacién de Saccharomyces cerevisiae

Para la transformacion de levaduras con plasmidos, se usé el método One-step
(Chen et al, 1992). Se partié de 5x107 células viables en suspension. Se sustituyo,
mediante dos lavados, el medio de cultivo por agua destilada estéril. A continuacion,
las células se centrifugaron y se resuspendieron en 100 pl de tampdn One-Step (0,2 M
acetato de litio, PEG-4000 40%, 100 mM DTT) por transformacion. Después se afiadio
1 pl del plasmido de interés y 2 ul de ADN monocatenario desnaturalizado procedente
de esperma de salmén (Sigma). Se mezclé usando un vértex a maxima revolucién
durante 10 segundos. Posteriormente, se incubé a 45 °C durante 30-40 minutos. Para
terminar, se sembré en el medio selectivo directamente la suspension de

transformacion y se incubé a temperatura 6ptima durante tres dias.

Para la transformacion con ADN linearizado o fragmentos de PCR se usé el
siguiente protocolo. Se recogieron entre 100 y 200x10° células en fase exponencial de
crecimiento, y se lavaron dos veces en LiAc-TE (100 mM acetato de litio, 10 mM Tris-
HCI pH 7,5, 1 mM EDTA). A continuacion, se resuspendio el cultivo en LiAc-TE 40%
PEG-4000 y se afnadié 1 ug de ADN plasmidico o 2-5 ug de ADN linearizado para
integracion gendmica; y 25 ug de ADN monocatenario desnaturalizado procedente de
esperma de salmon (Sigma). Se incubd, tras mezclar con pipeta, 30 minutos a
temperatura ambiente, después se sometié a un choque térmico a 42 °C durante 15
minutos. Finalmente, se elimind el PEG-4000 mediante centrifugacion suave y se
sembrd en el medio selectivo correspondiente. En el caso de que el plasmido o el
fragmento de ADN aportaran resistencia a antibiéticos, antes de sembrar las células

en presencia de éste, se incub6 el cultivo durante dos horas en YPD.
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4.3. Generacion de cepas de levadura

4.3.1. Cruce, esporulacién y diseccion de tétradas

Con el objetivo de obtener levaduras diploides, se mezclaron estirpes de sexo
(MAT) complementarios, a y a, en placas de YPD y se incub6 12 horas. A
continuacion, para seleccionar los diploides se transfirieron las células a una placa de
SC en ausencia de dos requerimientos, de modo que el diploide pudiera crecer, pero
las estirpes parentales haploides no pudieran. En algunos casos fue necesaria la
presencia de algun antibiético o la incubacion a temperaturas restrictivas para ciertos
alelos. Tras 1 o 2 dias para enriquecer los diploides, estos se transfirieron a placas de
Pre-SPO (pre-esporulacion) para potenciar el gasto de las reservas de nitrégeno, y
finalmente se transfirieron a medio SPO (esporulacién). Tras una semana
aproximadamente, las tétradas se separaron empleando un microscopio para
diseccion (Singer Instrument), y se promovioé la germinacién cultivando en YPD a 24
°C.

Finalmente, se comprobaron los diferentes marcadores (auxotrofias,
termosensibilidad, resistencia a antibidticos, etc.) mediante réplicas en placa. Las
tétradas diseccionadas en una placa madre se transfirieron a un terciopelo estéril. Una
copia de esta “impresion” fue trasferida a placas de los medios selectivos de interés
que se incubaron a 24 °C durante 24-48 horas para la posterior comprobacion del
crecimiento. Para el andlisis de mutantes termosensibles, se replico en placas YPD
que se incubaron a 37 °C durante 24-48 horas. En algunos casos, fue necesaria una
comprobacion adicional mediante inmunoblot (véase Material y Métodos, 4.2) y/o

microscopia de fluorescencia (véase Material y Métodos, 5.1).

La comprobacion del sexo de las esporas generadas se realizé replicando en
placas de halo. Tras la incubacién a 24 °C durante 24-48 horas, las cepas MAT a
generaron un halo de inhibicion de crecimiento en la cepa RH123 (hipersensible a

factor alfa) presente en el agar de cobertera, mientras que las MAT a no lo hicieron.

4.3.2. Recombinacion homéloga

Para la eliminacion de genes se generaron fragmentos de ADN flanqueados por
secuencias homologas al gen de interés (aproximadamente 40 bases a ambos lados
del gen diana) mediante PCR. Estos se integraron mediante el protocolo de

transformacion explicado en Material y Métodos, 2.2. Estos fragmentos contienen
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marcadores como prototrofia o resistencia a un antibiotico, pero carecen de origen de
replicacién, de modo que sdélo se puedan expresar si se integran en el genoma,
sustituyendo al gen de interés. El reemplazamiento del gen de interés se comprobo
tras obtener las colonias por PCR de colonias (véase Material y Métodos, 3.1) y en

algunos casos por inmunoblot adicionalmente (véase Material y Métodos, 4.2).

En el caso de no querer eliminar el gen, sino etiquetarlo con epitopos como
GFP o TAP, el fragmento de PCR presenta homologia con las secuencias proximas al
coddn de parada del gen de interés. Por ultimo, ademas de comprobar la insercién por
PCR de colonias, se realizé un inmunoblot y/o se comprobd por microscopia de

fluorescencia la presencia del epitopo (véase Material y Métodos, 4.2y 5.1).

4.4. Ensayos de crecimiento celular

Se emplearon cultivos de células en fase exponencial temprana de crecimiento
(DOe60o<1) para realizar 5 diluciones seriadas desde 1x10” o 5x10° hasta 1x10° o
5x102, respectivamente. De cada dilucion se sembraron gotas de 4 pl en medio SC o
YPD, y se dejo secar. A continuacion, las placas se sellaron con papel de parafina y se
incubaron entre 2-3 dias a las temperaturas de interés. Por ultimo, las placas fueron

digitalizadas empleando un escaner HP Scanjet 3770.

5. Técnicas de manipulacion de ADN

5.1. Técnicas basicas de biologia molecular: PCR, restricciéon
enzimatica de ADN, geles de agarosa, purificacion de

fragmentos de ADN y secuenciacion.

Las técnicas comunes de manipulacion de ADN como la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), geles de electroforesis, digestion enzimatica y ligacion de ADN, se

realizaron como se describe en Sambrook & Russell, 2006.

Las PCRs fueron realizadas con polimerasas de ADN con prueba de lectura
(Expand High Fidelity (Roche)) para la clonacion, y con polimerasas estandar para las
comprobaciones (GoTaq — Promega). Los oligonucledétidos fueron sintetizados por la

empresa StabVida. Se empled el termociclador MJ Mini (BioRad). Las reacciones se
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realizaron en un volumen final de 50 yl que contenia tampdn comercial de la enzima
(1x), 0,25 mM de cada desoxirribonucleétido (dNTPs), 20 pmol de cada
oligonucledtido, 0,1-1 yg de ADN y 1 U de Taq polimerasa. Esta mezcla, una vez
desnaturalizado el ADN (95 °C, 5 min), se sometié a varios ciclos sucesivos con los
siguientes pasos: desnaturalizacion del ADN molde (95 °C, 30-60 s), reasociacion de
los cebadores (50-65 °C, 60 s), y polimerizacion (72 °C, tiempo requerido a razon de 1
min/kb). Por ultimo, se incubd a 72 °C durante 10 min para la elongacién final. Los
resultados de las reacciones de amplificacion se analizaron en geles de agarosa
0,8-2%.

Para la clonacién de genes de levadura, asi como para la comprobacion de las
estirpes generadas por recombinacion homologa, se utilizé el método de PCR de
colonias. Se parti6 de una colonia, que fue resuspendida en 10ul de tampén SPZ (50
I fosfato sédico 1 M pH 7,5, 300 pl sorbitol 2 M, 87 ul zimoliasa 20T (USBiological), 67
Ml H2O44). Se incubd a 37 °C durante 30 minutos, y posteriormente se incubé a 100 °C
durante 10 minutos. A continuacion, se centrifugd a 12100 g durante 10 min a 4 °C.

Finalmente, se afadio 1 pl de este sobrenadante a la mezcla de PCR.

Las enzimas de restriccion y ligasas de ADN requeridas fueron adquiridas de las
companias New England Biolabs, Roche o Takara. Las reacciones se llevaron a cabo,
en su mayor parte, en un volumen de 20 ul, segun las recomendaciones del fabricante
y en el tampdn suministrado con cada enzima. Las digestiones simultaneas, con dos o
mas enzimas de restricciéon, se realizaban en un tampon compatible de las mismas
casas comerciales. En caso de que las enzimas no fuesen compatibles en ninguno de
los sistemas de tampones, la restriccion se realizé de forma sucesiva. Las
restricciones de ADN plasmidico se incubaron durante tiempos variables entre 1 hora
(para comprobaciones) y toda la noche (para asegurar la digestion completa en el

caso de la obtencién de fragmentos de ADN para posterior subclonado).

Para realizar ligaciones de fragmentos de ADN linearizados por ambos extremos
con la misma enzima, con el fin de prevenir la religacién del vector, fue conveniente
desfosforilar los extremos del mismo. Para ello, tras la linearizacion con la
endonucleasa, se sometié a un tratamiento con fosfatasa alcalina (Roche) durante 1 h
a 37 °C. Posteriormente se inactivo ésta anadiendo 5 ul de EDTA 200 mM e incubando

durante 10 minutos a 65 °C.

La ligacion de fragmentos de ADN se realizd6 mezclando preparaciones de los
fragmentos e incubando la mezcla en presencia de 1-3 U de ADN ligasa del

bacteriéfago T4 (Roche). Las ligaciones se llevaron a cabo en un volumen final de 10
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pl del tampén comercial de la enzima (40 mM Tris-HCI pH7,8, 10 mM MgCI2, 10 mM
DTT y 0,5 mM ATP). La soluciéon de ligacion se incubd a 14 °C durante al menos 2 h o
a 4 °C durante 16-24 h.

La separacion de los fragmentos de ADN se llevo a cabo mediante electroforesis
en geles de agarosa. Los geles se prepararon en tampén TAE (40 mM Tris, 20 mM
acido acético, 1 mM EDTA). La concentracion de agarosa (p/v) en los geles era
variable entre el 0,8% (para la separacion de bandas de tamafios mayores o iguales a
1 kb) y el 2% (para bandas de peso molecular inferior a 40 pb). Antes de ser
sometidas a electroforesis, las muestras se suplementaron con tampoén de carga de
ADN (1 mM EDTA pH 8, azul de bromofenol 0,25%, glicerol 50%). Las electroforesis
se llevaron a cabo en cubetas horizontales de BioRad, aplicando diferencias de
potencial de 120 V.

Para la deteccion del ADN en los geles y su visualizacion, éstos se sumergieron,
tras la electroforesis, en una solucion de bromuro de etidio (1 pg/ml) durante 10-20
minutos. La visualizacion de los geles y el almacenamiento de las imagenes se
llevaron a cabo con un transiluminador de luz ultravioleta. Los kits de purifacion de
ADN empleados para extraer los fragmentos de ADN de los geles de agarosa

provinieron de la empresa Bioline.

Para la estimacién de la pureza de las diluciones de ADN, 2,5 ul de las mismas se
diluyeron hasta 0,5 ml con agua didestilada y se midié su absorbancia UV en cubetas
de cuarzo de 1 cm de paso de luz, tanto a 260 nm como a 280 nm. Como criterio de
pureza se uso la relacion de absorbancias (A260/A280), que para una preparacion de
alta pureza se encontraba entre 1,7 y 1,9. Para mayor precision se utilizo el

espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000.

5.2. Extraccion y purificacion de ADN desde Escherichia coli

La purificacion rutinaria de plasmidos a partir de estirpes de E.coli se realizé por el
método de lisis alcalina. A partir de cultivos de E. coli, habiendo crecido toda la noche
a 37 °C en agitacion, se recogio por centrifugacion (5 min a 3.000 g) en tubos de 1,5
ml y el precipitado celular se resuspendié en 100 ul de solucion | (25 mM Tris-HCI pH
8, 50 mM glucosa, 10 mM EDTA pH 8). A continuacion, se afadieron 200 ul de
solucion Il (0,2 N NaOH, SDS 1% (p/v)) y se mezclaron las muestras invirtiendo

brevemente hasta diez veces. Para neutralizar, se anadieron 150 ul de solucién Il (5
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M acetato potasico pH 4,8) y se volvié a mezclar invirtiendo los tubos diez veces. A
continuacion, se centrifugaron las muestras durante 15 min a 13.000 g, tras lo que se
retir6 el sobrenadante a un nuevo tubo. EI ADN se precipito a partir de los
sobrenadantes de la fase acuosa mediante la adicién de 1 ml de etanol absoluto y
precipitacion a -20 °C durante 30 minutos. Se concentr6 el ADN mediante
centrifugacion a 13.000 g durante 15 min, el precipitado se lavé con 1 ml de disolucion
de etanol al 70% (v/v) en agua y se centrifugd como se ha descrito. Tras eliminar el
sobrenadante, se dej6 secar al aire. Finalmente, los acidos nucleicos se
resuspendieron en 40 ul de agua didestilada. Para obtener mayores concentraciones
de ADN o pureza mas alta se empled el kit de MIDIPrep suministrado por la empresa
Sigma-Aldrich.

5.3. Plasmidos

Los plasmidos utilizados en este trabajo se encuentran detallados en las Tablas I
y IV.

Tabla lll. Plasmidos de expresion en levaduras empleados en este trabajo.

Plasmido Caracteristicas Referencia
pSKY5 CEN; URA3; RER1-GFP K. Sato
pPLA8 CEN; URA3; ERV14-yEGFP Este estudio
pPLA9 CEN; URA3; ERV14-KS-yEGFP (97-101A) | Este estudio
pRS416 CEN; URA3 R. Wellinger
pERV14 CEN; URA3; ERV14-HA C. Barlowe
pERV14-KS CEN; URA3; ERV14-KS-HA (97-101A) C. Barlowe
YEplac111 2u; URAS J. dela Cruz
SLY1-20 2u; URA3; SLY1-20 A. Spang

118



pRS3125 CEN; LEU2; EMP24-CFP H. Riezman
pRS415 CEN; LEU2 S. Chavez
pRS3127 CEN; URA3; EMP24-CFP H. Riezman

Tabla IV. Plasmidos de expresion en bacteria empleados en este trabajo.

Plasmido Descripcion Referencia
pRARE ARNIt caracteristicos de eucariotas J. De la Cruz
1170 6xHis-Dsl1p A. Spang
1172 6xHis-Use1 (1-217) / Sec39 (1-709) A. Spang
1182 6xHis-Tip20p A. Spang

5.4. Oligonucleétidos

Todos los oligonucleétidos usados en este estudio se emplearon como cebadores

en reacciones de PCR. En la Tabla V, que se muestra a continuacion se presentan en

sentido 5’-3’. Se muestran en negrita las zonas de recombinacion.

Tabla V. Oligonucledtidos empleados en este trabajo.

Oligonucleé
tido

Secuencia

F_emp24KO

ATAGTATCCCTCCGCACAAAAATACACACGCATAAGGATGCGGAT
CCCCGGGTTAATTA

R_emp24KO | GCAAAAGTAAATAGATATGAACTACATTTTCCTGCTTTACGAATTC
GAGCTCGTTTAAAC
KO_emp24 | GGCTCAATCGTAGTGTCTTC
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6. Técnicas bioquimicas

6.1. Electroforesis en geles de acril-amida

Los geles de electroforesis de acril-amida se resolvieron usando el sistema Mini-
Protean (Bio-Rad). Como patrén de peso molecular de proteinas se empled Precision
Plus Protein Dual Color (Bio-Rad).

Antes de cargar las muestras en el gel, éstas se suplementaron con 0,2
volumenes de tampdn de carga 4x (SDS 10% (p/v), 0,3 M Tris-HCI pH 6,8, azul de
bromofenol 0,05% (p/v), B-mercaptoetanol 25% (v/v), glicerol 50%). Las muestras, una
vez suplementadas, se calentaron a 65 °C durante 10 min o a 95 °C durante 5 minutos

dependiendo de la muestra.

Las electroforesis en condiciones desnaturalizantes se realizaron en geles de
poliacrilamida que contenian SDS (en adelante SDS/PAGE). El gel separador se
preparé en tampdn (375 mM Tris-HCI pH 8,8, SDS 0,1%), al 7,5, 10 6 12,5% (p/v) de
poliacrilamida a partir de acrilamida:bisacrilamida 37,5:1 40% (Amresco). El gel de
empaquetamiento de las muestras se preparo al 5,25% (p/v) de poliacrilamida tampén
(125 mM Tris-HCI pH 6,8, SDS 0,1%). Los geles se polimerizaron con APS 0,1% (p/v),
usando como agente catalizador TEMED a una concentracion final de 6 mM. La
electroforesis se llevd a cabo a 200 V, voltaje constante. Para el desarrollo de la
electroforesis, se utilizd6 como tampdn de electroforesis 25 mM Tris-HCI, 0,32 M glicina
(pH 8,3) y SDS 0,1% (p/v).

Una vez finalizada la electroforesis, cuando fue necesario, las proteinas se tifieron
sumergiendo los geles durante 5 minutos en tampon Coomassie (metanol 50%, acido
acético 7,5%, coomassie 0,25%). Los geles se lavaron varias veces con tampén fijador
(metanol 45%, acido acético 1%) para eliminar el exceso de colorante y promover su
deshidratacién. Para su posterior mantenimiento, se secaron sobre papel Whatman y
se sometieron a aspiracién a 100 °C durante 45 minutos. En otros casos tras la

electroforesis se realizé un Western Blot (véase Material y Métodos, 4.2).

6.2. Western blots y anticuerpos

Los Western blots (WB) o inmunoblots se realizaron como se describe en
(Aguilera-Romero et al, 2008). La transferencia se realizdé en tampon Towbin (25 mM
Tris pH 8,3, 192 mM glicina, metanol 20% (v/v)) a 70 V durante 60 minutos a 4°C. El
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gel de acrilamida con las proteinas de interés se colocé sobre una membrana de
nitrocelulosa de 0,45 um diametro de poro previamente mojada en tampdn Towbin. La
pareja gel-membrana se cubri6 a ambos lados con 2 laminas de papel Wathman
mojados en tampon Tobwin y se inserté en la cubeta. Tras la transferencia, ésta se
comprobd mediante la tincidon reversible con Rojo Ponceau. Tras incubar 5 minutos
con el colorante, éste se lavo varias veces con agua destilada hasta observar las

bandas de proteinas.

A continuacion, se emple6é como solucion de bloqueo TBS-Tween 20 (20 mM Tris-
HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, Tween 20 1%) complementado con 5% (p/v) de leche
desnatada en polvo. Las membranas fueron incubadas 30 minutos a temperatura
ambiente o toda la noche a 4°C. La incubacién con los anticuerpos primarios se realizé
en solucién de bloqueo conteniendo los anticuerpos a concentracion comprendida
entre 1:10000 a 1:500 durante 1 hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos
primarios se almacenaron a -20 °C para su reutilizacion, afiadiendo previamente 2 mM
NasN (azida). Posteriormente se lavd con solucion de bloqueo 6 veces durante 5
minutos para eliminar los restos de azida asi como de anticuerpo primario. A
continuacion, se afiadid la solucion con anticuerpo secundario (conjugados a
peroxidasa de rabano (Pierce)) a una concentracién de 1:3000 o 1:1500. Tras 1 hora
de incubacion se eliminaron los restos de anticuerpo, asi como de leche, lavando al
menos 6 veces con TBS-Tween 20 durante 3-5 minutos. Para la deteccién de la
quimioluminiscencia de los anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa se
empled el kit de deteccion West Pico Signal (Pierce). Cuando fue necesario detectar
cantidades menores de proteina se empled el sustrato Femto (Pierce). Las
membranas fueron sumergidas en dicha solucion y expuestas en el dispositivo
LAS3000mini (Fujifilm) durante el tiempo necesario para la deteccion. La cuantificacion
de la quimiluminiscencia se realiz6 con el programa Multigauge (Fujifilm). Los

anticuerpos usados se detallan en la Tabla VI a continuacion.

Tabla VI. Anticuerpos usados en este trabajo.

Antigeno Origen | Tipo Dilucién Referencia
GFP Conejo | Primario - policlonal 1:3000 H. Riezman
Emp24p Conejo | Primario - policlonal 1:500 H. Riezman
Wbp1p Conejo | Primario - policlonal 1:1000 H. Riezman
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HA Raton Primario-monoclonal 1:1000 Roche
Pgk1p Raton Primario — monoclonal | 1:5000 J. De la Cruz
Sec61p Conejo | Primario - policlonal 1:1000 H. Riezman
Bos1p Conejo | Primario- policlonal 1:1000 H. Riezman
Sec24p Conejo | Primario- policlonal 1:1000 A.Spang
TAP Conejo | Primario - policlonal 1:500 Bionova
6xHis Raton Primario- monoclonal | 1:1000 Invitrogen
IgG de conejo | Cabra | Secundario + HRP 1:3000 Pierce

IgG de ratén Cabra | Secundario + HRP 1:3000 Pierce

IgG de rata Cabra | Secundario + HRP 1:3000 Pierce

6.3. Extractos celulares de levadura

Para la obtencion de extractos celulares de levadura se siguieron dos métodos
diferentes, el primero de ellos, basado en lisis alcalina (Horvath & Riezman, 1994),
para la obtencion de extractos totales proteicos. Basicamente, entre 2-4 x 107 células
fueron recogidas, lavadas dos veces con agua destilada y sometidas a un tratamiento
de 5 minutos en hielo con 0,15 M NaOH. A continuacion, se centrifugaron a baja
revolucion, se elimind el sobrenadante y se resuspendié el pellet en Tampon de carga
Laemli 2X (SDS 2%, 200 mM B-mercaptoetanol, glicerol 20%, 120 mM Tris-HCI pH
6,8, azul de bromofenol 0,002%). Posteriormente, se calentd6 a 65°C durante 10
minutos. Finalmente, para eliminar los restos celulares insolubles se centrifugd a
maxima revolucion y se elimind el pellet. Las muestras se analizaron por electroforesis
en SDS-PAGE e inmunoblot.

Cuando fue necesario obtener extractos mas conservativos para ensayos
posteriores, o el método de lisis alcalina no era compatible con la correcta deteccion
por inmunoblot de las proteinas de interés, se utilizé el siguiente método. Partiendo de
20-100x107 células, se lavaron con agua destilada estéril y se resuspendieron en 250
pl de TE (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 5 mM EDTA) complementado con 0,5 mM PMSF y 1
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pMg/ml de céctel de inhibidores de proteasas (antipapaina, leupeptina y pepstatina
(Amresco)) y un volumen similar a 200 pl de bolas de vidrio libres de materia organica
(Sigma). Se sometieron a 15 minutos de rotura mécanica en vortex a 4 °C o bien a 3
pulsos en FastPrep-24 (MPBio) a 50 m/s durante 30 segundos, dejando reposar en
hielo 3 minutos entre pulso y pulso. El extracto se pasé a un tubo nuevo, y sobre los
restos de bolas de vidrio se anadié el mismo volumen de tampén fresco, para
recuperar asi el material. El volumen final se sometié a dos centrifugaciones sucesivas
de 5 minutos a 1.000 g a 4 °C para precipitar los restos celulares de gran tamafo y las
células no rotas. Estos extractos se analizaron por inmunoblot o bien se emplearon

para ensayos posteriores que se detallan mas adelante.

6.4. Ensayos de secrecion de Kar2p

Se emplearon cultivos de células en fase exponencial temprana de crecimiento
(DOs00<1) para realizar una dilucién de DOsoo igual a 10. De cada cepa se sembro una
gota de 4 ul en medio SC o YPD, y se dej6 secar. A continuacion, se colocé encima
una membrana de nitrocelulosa previamente humedecida en agua destilada estéril. Se
incubaron las placas durante 24 horas a las temperaturas de interés, tras lo cual se
retird la membrana de nitrocelulosa, que se lavé al menos cinco veces con agua

destilada, antes de proceder a su analisis por inmunoblot.

6.5. Purificacion de proteinas recombinantes

Las proteinas recombinantes del complejo Dsl1 etiquetadas con 6xHis se
purificaron a partir de células de la estirpe BL21 de E. coli, que contenian el plasmido

pPRARE en el caso de Tip20p y de las proteinas correspondientes a dominios de Dsl1p.

Las bacterias que contenian los plasmidos crecieron en medio selectivo (LB +
ampicilina + cloranfenicol) durante toda la noche. Se diluyeron en medio 2 x YT (1,6 %
bacto-triptona, 1 % extracto de bacto-levadura, 0,5 % NaCl) hasta que alcanzaron una
DOeoo = 0.5-0.8, para inducir la expresion de las proteinas anadiendo 0,4 mM de
isopropil-p-D-tiogalactopirandsido (IPTG) a 23°C durante 4 horas o 18 °C toda la
noche. Tras la induccién, las células fueron recogidas por centrifugacion a 3.000 g
durante 30 minutos a 4 °C. El pellet se congelé a -80°C durante al menos 20 minutos.

Se resuspendio el pellet en 40 ml de tampdn de resuspensién frio (50 mM Tris-Cl, pH
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8.0, 200 mM NaCl, 20 mM imidazol, 2 mM B-ME, inhibidores de proteasas, PMSF) por

cada 3 litros iniciales de cultivo.

Las células se lisaron por sonicacion (3 pulsos de 1 minuto a intervalos de 30
segundos, con una constancia del 50%, en el nivel 3 del sonicador SONIFER 250
(Branson)) tras un tratamiento con 1 mg/ml lisozima y 40 U/ml DNAsel durante 30
minutos en hielo. El lisado celular se centrifugd a 28.000 x g (14.000 rpm en Beckman
Avanti J-E, rotor JA-17) durante 30 minutos a 4 °C para eliminar los restos celulares no
rotos. El sobrenadante obtenido se incubd en rotacion a 4 °C durante 1 hora con 625
pl de una matriz de bolas de Ni-nitriloacetic (NTA) —agarose (Qiagen) equilibradas al
50% en el tampdén de resuspension. Las bolas se equilibraron mediante

centrifugaciones y lavados sucesivos del mismo tampodn.

Las bolas se lavaron tres veces con 20 ml de tampén de lavado 1 (50 mM Tris-Cl,
pH 8.0, 200 mM NaCl, 20 mM imidazol, 2 mM B-ME), y una vez mas con tampén de
lavado 2 (50 mM Tris-Cl, pH 8.0, 200 mM NaCl, 20 mM imidazol, 2 mM B-ME, 1 mM
ATP, 5 mM MgClI2) en el caso de His6-Use1p/Dsl3p.

Las proteinas se eluyeron con tampén de elucion (270 mM imidazol, 50 mM
HEPES, pH 7.5, 150 mM KCI, 10% glicerol, 2 mM B-ME, inhibidores de proteasas)
mediante tres pases en dos litros de tampon. Finalmente se dializd contra PBS, 5%
glicerol en el caso de His6-Dsl1p y His6-Use1p/Dsl3p, y contra 20mM Tris-Cl, pH 8.0,
150 mM NaCl, 2 mM B-ME, 5% glicerol en el caso de His6-Tip20p.

Finalmente, el contenido en proteina se determind siguiendo el método de
Bradford. Para ello, las muestras se suplementaron con agua didestilada hasta un
volumen de 0,2 ml y se afiadi6 1 ml de reactivo de determinacion de proteinas
(BioRad) diluido 1:5 con agua didestilada, incubandose las mezclas 5 min a
temperatura ambiente. A continuacion, se midié la absorbancia de las mismas a 595
nm. Como patrén, se utilizaron cantidades conocidas de ovoalbumina. Por ultimo, las
proteinas recombinantes purificadas se alicuotaron y se congelaron en nitrégeno
liquido para su posterior conservacion a -80 °C. Las proteinas purificadas se usaron

para ensayos de pull-down.
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6.6. Uniéon de péptidos de los tallos citosodlicos de p24 a la

matriz

Para los ensayos de pull-down, se generaron péptidos sintéticos correspondientes
a los 11 residuos C-terminales de Emp24p y Erv25p con un residuo cisteina N-terminal
para permitir su union a la matriz.

Los péptidos usados en este estudio se muestran en la tabla VII. Los residuos

mutados se muestran en negrita. La cisteina C-terminal se muestra subrayada.

Tabla VII. Péptidos sintéticos usados en este trabajo.

Péptido Secuencia de aminoacidos

Emp24 wt CLRRFFEVTSLV

Emp24-FFAA CLRRAAEVTSLV

Erv25 CLKNYFKTKHII

Erv25-YFAA CLKNAAKTKHII

Subrayado: Cisteina C-terminal.

Negrita: Mutaciones.

Los péptidos sintéticos se conjugaron a una matriz de tiopropil-sefarosa 6B como
se describi6 previamente (Belden & Barlowe, 2001a). Para los péptidos
correspondientes a los tallos de Emp24p, la tiopropil-sefarosa se incub6é con 50%
coupling buffer (CB) (0,1 M Tris-HCI, pH 7,5, 0,5 M NaCl) y 50% DMF (CB-DMF)
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las bolas se lavaron dos veces con 10 ml
de CB-DMF. Para la union de los péptidos a las bolas, se incubaron 500 pl de bolas al
80% con 2 mg de péptido durante toda la noche a temperatura ambiente con rotacion.
En este momento se midié la eficiencia de union como se detalla abajo.

Posteriormente se lavd la matriz dos veces con CB-DMF.

Para el bloqueo de las bolas, se lavd una vez con tampén de bloqueo (BB,
Blocking Buffer. 0,1 M Tris-HCI, pH 7,5, 0,5 M NaCl, 5 mM 2-mercaptoetanol, 50%
DMF). Se incub6 con BB durante 30 minutos con rotacién a temperatura ambiente.

Finalmente, las bolas se lavaron cuatro veces con CB-DMF y se llevaron al 15%. En el
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caso de los péptidos sintéticos correspondientes a tallos de Erv25p, se siguid el mismo

protocolo excepto que no se usé DMF.

Para cuantificar la eficiencia de la union de los péptidos a las bolas, se midio la
absorbancia a 343 nm del sobrenadante de las bolas tras la incubacion con los
péptidos. Esta medida corresponde a la cantidad de 2-tiopiridona, que es equivalente a
la cantidad de péptido unido a las bolas, ya que la unién péptido-bola implica la

liberacion de este grupo.

6.7. Aislamiento de complejos proteicos de alto peso molecular

Para el aislamiento de complejos proteicos de alto peso molecular se partié de

cultivos de levaduras en fase exponencial y se lisaron en FastPrep.

Con el fin de enriquecer en interacciones presentes en el reticulo endoplasmatico,
el extracto se sometié a centrifugacion diferencial para RE (13000 g 15 min 4 °C). Tras
este enriquecimiento en membranas del reticulo, se elimind el sobrenadante y se
resuspendid el precipitado en el tampdén TNE 1% Digitonina (50mM Tris pH 7,4,
150mM NaCl, 5mM EDTA complementado con 1%(p/v) digitonina (AppliChem)), o en
el tampén TNE 1% TX-100. Se incubd 1 hora a 4 °C en rotacién, y a continuacion, se
eliminaron los contenidos insolubles por centrifugacion a 17000 g durante 1 hora a 4
°C. El sobrenadante se cargd sobre un gradiente discontinuo de sacarosa del 5 al 30%
con 0,2 % digitonina (0 0.2% TX-100) y se centrifugd a 50.000 rpm (rotor TLS-55
(Beckman Coulter)) durante 4 horas a 4 °C. A continuacion, se recogieron muestras de
105 pl, a las que se afadio tampoén de carga Laemli dejando una concentracion final
1X'y se desnaturaliz6 el inmunoprecipitado durante 10 minutos a 65°C. Las fracciones

se analizaron por electroforesis en SDS-PAGE e inmunoblot.

6.8. Analisis de interaccion proteina-proteina

6.8.1. Ensayos de pull-down

Se incubaron 100 pl de bolas (tiopropil-sefarosa con los péptidos unidos) al 15%
con proteinas recombinantes purificadas. Las bolas se equilibraron previamente con el
tampdn RB (Reaction Buffer) (150 mM KOAc, 10 mM HEPES pH 7, 0,1% TX-100). La

incubacién se llevdé a cabo con rotacion en tubos ultra-clear (Axygen) durante 30
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minutos a 4 °C. Tras esto, se lavaron las bolas seis veces con RB cambiando de tubo
la primera y la ultima vez. Finalmente, empleando puntas de diametro menor al de las
bolas, se seco la matriz mediante aspiracion, se afiadié tampon de carga Laemli 2X'y
se desnaturalizé el inmunoprecipitado durante 10 minutos a 65 °C. Por ultimo, las

muestras se analizaron por SDS-PAGE y tincion con Coomassie.

6.8.2. Co-inmunoprecipitacion

Para estudiar la interaccién entre proteinas in vivo se usaron dos aproximaciones
diferentes mediante co-inmunoprecipitacion. En ambos casos, se partié de cultivos de

levaduras en fase exponencial y se lisaron en FastPrep.

Para estudiar la interaccion fisica entre proteinas transmembrana se empleé el
tampon TNE 1% Digitonina. Todos los pasos se realizaron en hielo. Tras incubar 1
hora el extracto celular en presencia del detergente, se eliminaron los contenidos
insolubles centrifugando a 17.000 g durante 1 hora a 4 °C. A continuacion, se realizo la
inmunoprecipitacion. Se incubd durante 1 hora en TNE 1% Digitonina con la matriz de
bolas vacias (sin anticuerpos) para eliminar uniones inespecificas (bloqueo). Tras el
bloqueo, se sacé una fraccion del extracto como control de la carga total de proteinas.
El volumen varié entre 0,2%-2%, segun el experimento. Después, se incubé durante 3
horas en presencia de los anticuerpos. Para la inmunoprecipitacion de proteinas
etiquetadas con GFP o mCi se empled la matriz GFP-Trap (Chromotek). Una vez
terminada la inmunoprecipitacion, se lavo la matriz 6 veces consecutivas, cambiando
de tubo al menos dos veces. Durante los lavados, la concentracion de digitonina en el
tampon se sustituyd progresivamente desde el 1% hasta el 0,2%(p/v). Finalmente,
empleando puntas de diametro menor al de las bolas, se secd la matriz mediante
aspiraciéon y se anadi6 tampon de carga Laemli 2X y se desnaturalizé el
inmunoprecipitado durante 10 minutos a 65°C. En algunos casos se empleé PBS en
lugar de TNE.

Para analizar la interaccion entre proteinas solubles o entre proteinas
transmembranas con proteinas solubles se empleé tampén HEPES (20 mM HEPES
pH7,2, 100 mM KCI, 5 mM MgCI2) complementado con Triton X-100 1%. El protocolo
fue esencialmente el mismo que el detallado anteriormente, salvo que la concentracion

del 1% se mantuvo durante los lavados.
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Cuando se quiso enriquecer en interacciones presentes en el reticulo
endoplasmatico, antes de tratar con los detergentes, el extracto se sometio a
centrifugacion diferencial para RE (13.000 g, 15 min, 4 °C). Tras el enriquecimiento en
membranas del reticulo, se elimind el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en
el tampon de interés. Por dltimo, en todos los casos las muestras se analizaron por
SDS-PAGE e inmunoblot.

6.9. Subfraccionamiento celular

Las células se cultivaron durante dos dias en el medio de cultivo de interés sin
rebasar DOgoo=1. Se recogieron 20x107 células. Para el subfraccionamiento se adaptd

el protocolo previamente descrito (Chen et al, 2011).

Las células fueron convertidas en esferoplastos mediante digestién de la pared
celular con enzima zimoliasa 20T (USBiological). Para ello, las células recogidas por
centrifugacion se lavaron dos veces tampon fosfato y se resuspendieron en 1 ml de 50
mM tampoén fosfato complementado con 1,4 M de sorbitol. Después, se afadio 3,5 ul
de B-mercaptoetanol y 33 ul de zimoliasa 20T (15mg/ml). Se incubé a 37 °C durante
30 minutos. Todos los pasos siguientes se realizaron a 4 °C. A continuacién, se
lavaron los esferoplastos centrifugando sobre una cama de 1 ml de tampén de lavado
(100 mM HEPES pH 7,2, 1,7 M de sorbitol).

El precipitado de esferoplastos se rompié mecanicamente en 250 ul de tampén de
lisis (100 mM HEPES Ph 7,2, 1 mM EGTA) complementado con 2 mM DTT, 1X
inhibidores de proteasas y 1X PMSF). Se afiadieron 100 ul de bolas de vidrio y se
sometio a agitacion en vortex durante 3 minutos. El extracto fue diluido en 750 pl de
tampon fresco y se eliminaron los restos celulares mediante centrifugacion a 1.000 g

durante 5 minutos. Se tomaron 150 pl de total.

El extracto aclarado fue sometido a centrifugacion diferencial, 13.000 g 15 minutos
para enriquecer en reticulo endoplasmatico, o bien 100.000 g para precipitar también
el aparato de Golgi y las vesiculas. Tras esta se tomaron 150 pl de pellet y
sobrenadante y se desnaturalizaron afiadiendo 50 pl tampon de carga Laemli, al igual
que los totales, que se conservaron a -80 °C durante el transcurso del ensayo. Las
muestras se desnaturalizaron a 95 °C durante 5 minutos y se analizaron por
SDS-PAGE e inmunoblot.
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7. Técnicas de Microscopia

Todas las células analizadas mediante microscopia se obtuvieron de cultivos que
habian crecido durante dos dias sin sobrepasar DOeno=1, preservando asi la fase
exponencial de crecimiento de los cultivos. Antes de la observacidon por microscopia,
las células fueron recogidas por centrifugaciéon a bajas revoluciones y lavadas dos

veces en medio de cultivo fresco, para eliminar asi los restos celulares.

7.1. Microscopia de fluorescencia

Las imagenes de microscopia de fluorescencia fueron tomadas empleando el
microscopio OLYMPUS BX61 equipado con la camara DP60, el objetivo PlanApo
100X/1.40 aceite y los siguientes filtros:

Nombre Etiqueta Filtro de Espejo Filtro de
comercial excitacion dicroico emision
U-MNU2 DAPI BP360-370 DM400 BA420
U-MNB2 FITC BP470-490 DM500 BA520IF
U-DM-CY3 Cy3 BP530-560 DM565 BA575-646

Todas las preparaciones para captar las imagenes de fluorescencia in vivo fueron
realizadas en el momento, poniendo 2,5 ul del cultivo sobre el portaobjetos,
previamente limpio con etanol 70 %, cubiertos con un cubreobjetos de 20x20 mm y

presionadas uniformemente para retirar el exceso de liquido.

En el caso de mutantes termosensibles, estos se incubaron previamente a la

visualizacién durante un tiempo determinado a temperatura restrictiva.
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