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Las células eucariotas estdn organizadas en una serie de
compartimentos delimitados por membranas lipidicas. En cada
compartimento se realizan actividades caracteristicas, que son la
expresion funcional de las moléculas residentes. Continuamente se
llevan a cabo transferencias de metabolitos desde un compartimento a
otro, de forma que, en un instante dado, unas moléculas determinadas
ingresan en un compartimento, mientras otras parten de €l con un
destino prefijado. En muchos casos este transporte intracelular de
pequefias y grandes moléculas depende de vesiculas de transporte, las
cuales, de forma selectiva, transfieren materiales desde un

compartimento donador a otro receptor.

La ruta secretora

La ruta secretora o exocitica constituye una de las principales vias
de transporte intracelular [41]. En sentido estricto, se trata del camino
que las proteinas de secrecion recorren desde su lugar de sintesis hasta
el espacio extracelular. Sin embargo, las proteinas de la membrana
plasmética y aquellas que forman parte integral del reticulo
endoplasmico, Golgi, endosomas y lisosomas comparten también este

trayecto o, al menos, parte del mismo [10].

Las proteinas son sintetizadas en los ribosomas asociados al

reticulo endopldsmico rugoso. En este organulo tiene lugar el
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plegamiento y asociacion de las cadenas polipeptidicas. También en el
reticulo se producen ciertas modificaciones covalentes como N-
glicosilacion, formaciéon de puentes disulfuro y la incorporaciéon de
acidos grasos. Posteriormente, son englobadas en vesiculas y
transportadas hasta el complejo de Golgi. A través de su recorrido por
las sucesivas cisternas cis, medias y trans que componen el Golgi, las
proteinas suelen ser ampliamente modificadas mediante la elaboracion
de estructuras carbohidratadas complejas, sulfatacion y, en ciertos casos,
escision de propéptidos. Al final del Golgi, las proteinas son
seleccionadas y enviadas hacia su lugar final de residencia, bien sea la
membrana plasmatica, el medio extracelular, los granulos de secrecién o
los lisosomas. El transporte a través de las cisternas del Golgi y, desde

éste, hacia esos otros destinos estd igualmente mediado por vesiculas
[12].
Los organulos secretores

Reticulo endoplasmico y complejo de Golgi constituyen, pues, las
estaciones fundamentales del flujo exocitico. La organizacién

morfofuncional de ambos organulos guarda relacion con la posicién que

cada uno de ellos ocupa en la via.

Reticulo endoplasmico

Es un organulo unico constituido por un conjunto de cisternas
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membranosas interconectadas. Forma una red o entramado membranoso
extendido por todo el citoplasma. Aunque actualmente existe la
tendencia a reconocer que consta de otros subcompartimentos
adicionales [48], la idea tradicional era considerarlo subdividido en dos
partes estructural y funcionalmente diferentes, aunque fisicamente
continuas entre si. El reticulo endopldsmico rugoso presenta una
organizacion en saculos, con ribosomas adosados a su superficie
citosélica. Es el lugar de ingreso de las proteinas en la ruta exocitica. El
reticulo endoplasmico liso consta de una red de tibulos y esta implicado
en la biosintesis de lipidos y en reacciones de detoxificacion. Ademas,
determinadas regiones del reticulo, cuya configuracién es en parte
rugosa y en parte lisa, constituyen lugares de exportaciéon de moléculas;
es el llamado reticulo de transicion [41]. A este nivel, las proteinas son

incluidas en vesiculas de transporte para ser enviadas al complejo de

Golgi.

Compartimento intermedio

En los ultimos afios se ha resaltado la existencia de acimulos de
vesiculas y tabulos, con propiedades particulares, en un area
citoplasmica comprendida entre el reticulo endoplédsmico y el Golgi.
Tales estructuras parecen constituir el sitio preferente de evaginacion de
ciertos virus animales [53] y son normalmente lugares de transito de las
proteinas durante su transporte desde el reticulo al Golgi [25].
Asimismo, se han descrito proteinas marcadoras de estas membranas

que, por hallarse practicamente ausentes de otros organulos, tendrian la
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consideracion de residentes [15]. Se trataria, por tanto, de una estacion
adicional, con identidad propia, en la ruta secretora. Aunque se
desconocen las actividades funcionales caracteristicas  del
compartimento intermedio, se ha sugerido que podria constituir un lugar
de verificacion del estado de procesamiento y conformacién de las
proteinas [13]. Aquellas que superan tal control de calidad podrian
seguir la via de transporte hacia el complejo de Golgi, en tanto que las
proteinas mal configuradas y los componentes endogenos del reticulo

retornarian a este ultimo organulo.

Complejo de Golgi

El complejo de Golgi es centro de convergencia de las rutas
exocitica y endocitica, y, por tanto, un organulo clave en el control del
trafico intracelular de proteinas y lipidos [33]. Estructuralmente se halla
organizado en una serie de cisternas o sdculos apilados. En realidad,
consta de varias pilas de saculos o dictiosomas que, en las células
animales, se hallan conectados lateralmente formando un entramado
membranoso Unico, situado perinuclearmente y alrededor del

centrosoma [33].

El Golgi es un organulo funcionalmente polarizado. Las proteinas
procedentes del reticulo endopldsmico ingresan en él a nivel de su cara
cis 0 CGN (red cis del Golgi) y lo abandonan por su cara trans o TGN

(red trans del Golgi). Entre ambos extremos se encuentran grupos de
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cisternas (cis, medias y trans), que las proteinas atraviesan

secuencialmente [10].

El mantenimiento de la identidad molecular de los organulos

secretores

Cada uno de los compartimentos de membrana que forman parte
de la ruta secretora posee una dotacion propia de moléculas residentes
que lo caracterizan y diferencian de otras estructuras. A pesar del
incesante flujo de moléculas que por ellos discurren, los orgénulos
mantienen sus propiedades individuales. Para ello se utilizan dos
mecanismos [38]. Por un lado, existen secuencias sefializadoras que,
incorporadas a los componentes integrales de un determinado
compartimento, los identifica y permite su retencion especifica. Por
ejemplo, las proteinas endogenas del reticulo endoplasmico poseen una
secuencia caracteristica de aminoécidos que las identifica como tales
[43]. La estrategia es diferente para las proteinas integrales del complejo
de Golgi. En este caso, las proteinas no presentan una secuencia de
aminoacidos comun, pero poseen segmentos transmembranas que se
asocian entre si formando complejos oligoméricos [37]. La retencion de
éstos en microdominios lipidicos de la membrana excluiria su

incorporacion en vesiculas de transporte.
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El mantenimiento de la organizacion estructural de los organulos

secretores

En todo momento, la estructura de los orgéanulos secretores es
resultado de un equilibrio dindmico entre importacion y exportacion de
componentes [19]. Si consideramos por ejemplo al complejo de Golgi,
continuamente llegan hasta €l vesiculas procedentes del reticulo
endoplasmico conteniendo proteinas y lipidos de sintesis reciente.
Desde el Golgi, a su vez, parten vesiculas con moléculas destinadas a
residir en otras localizaciones. Durante interfase el Golgi mantiene su
organizacion de cisternas apiladas gracias a un balance aproximado
entre ambas actividades. En mitosis el transporte reticulo-Golgi se
interrumpe y, consecuentemente, cesa la incorporacién de membrana al
Golgi. En estas condiciones, el organulo se desorganiza en vesiculas
[65]. Es, pues, crucial para la célula controlar los flujos de membranas
en una y otra direccion, de forma que sea posible adecuarlos a las

necesidades funcionales en cada momento.

El transporte exocitico esta acoplado al transporte retrégrado

Los sistemas de retencion de proteinas endégenas no evitan que,
ocasionalmente, algunas de estas moléculas abandonen el organulo de
residencia y, siguiendo el flujo general, alcanzen otra localizacién [44].

Existe, sin embargo, la posibilidad de recuperar estas proteinas
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escapadas y hacerlas retornar a su lugar de origen. Esta via se conoce
como transporte retrogrado y es esencial para el mantenimiento de la
identidad de los organulos y la propia funcionalidad de la ruta secretora
[25]. El caso mejor conocido es el de las proteinas solubles o luminales
del reticulo endoplasmico. Las proteinas de esta clase tienen en su
extremo carboxilo la secuencia de cuatro aminoacidos KDEL, que
funciona como sefial de retencion [36]. Sin embargo, constantemente
algunas de ellas son incorporadas en vesiculas de transporte y logran
viajar hasta el complejo de Golgi. Alli son reconocidas por un receptor
especifico para KDEL vy, posteriormente, devueltas al reticulo mediante
transporte retrogrado [42]. A través de esta misma ruta se hacen retornar
al reticulo proteinas mal plegadas que, aunque no son componentes
enddgenos de este organulo, deben proseguir su procesamiento en el
mismo [13]. En definitiva, el transporte retrogrado es cosustancial al

transporte anterdgrado a través de la ruta secretora.

Maquinaria molecular que sustenta el transporte vesicular

Todos los pasos de transporte en la via exocitica estan mediados
por vesiculas [41]. Son procesos complejos que comprenden varias
etapas y en los que estan implicadas diferentes tipos de moléculas. En
términos generales puede esquematizarse el transporte en las siguientes
fases: evaginacion de una vesicula a partir de un compartimento
donador, desplazamiento, reconocimiento de un compartimento receptor
y fusion con €l [50]. El uso de sofisticadas técnicas bioquimicas, como

son los sistemas de transporte in vitro, y la obtencidn en levaduras de
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mutantes de secrecidn, han permitido la identificacion de muchas de las
moléculas participantes. La mayoria son proteinas altamente
conservadas entre eucariotas y, en conjunto, constituyen lo que se

conoce como maquinaria de transporte.

Proteinas de cubierta

El transporte se inicia con la asociacién a la membrana del
compartimento donador de un conjunto de proteinas citosélicas para
constituir una cubierta. Ello permite la deformacion progresiva de la
membrana, constituyéndose primero una protuberancia, que
posteriormente se evagina como vesicula cubierta. Probablemente el
transporte exocitico dependa de varios tipos de proteinas de cubierta,
pero las mejor caracterizadas son aquellas conocidas como COP I [30].
Se trata de un complejo equimolecular de siete polipéptidos que media
el transporte reticulo-Golgi e intra-Golgi [66]. La cubierta es transitoria.
Con anterioridad a su fusion con el compartimento receptor, la vesicula

se desprende de sus proteinas de cubierta, las cuales vuelven a su forma

citosolica [50].

Proteinas monoméricas de unién al GTP

El transporte vesicular depende de pequefias proteinas (~21 Kda)

de union al GTP pertenecientes a la familia del oncogén ras [45]. Se

trata de proteinas monoméricas que, en conjunto, regulan procesos
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celulares muy variados. En principio son proteinas citosolicas aunque,
tras experimentar una modificacion post-traduccional de tipo lipidico, se
asocian reversiblemente a las membranas bioldgicas para llevar a cabo
sus funciones . Presentan un dominio de unién a nucleétidos de guanina
ocupado, alternativamente, por GTP 6 GDP. La activacidén de estas
proteinas consiste en el intercambio de GDP por GTP. Tras hidrolizar el
GTP, las proteinas ras vuelven al estado inactivo de unién al GDP.
Proteinas accesorias regulan el intercambio de GDP por GTP, asi como
la hidrélisis del GTP [58]. En lo que se refiere al transporte vesicular

destacan dos clases de proteinas:

Arf

Arf es un tipo de proteina ras que presenta una cadena de acido
miristico como modificacidon post-traduccional [68]. En la célula, arf
alterna entre un estado inactivo, en el que la proteina esta unida a GDP y
se encuentra en forma soluble 6 citosdlica, y otro activo, de union a GTP
y asociado a membrana. La activacion de arf consiste, por tanto, en el
intercambio de GDP por GTP, lo que ocasiona un cambio de
conformacidon que posibilita su inserciéon en membranas a través del

radical miristico [54].

La union de arf a una membrana particular trae consigo la
incorporacién a la misma de proteinas de cubierta procedentes del

citosol [8]. A su vez, la asociacion de las proteinas de cubierta origina la
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formacion de vesiculas cubiertas. En otras palabras, arf es, en ultimo

término, la proteina que desencadena el proceso de evaginacion [50].

En forma inversa, tras hidrolizar GTP, arf retorna a su estado
soluble e inactivo. El desprendimiento de arf de la membrana de la
vesicula da lugar a que las proteinas de cubierta también se disocien de
ella. Se produce asi la pérdida de la cubierta proteica, como requisito

previo para que la vesicula pueda reconocer al compartimento receptor y

fundir con el [61]

La importancia para el transporte vesicular del ciclo normal de
activacion e inactivacion de arf queda puesta de manifiesto en los
experimentos con GTPyS. Este es un andlogo no hidrolizable del GTP,
capaz de incorporarse a las moléculas de arf en su sustitucion. En
presencia de un exceso de GTPyS, arf permanece en un estado de
activacion permanente, por lo que la pérdida de la cubierta no tiene

lugar y el transporte queda bloqueado a nivel de las vesiculas cubiertas

[31].

Rab

Al igual que arf, las proteinas rab son intrinsecamente
hidrofilicas, aunque se asocian a las membranas mediante grupos

isoprenoides. Estan implicadas en el reconocimiento del compartimento



Introduccién 13

receptor por parte de la vesicula de transporte [46]. Dado que esta
interaccién entre membranas es especifica, cada paso del transporte
vesicular se halla regulado por una dotacion particular de proteinas rab
[39]. Los cambios ciclicos que experimentan son similares a los de las
otras proteinas ras y estan relacionados con las interconversiones,

reguladas por otras proteinas, entre GDP y GTP.

Complejo proteico de fusion

Un complejo proteico constituido por proteinas solubles e
integrales de membrana cataliza la fusion de la vesicula con el
compartimento receptor [1]. Las proteinas participantes pertenecen a

tres categorias:

v-SNAREs y t-SNAREs

Proteinas integrales de la membrana de la vesicula, denominadas
genericamente como v-SNAREs, determinan el orgéanulo con el cual ha
de fundir. Por su parte, la membrana receptora presenta proteinas,
conocidas como t-SNARESs, que interaccionan especificamente con las
primeras. Este reconocimiento muituo entre moléculas complementarias
constituye la base molecular de la especificidad en las interacciones
entre vesiculas de transporte y compartimentos de membrana [55]. Las
proteinas rab anteriormente comentadas modulan el reconocimiento

entre SNARESs, determinando el anclaje final de la vesicula a su
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membrana receptora [50].

SNAPs

Constituido el complejo entre v-SNARE y t-SNARE, se
incorporan las proteinas citosolicas llamadas SNAPs [5]. Estas no son
especificas de un paso de transporte particular, puesto que participan en
multiples interacciones entre membranas. Su funcién parece ser la de

reclutar proteinas de fusion del tipo NSF.

NSF

Es una proteina citosolica con actividad ATPasica que cataliza la
fusién entre membranas que, previamente, se han reconocido de forma
especifica y se encuentran, por tanto, muy préximas [55]. Por si mismo
el factor NSF no posee afinidad por las membranas, pero se une
rapidamente al complejo formado por v-SNARE/t-SNARE y SNAPs.
Mediante un mecanismo no conocido, NSF utiliza la energia
proporcionada por la hidrélisis del ATP para inducir la fusién entre
bicapas lipidicas [50]. De esta forma, la vesicula de transporte funde con
su compartimento receptor, descargando en el su contenido. Tras ello, el
complejo de fusion se desorganiza. NSF y SNAPs recuperan su
condicion de proteinas solubles y las v-SNAREs retornan al

compartimento en el que estaban originalmente ubicadas.
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Control del trafico vesicular. Papel de las proteinas G

heterotriméricas

Segun una idea muy extendida, la maquinaria molecular que
sustenta el transporte vesicular se encuentra sometida a regulacion [28].
Tal control determinaria el nimero y tipo de las vesiculas de transporte
producidas a partir de un compartimento determinado, asi como la
cantidad y naturaleza de las moléculas transportadas. Asimismo, es
probable que la célula regule las relaciones compensatorias entre
diferentes rutas de transporte a fin de mantener la organizacion
estructural de los organulos implicados. Los mecanismos de control y
las moléculas reguladoras participantes son practicamente desconocidos.
Sin embargo, segin estudios recientes, entre éstas ultimas se
encontrarian las proteinas G heterotriméricas. Se ha comprobado que
existen formas intracelulares de proteinas G, cuya activacion o
inhibicion repercute en la capacidad secretora de las células o en la
velocidad de transporte desde un organulo particular a otro [4]. Asi, por
ejemplo, el transporte desde Golgi a superficie celular [47], la
produccion de granulos de secrecion [24] o el proceso de transocitosis

[14] parecen estar regulados por proteinas G de diferentes tipos.

Las proteinas G triméricas son conocidas fundamentalmente por
su participacion en procesos de traduccion de sefiales quimicas a nivel
de la membrana plasmatica [11]. En esta lozalizacion, llevan a cabo el
acoplamiento funcional de receptores de membrana activados con

moléculas efectoras del tipo de enzimas o canales i6nicos. En tal
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sentido, los hallazgos sobre la participacion de proteinas G en el control
del trafico intracelular abren la posibilidad de identificar rutas de
sefializacion similares a nivel de las membranas limitantes de ciertos

orgéanulos.
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El objeto del presente estudio es analizar los requerimientos y
propiedades de una modalidad de transporte retrégrado Golgi-reticulo
endoplasmico inducido por factores citosdlicos, asi como examinar la

implicacion en el proceso de factores reguladores del tipo de proteinas G

heterotriméricas.



MATERIAL
Y
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Cultivos celulares

Las lineas celulares utilizadas fueron: NRK (normal rat kidney),
HeLa y COS. Las células fueron cultivadas en monocapa con medio
Eagle modificado segin Dulbecco (DMEM, Life Technologies,
Renfrewshire, Reino Unido) conteniendo 10% de suero fetal de ternera,
20 mM de L-glutamina, 50 unidades/ml de penicilina y 50 pg/ml de
estreptomicina. Los cultivos se mantuvieron a 37°C en una atmosfera
compuesta de 5% de CO, y 95% de aire. Cada dos dias las células
recibieron medio nuevo, siendo utilizadas para la realizacion de los

experimentos al alcanzar el 90% de confluencia.

Infeccion de las células con el mutante tsO45 del virus VSV

Utilizamos un mutante termosensible (tsO45) del virus de la
estomatitis vesicular (VSV). La propagacion del virus se efectu6 a 37°C
en células COS. El medio de cultivo conteniendo viriones procedentes
de células lisadas fue aclarado por centrifugacién (8.000xg, 10 min) y
titulado sobre monocapas de células NRK. Habitualmente, la suspension
contenia alrededor de 10’ pfu/ml. Las alicuotas de esta solucién fueron

almacenadas a -80°C.

Las monocapas de células NRK cultivadas en placas de 10 cm de

didmetro fueron infectadas con 25 unidades formadoras de placa (pfu)



24 Material y métodos

por célula. La adsorcion del virus a la superficie celular se realizo6
durante 45 min a 32°C, con agitacion suave, en 2 ml de medio DMEM
sin suero, conteniendo 25 mM Hepes. 1.5 ml del medio de infeccion
fueron reemplazados por 4.5 ml de medio completo con Hepes,

continuando la incubacion durante 2 h a 32°C.

Marcaje metabélico

Las células fueron incubadas a 39.5°C durante 15 min en medio
con suero carente de metionina y cisteina, a fin de reducir los niveles
intracelulares de estos dos aminoacidos. 100 uCi de Tran’S-label (ICN
Radiochemicals, Cleveland, EEUU) fueron afiadidos a cada placa de
cultivo de 10 cm de didmetro. Después de 3.5 min de marcaje
radiactivo, las células fueron transferidas a hielo y lavadas con PBS frio
conteniendo 1.5 mg/ml (un exceso de 100 veces) de metionina y cisteina
no radiactivas. El medio de caza consisti6 en medio de ensayo (se
describe posteriormente) conteniendo esta misma cantidad de ambos

aminoacidos.

Permeabilizacion de las células con estreptolisina O

Se utilizaron células cultivadas sobre placas de cultivo o bien
sobre cubreobjetos cubiertos con poli-D,L-lisina (Sigma Chem. Co., St.
Louis, EEUU). Las monocapas fueron incubadas en hielo durante 5 min

con 1 wunidad/ml de estreptolisina O (Wellcome Diagnostics,
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Beckenham, Reino Unido) disuelta en 20 mM Hepes-KOH (pH 7.2),
110 mM KOAc, 2 mM Mg(AcO),, ImM DTT. Tras lavar

abundantemente con este mismo tampdén frio, las células fueron
incubadas a 37°C durante 5 min con 25 mM Hepes-KOH (pH 7.2), 75
mM KOAc, 2.5 mM Mg(AcO),, 5 mM EGTA y 1.8 mM CaCl,. La

mayoria de las proteinas citosélicas fueron liberadas después de lavar

varias veces las células permeabilizadas con este ultimo tampon.

Preparacion de proteinas citosélicas y fraccionamiento

El método de preparacion fue el descrito por Taylor et al [62] con
ligeras modificaciones. Todos los pasos se realizaron a 4°C. El cerebro
bovino fue despojado de meninges e incubado toda la noche en 25 mM
Tris-HCI (pH 8.0), 500 mM KCl, 250 mM sacarosa, ImM DTT y 1mM
PMSF. La homogenizacion tuvo lugar en 500 ml de este mismo tampo6n
y se utiliz6 un Omni-mixer. El homogenado fue sometido a
centrifugacion (150.000xg durante 90 min) y el sobrenadante dializado
exhaustivamente (18 h) contra varios cambios de 25 mM Hepes-KOH
(pH 7.2), 50 mM KAcO, 1 mM Mg(AcO),. La solucién fué centrifugada
a 10.000xg durante 30 min para eliminar precipitados y después
concentrada hasta obtener 15-20 mg de proteina/ml. Alicuotas de esta

preparacion fueron congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a

-80°C.

El fraccionamiento de las proteinas citosolicas se efectué por
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cromatografia de interaccion hidrofébica. Las proteinas precipitadas con

30 % de (NH,),SO,. fueron dializadas contra 25 mM Hepes-KOH (pH
7.2), 50 mM KAcO, 1 mM Mg(AcO), y aplicadas a una columna (14 ml

de capacidad) de fenil-sefarosa CL-4B, previamente equilibrada con este
mismo tampén conteniendo 10 % de (NH,),SO,. La elucion se llevo a
cabo con concentraciones crecientes (0, 30, 50, 70%) de etilénglicol en
tampon. Las fracciones fueron dializadas contra 25 mM Hepes-KOH
(pH 7.2), 75 mM KOAc, 2.5 mM Mg(AcO),, 5 mM EGTA y 1.8 mM
CaCl,

Medio de ensayo y condiciones de incubacion

Las células permeabilizadas fueron incubadas en tampén de
transporte (25 mM Hepes-KOH (pH 7.2), 75 mM KOAc, 2.5 mM
Mg(AcO),, 5 mM EGTA y 1.8 mM CaCl)) conteniendo citosol de
cerebro bovino (0.1-10 mg de proteina/ml) y un sistema regenerador de
ATP formado por: ImM ATP, 5 mM creatina fosfato y 0.2 unidades de
creatina fosfoquinasa (los tres productos de Sigma Chem. Co., St. Louis,
EEUU). En los experimentos encaminados a analizar el procesamiento
oligosacaridico de la glicoproteina G del virus VSV, el medio de ensayo
fué suplementado ademas con 1 mM UDP-GIcNAc y 2 mM UDP-Gal.
Excepto cuando se especifica en forma distinta, las incubaciones se

realizaron a 37°C durante el tiempo indicado en cada caso.
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Analisis de la proteina G del virus VSV

Se utilizaron células infectadas que, previamente, fueron
radiomarcadas, permeabilizadas e incubadas con medio de ensayo
conteniendo proteinas citosdlicas y sistema regenerador de ATP. Las
células fueron transferidas a hielo, lavadas con PBS frio y lisadas con 50
mM Tris-HCI (pH 8.0), 400 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 % Triton X-100,
conteniendo inhibidores de proteasas (5 mM benzamidina, ]| mM PMSF,
100 pg/ml inhibidor de tripsina de soja). Los lisados fueron
centrifugados en microfuga (3000xg, 5 min) y los sobrenadantes
utilizados para inmunoprecipitar la glicoproteina G con el anticuerpo
monoclonal P5D4, dirigido contra el extremo carboxilo terminal de la
proteina [20]. La incubacion se realizdO durante 2 h a temperatura
ambiente y con agitacion. Posteriormente, se afiadieron 400 pg/muestra
de proteina G-Sefarosa CL-4B (Sigma Chem. Co., St. Louis, EEUU).
Tras 1 h de incubacién, los inmunoprecipitados fueron lavados varias
veces con tampoén de lisis y, después, desnaturalizados por ebullicidon en
tampon acetato 100 mM (pH 5.6) conteniendo 0.2% SDS, 0.02 % Tritén
X-100, 5 mM benzamidina y 1 mM PMSF. Las proteinas disociadas
fueron digeridas a 37°C durante 16 h con 0.1 U/ml de endoglicosidasa H
(endo H, Boehringer Mannheim, Alemania). Las muestras fueron
después diluidas con tampén de electroforesis, reducidas con DTT y
sometidas a ebullicion, antes de ser analizadas mediante electroforesis
monodimensional en geles de SDS-poliacrilamida. Se utilizaron geles
con un contenido de acrilamida del 7.5 %, los cuales fueron analizados

con los detectores de radiactividad Instantimager y FUJIX BAS 1000.
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Inmunofluorescencia indirecta

Se utilizaron monocapas adheridas a cubreobjetos. Las células
fueron fijadas a temperatura ambiente durante 30 min con 4% de
formaldehido (preparado a partir de paraformaldehido) en PBS, (pH
7.4). Después fueron lavadas secuencialmente con PBS y PBS
conteniendo 0.5% albimina de suero bovino (BSA, Sigma Chem Co.,
EEUU), antes de ser permeabilizadas durante 10 min con 0.05% de
saponina (Sigma) disuelta en PBS/0.5% BSA. Los distintos anticuerpos
utilizados  fueron diluidos en esta misma soluciéon de
PBS/BSA/saponina. Las incubaciones se realizaron en cdmara humeda,
durante 30 min a 37°C, o bien durante 2 h a tempertaura ambiente. Para
la deteccion de B-COP, sin embargo, el antigeno hubo de ser
parcialmente desnaturalizado con anterioridad a la incubacién con el
anticuerpo primario. En este caso, las células fijadas fueron
permeabilizadas con 0.2% de Tritén X-100 y 0.5 % de SDS. Tras la
incubacién secuencial con anticuerpo(-s) primario(-s) y anticuerpo(-s)
secundario(-s) marcado con fluoresceina o rodamina (TAGO,
Burlingame, EEUU), las células fueron lavadas con PBS y montadas
sobre portaobjetos, utilizindose 10% PBS/90% glicerol como medio de
montaje. La observaciéon de las muestras fue realizada en un
fotomicroscopio Olympus AHBT3 dotado con dispositivo de

epifluorescencia.
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Microscopia electronica convencional

Las células, cultivadas en placas de 35 mm, fueron fijadas a
temperatura ambiente durante 1 h en 2.5% glutaraldehido en tampon

cacodilato sédico 100 mM (pH 7.4) conteniendo 0.1mM de CaCl, y 0.1
mM de MgCl,. Tras varios lavados con tampon cacodilato conteniendo

5% de sacarosa, fueron tratadas a 4°C durante 1 h con la mezcla 1%

0s0,/1% K, Fe(CN), preparada en tampén cacodilato. Posteriormente,

fueron lavadas con tampén e incubadas durante 30 min a 4°C con 1% de
acido tanico en cacodilato. Las células fueron lavadas con agua
destilada, incubadas toda la noche con 1% de acetato de uranilo en agua,
deshidratadas en soluciones de etanol de gradacion creciente e incluidas
en resina Epon 812. Las secciones finas fueron tefiidas con acetato de

uranilo y citrato de plomo y observadas en un microscopio Philips

CM10.

Inmunoperoxidasa

Y

T

Las células fueron fijadas durante 4 h a temperatura ambiente en
el fijador conocido como PLP (2% paraformaldehido/75 mM lisina/10
mM NalO, en tampé6n fosfato 37.5 mM, pH 6.2) [64]. Tras varios

lavados con PBS, fueron permeabilizadas con 0.005 % de saponina en
PBS conteniendo 0.5% BSA. La incubacién con anticuerpo primario
tuvo lugar durante toda la noche a 4°C en PBS/BSA/saponina. El
anticuerpo secundario acoplado a HRP (TAGO, Burlingame, EEUU) fue

también diluido en esta solucidon y las células estuvieron expuestas a €l
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durante 2 h a temperatura ambiente. Después fueron postfijadas con
glutaraldehido al 4% en tamp6n cacodilato 100 mM (pH 7.4)
conteniendo sacarosa al 2%. Tras varios lavados con tampoén, la reaccion
fue revelada mediante incubacién con una solucién de 2 mg/ml de
diaminobenzidina (Sigma Chem Co., EEUU) en 50 mM Tris-HCI, pH

7.4, activada con 0.01% de H,0,. Las células fueron tratadas con 1%

0s0,/1% K Fe(CN), , deshidratadas e incluidas en Epon.
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Tratamientos

Utilizamos los siguientes anticuerpos especificos:

Anticuerpo

Referencia

Antigeno

VSV

Anti-Manosidasa I1 Policlonal Dominio luminal de la | Velasco y cols,
enzima de Golgi a-1,2-| 1993
manosidasa II de rata

Anti-KDEL Monoclonal Secuencia KDEL de Tooze y cols,
las proteinas luminales | 1989
del reticulo
endoplasmico

Anti-GalTf Monoclonal Galactosil transferasa |Rothy
humana, enzima de la | Bergher,
cara trans del Golgi 1982

Anti-TGN 38 Policlonal TGN 38 de rata, Luzio y cols,
proteina integral de la | 1990
red trans-Golgi

Anti-B-COP Monoclonal B-COP, proteina de Duden y cols.,
cubierta de las 1991
vesiculas de transporte

Anti-Gos Policlonal Subunidad as de las Gilman, 1987
proteinas G
heterotriméricas Gs

Anti-Goi Policlonal Subunidad o de las Gilman, 1987
proteinas G
heterotriméricas Gi

Anti-proteina G Monoclonal Extremo C-terminal de |Nakada y cols,

P5D4 la proteina G del virus | 1991
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Asimismo, utilizamos los compuestos:

Compuesto Efecto Dosis Referencia
Turner y
Nocodazol Inhibe la polimerizacion de la tubulina 5uM [Tartakoff,1989
GTPyS Activa las proteinas G de forma 100 uM | Balch y cols.,
permanente 1984
N-etilmaleimida (NEM) |Inhibe la fusion de las vesiculas de 1 uM | Balchy cols.,
transporte con los compartimentos 1984
receptores
50mM de
AlF 3 5, Activa a las proteinas G AIC13y |Kahn, 1991
heterotriméricas 30 mM de
NaF
Subunidad By de la|lnactiva alas subunidades o libres al 5uM |Bomsel y
transducina formar un complejo trimérico (o.fy) Mostov, 1992
Toxina del Célera (TC) | Activa a las subunidades Gois Img/ml | Gilman, 1987
Toxina de Pertussis (TP) |Inhibe a las subunidades Gai 0.5 mg/ml | Gilman, 1987
Mastoparan Estimula a las proteinas G 0.5 uM | Higashijima y
heterotrimericas Gi /Go cols., 1990
Adenosin monofosfato Segundo mensajero que activa a las 0.1 pM | Gilman, 1987

ciclico (AMPc)

quinasas A




RESULTADOS



34 Resultados

Organizacion ultraestructural de las células NRK

Utilizamos células NRK (normal rat kidney) para estudiar la
implicacién de factores reguladores en el control del transporte
intracelular de proteinas. Esta linea, procedente de células epiteliales del
rifion de rata, estd constituida por células poligonales que, en cultivo,

crecen en monocapa.

Las células NRK tienen el ntcleo en posicidn central, rodeado por
organulos secretores como el complejo de Golgi y el reticulo
endoplasmico (Fig. 1). El Golgi se localiza en posicién perinuclear,
junto al centrosoma. Estd constituido por una serie de dictiosomas
conectados entre si, cada uno de los cuales consta de 4-6 cisternas
apiladas, con numerosas vesiculas asociadas. En este tipo celular el
reticulo endopldsmico es mayoritariamente rugoso, presentando zonas
dilatadas de contenido electron-lucido y cisternas delgadas de contenido
denso. Los endosomas son numerosos y variados, existiendo tanto
endosomas primarios como secundarios, cuerpos multivesiculares, etc.
Las mitocondrias son abundantes, generalmente alargadas y con crestas

longitudinales.



Resultados

35

e
. S

o

Fig. 1 : Caracteristicas ultraestructurales de las células NRK. N: nicleo; G:
complejo de Golgi; RE: reticulo endopliasmico; E: endosoma; L: lisosoma; m:

mitocondria. Barra, 0.25 pm.




36 Resultados

Deteccion de los organulos secretores por

inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia indirecta permite estudiar la distribucién
topologica de los organulos secretores asi como los cambios que estos
puedan experimentar. En las células control, procesadas mediante esta
técnica, el complejo de Golgi aparece constituido por una serie de
membranas entrelazadas y serpenteantes, concentradas en la zona
perinuclear (Fig. 2a). A menudo, la tincion fluorescente del Golgi ofrece
una imagen caracteristica de “media luna”. Por su parte, las cisternas del
reticulo aparecen como un fino entramado extendido por el citoplasma

periferico (Fig. 2b).

El sistema de células permeabilizadas con estreptolisina O
permite estudiar la regulacion del transporte intracelular de

proteinas

La estreptolisina O es una toxina bacteriana capaz de insertarse en
las membranas bioldgicas y crear en ellas poros permanentes de un
diametro préximo a los 15 nm [3]. Con el fin de limitar la perforacién a
la membrana plasmatica, tratamos células NRK con estreptolisina O a
4°C vy, tras lavar el exceso de toxina no unida a la membrana, las
incubamos a 37°C. A esta temperatura las moleculas de toxina,
previamente incorporadas a la membrana, se asocian entre si

permitiendo la formacion de poros.
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Fig. 2: Patrén de distribucién de los orgdnulos secretores analizado por
inmunofluorescencia indirecta. a: Deteccién del complejo de Golgi con un
anticuerpo dirigido contra o-manosidasa I, una enzima integral de este organulo.
b: Deteccién del reticulo endopldasmico con un anticuerpo dirigido contra la
secuencia KDEL, presente en la mayoria de las proteinas luminales del reticulo.

Barra, 20pm.
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Las células asi permeabilizadas pierden la mayor parte de sus
proteinas citosdlicas; por ejemplo, mas del 90% de la actividad lactico
deshidrogenasa se libera al medio en estas condiciones. No obstante, los
organulos secretores mantienen su organizacién estructural (Fig. 3). El
complejo de Golgi conserva sus membranas apiladas y las cisternas del
reticulo endoplasmico rugoso conservan los ribosomas asociados. Las

mitocondrias, sin embargo, muestran signos de alteracién funcional.

Dado que en las células permeabilizadas con estreptolisina O el
interior celular se hace accesible a moléculas forineas de alto peso
molecular, estudiamos la posibilidad de reproducir en este sistema los
procesos de transporte entre organulos secretores que normalmente
operan en c€lulas intactas. Asi, al afiadir proteinas citosdlicas y un
sistema regenerador de ATP conseguimos monitorizar el transporte de
proteinas recién sintetizadas desde el reticulo hasta el Golgi (Fig. 4). Por
tanto, este resultado muestra la idoneidad del sistema de células
permeabilizadas para el estudio de la maquinaria molecular que sustenta

el trafico entre organulos.

Un exceso de proteinas citosolicas induce la desorganizacion

selectiva del Complejo de Golgi

Las células NRK permeabilizadas con estreptolisina O e
incubadas a 37°C con una baja concentracién de proteinas citos6licas

(0.1-0.5 mg/ml) y sistema regenerador de ATP no mostraron cambios
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Fig. 3: Ultraestructura de las células permeabilizadas con estreptolisina O. N: miicleo; G:

complejo de Golgi; RE: reticulo endopldsmico; m: mitocondria. Barra, 0.25um

min 0 10 20 40 60
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Fig. 4: Transporte desde el reticulo endoplismico al complejo de Golgi de la proteina G del
virus VSV en células permeabilizadas con estreptolisina O. Células infectadas con el mutante
termosensible tsO45 del VSV fueron marcadas radioactivamente con Trans>S-label a
temperatura restrictiva (39.5°C), permeabilizadas e incubadas a temperatura permisiva (32°C)
con 100 pug/ml de proteinas citosélicas y sistema regenerador de ATP. A los tiempos indicados
las células fueron lisadas, la proteina G inmunoprecipitada, tratada con endoglicosidasa H y
analizada mediante electroforésis en SDS-PAGE. La aparicion de 2 bandas con distinta
movilidad durante el curso del tiempo pone de manifiesto el procesamiento de la proteina G
desde una forma sensible (S) a otra resistente (R) a endoglicosidasa H y se corresponde con las

modificaciones oligosacaridicas experimentadas en el complejo de Golgi.
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estructurales en la organizacion del complejo de Golgi (Fig. 5). De
hecho, tras 2 6 3 h de incubacién el organulo mantuvo una morfologia
similar a la descrita para células recién permeabilizadas (Fig. 3). Sin
embargo, en las células perforadas expuestas durante 1 h a 37°C a una
alta concentracién de proteinas citosdlicas (1-5 mg/ml) el complejo de
Golgi experiment6 importantes alteraciones estructurales. En lugar de la
organizacidn cisternal caracteristica, se observaron redes membranosas
tubulovesiculares en el area perinuclear de la célula (Fig. 6). Se trata de
estructuras irregulares, muy ramificadas, proximas a cisternas del

reticulo endoplasmico y con algunas vesiculas asociadas.

Al contrario que el Golgi, la envoltura nuclear y el reticulo
endopldsmico no mostraron modificaciones ultraestructurales
significativas al incubar las células permeabilizadas con un exceso de
proteinas citosélicas (Fig. 6). Tampoco tuvo lugar el proceso de
desorganizacién del Golgi, cuando la preparacién de proteinas
citosolicas fue previamente desnaturalizada mediante calor o sustituida
por una proteina irrelevante como albiumina de suero bovino. Asi pues,
se trata de un efecto selectivo sobre el Golgi provocado por

determinados factores citosdlicos.
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Fig. 5: Ultraestructura del complejo de
Golgi en células permeabilizadas con
estreptolisina O e incubadas durante 1 h. a
37°C con baja concentracion de proteinas
citos6licas (0.1 mg/ml) y sistema

regenerador de ATP. Barra, 0.2um.

Fig. 6: Organizacién ultraestructural del area de Golgi en células permeabilizadas con

estreptolisina O ¢ incubadas durante 1 h. a 37°C con alta concentracién de proteinas

citosdlicas (1.5 mg/ml) y sistema regenerador de ATP. Barra, 0.2 um.
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Curso temporal de la desorganizacion del Golgi

Estudiamos el curso temporal de la desorganizacion del Golgi
inducida por factores citosélicos. Para ello, las células permeabilizadas
con estreptolisina O fueron incubadas con una alta concentracion de
proteinas citosoOlicas, fijadas a distintos intervalos de tiempo y
procesadas para inmunofluorescencia indirecta (Fig. 7).Como marcador
de Golgi utilizamos un anticuerpo especifico contra la enzima
a-1,2-manosidasa II. Esta es una proteina integral del Golgi que, en el
caso de las células NRK, se halla concentrada en las cisternas medias
del organulo [64]. La desorganizaciéon del Golgi comenzé a los 10-15
min de incubacién (Fig. 7a-b), derivando el patréon de localizacién
perinuclear caracteristico del organulo hacia un modelo mas extendido y
difuso. A los 40-60 min de exposicion a alta concentracién de factores
citosolicos, la tincién para manosidasa Il era totalmente reticular,
ocupando todo el citoplasma (Fig. 7c). No obstante, con frecuencia se
observaron, en la region perinuclear, restos de Golgi en forma de puntos

0 zonas circulares intensamente tefiidas (Fig. 7d).

A nivel ultraestructural (Fig. 8) el proceso de desorganizacién
parecio tener lugar a través de una progresiva vesicularizaciéon de las
cisternas del Golgi. Asi, durante los primeros momentos (5-20 min) del
tratamiento con factores citosélicos, se observd disminucién en el
numero de cisternas componentes del Golgi y, paralelamente, un
aumento en el numero de vesiculas pequefias (50-60nm) (Fig. 8a-b).

Muchas de estas vesiculas presentaban una cubierta proteica difusa en
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Fig. 7: Curso temporal de la desorganizacién del complejo de Golgi inducida por proteinas
citosélicas. Las células fueron permeabilizadas e incubadas con una alta concentracién (5 mg/ml)
de proteinas citosolicas, fijadas a los tiempos indicados y procesadas para inmunofluorescencia
indirecta con el anticuerpo contra o-manosidasa II. Las flechas indican restos de Golgi en

localizacion perinuclear. Barra, 20 pm.
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su superficie citosélica (Fig. 8b, detalle). A tiempos de incubacién
mayores (40-60 min), lo més destacable fue la aparente dilatacion
experimentada por las cisternas del reticulo endoplasmico, asi como una
disminucidn apreciable en el nimero de vesiculas libres. Asimismo, las
células incubadas durante un tiempo prolongado con alta concentracion
de factores citosolicos presentaron las estructuras tubulovesiculares
antes mencionadas (Fig. 8c). Dada la proximidad de estas redes al
nucleo celular, pensamos que se corresponderian con los remanentes de

Golgi detectados por inmunofluorescencia (Fig. 7d).

Los factores citosélicos promueven el transporte retrégrado

desde el complejo de Golgi al reticulo endoplasmico

Los resultados anteriores muestran como la exposicion de células
permeabilizadas a una alta concentracion de factores citosolicos da lugar
a una desorganizacion selectiva del complejo de Golgi. Como
consecuencia, el orgénulo, en lugar de la localizacién perinuclear
caracteristica (Fig. 2a), adopta una distribuciéon difusa y extendida,
parecida al patrén de tincion que habitualmente se obtiene con
marcadores de reticulo endopldsmico (comparese, por ejemplo, la Fig.
7d con la Fig. 2b). Tal redistribucion sugirié la posibilidad de que los
componentes del Golgi, una vez desoganizados bajo la influencia de los
factores citosolicos, experimentasen fusiébn con el reticulo
endopladsmico. Con el fin de comprobar esta posibilidad, estudiamos
mediante inmunofluorescencia la localizacion relativa de manosidasa 11,

utilizada como marcador de las membranas de Golgi, y de la secuencia
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Fig. 8: Analisis ultraestructural de la desorganizacion del Golgi. Las células

permeabilizadas fueron incubadas a 37°C con una alta concentracion de proteinas
citosolicas (1-5 mg/ml) y sistema regenerador de ATP durante S (a), 20 (b) o 60 (¢)

minutos antes de su fijacién y procesamiento. Las flechas indican la presencia de

vesiculas cubiertas. Barra, 0.2pum.
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carboxilo-terminal KDEL presente en proteinas residentes del reticulo
endoplasmico [42]. Como se muestra en la Fig. 9, una vez los factores
citosolicos han ocasionado la redistribucion completa del Golgi, se
produce un solapamiento considerable entre las tincione’s
inmunofluorescentes para manosidasa II y secuencia KDEL. Aunque
por si solo no concluyente, este resultado podria ser indicativo de la
existencia de un transporte o flujo retrogrado desde Golgi hasta reticulo
endoplasmico. La confirmacién definitiva vendria de la deteccion al
microscopio electrénico de mannosidasa II por inmunoperoxidasa. La
reaccion se localizé en las cisternas del reticulo endopldsmico, en la
envoltura nuclear (Fig. 10) y, debilmente, en las redes tubulovesiculares
antes comentadas. Asi pues, los datos obtenidos apoyan la fusion de las
membranas del Golgi, una vez desorganizadas, con las del reticulo

endoplasmico.

Dada la relevancia de una conclusién de este tipo, llevamos a
cabo una aproximacién experimental adicional que consistié en
determinar la capacidad de las enzimas de Golgi relocalizadas en el
reticulo para procesar glicoproteinas en él retenidas. Para ello,
analizamos el procesamiento de una glicoproteina integral de
membrana, la proteina G de la envuelta del virus de la estomatitis
vesicular (VSV), en células infectadas con un mutante (tsO45)
termosensible de este virus. A la temperatura restrictiva (39.5°C) la
proteina G recién sintetizada, debido a su estado mal plegado,
permanece retenida en el reticulo endoplasmico, en tanto que a

temperatura permisiva (32°C) lo abandona y, tras recorrer toda la ruta
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Fig. 9: Localizacion simultanea de marcadores de Golgi y reticulo endoplasmico. Células
permeabilizadas e incubadas con una alta concentracion de proteinas citosélicas (5 mg/ml) y
sistema regenerador de ATP durante 1 h. a 37°C. Tras la fijacién, fueron tefiidas para
inmunofluorescencia con un anticuerpo policlonal contra o-manosidasa II (a), utilizado como
marcador de las membranas de Golgi, y, al mismo tiempo, con un anticuerpo monoclonal
contra la secuencia KDEL (b), marcador de las proteinas del reticulo endoplismico. Barra,
20pm.

Fig.10: Deteccién por inmunoperoxidasa de o-manosidasa IL. Las células
permeabilizadas fueron incubadas durante 1 h. a 37°C con una alta
concentracién de proteinas citosélicas (5 mg/ml) y sistema regenerador de
ATP. Después fueron fijadas y teiiidas para la inmunoperoxidasa indirecta
con anticuerpo anti-o-manosidasa II. Las membranas del reticulo
endoplasmico (flechas) y la envoltura nuclear (cabezas de flechas)
aparecieron tefiidas. El producto de reaccion ocupé también el interior de

algunas cisternas del reticulo (asterisco). Barra, 0.2 pm.
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secretora, alcanza la membrana plasmatica [2]. Las células infectadas
fueron, por tanto, marcadas radioactivamente con Tran’>S-label a
temperatura restrictiva, permeabilizadas con estreptolisina O e
incubadas a esta misma temperatura con una alta concentracién de
proteinas citosolicas (Fig. 11). De esta forma, examinamos la
posibilidad de que, como consecuencia de la redistribucion del Golgi
inducida por factores citosdlicos, la proteina G del VSV, atn estando
retenida en el reticulo endoplasmico, adquiriese en sus oligosacaridos
N-unidos modificaciones tipicas de Golgi. La Fig. 12 muestra que
aproximadamente 20-30% de la proteina G sintetizada durante el pulso
radioactivo y retenida en el reticulo fue procesada a una forma resistente
a endoglicosidasa H. Ello indica que esta fraccion de la proteina ha sido
modificada por las enzimas de glicosilacion que normalmente residen en
el Golgi, constituyendo, pues, una prueba independiente mas de la
fusién de este organulo con el reticulo endoplasmico. En cambio,
cuando el ensayo se realizd con una baja concentracion de proteinas
citosdlicas, la proteina G no experimentd procesamiento de sus
oligosacaridos (Fig. 12), confirmando que, en estas condiciones, no

tiene lugar redistribucién del Golgi.

En definitiva, los resultados obtenidos indican que, cuando se
hallan presentes a alta concentracion, los factores citosélicos inducen la
desorganizacion del complejo de Golgi, cuyas membranas terminan por

fundir con el reticulo endoplasmico, constituyéndose un organulo

hibrido.
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Fig. 11: esquema explicativo del experimento de la fig. 12.
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Fig. 12: Procesamiento de la glicoproteina G del virus VSV retenida en el reticulo
endoplasmico. Células infectadas con el mutante tsO45 del VSV fueron marcadas
metabolicamente con trans**S-label a temperatura restrictiva (39.5°C), permeabilizadas e
incubadas durante 1.5 h a esta misma temperatura en presencia de 5 mg/ml o 1 mg/ml de
proteinas citosélicas y sistema regenerador de ATP. La proteina G inmunoprecipitada fue
sometida (+) o no (-) a digestién con endoglicosidasa H y neuraminidasa antes de ser procesada

para electroforesis en SDS-PAGE.
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La redistribucion al reticulo endoplasmico afecta a los

diferentes compartimentos que componen el Complejo de Golgi

Habiendo estudiado la redistribucion del marcador de las cisternas
medias, manosidasa I, quisimos determinar si otros subcompartimentos
del complejo de Golgi experimentaban también fusion con el reticulo
endoplasmico en presencia de factores citosolicos. Para ello,
analizamos, mediante inmunofluorescencia indirecta, la localizacion de
proteinas residentes de otras subregiones del Golgi (Fig. 13). Tanto la
enzima galactosiltransferasa, presente en las cisternas trans [49], como
la proteina integral de la red trans-Golgi denominada TGN 38 [29]
experimentaron redistribucion al incubar células permeabilizadas con un
exceso de proteinas citosélicas. Sin embargo, la relocalizacion de estos
marcadores ocurrié mas lentamente que la de manosidasa II y, en ambos
casos, no llegd a completarse totalmente. Incluso tras un tiempo
prolongado de incubacion con factores citosdlicos, en la zona
perinuclear permanecieron restos de Golgi conteniendo estas dos
proteinas (comparese Fig. 13g con Figs. 13h-i). Asi pues, aunque la
desorganizacion del Golgi parece afectar a los distintos compartimentos
que constituyen el organulo, no todos ellos redistribuyen de igual forma;
los compartimentos proximales parecen fundir en mayor grado con el

reticulo endoplasmico que los distales.
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Fig. 13: Analisis comparativo de la redistribucion de diferentes compartimentos del Golgi.
Células NRK y Hela fueron permeabilizadas e incubadas a 37°C con una alta concentraci6én
de proteinas citosélicas (5 mg/ml) y sistema regenerador de ATP. A los tiempos indicados
fueron fijadas y procesadas para inmunofluorescencia indirecta. Las células NRK fueron
tefiidas con anticuerpo anti-o-manosidasa II (Man IT) o bien con anticuerpo anti-TGN 38.

Las células Hela lo fueron con anticuerpo contra galactosiltransferasa (GalTf). Barra, 20

pm.
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Los factores citosolicos implicados en la desorganizacion del

Golgi poseen naturaleza hidrofébica

Intentamos fraccionar la preparaciéon cruda de citosol bovino
utilizada en los estudios de redistribuciéon del Golgi. En primer lugar,
comprobamos que la mezcla de proteinas precipitadas con 30% de

(NH 2,50, contenia los factores necesarios para inducir el proceso de

redistribucién, en tanto que el resto de las proteinas, precipitadas

posteriormente con 80% de (NH 2,50, fueron mayormente ineficaces a

este respecto.

El siguiente paso consisti6 en la aplicacion de la fraccion activa a
una columna de fenil-Sefarosa CL-4B. En este tipo de separacion
cromatografica el fraccionamiento se realiza en base a la hidrofobicidad
mostrada por las distintas proteinas. Las mas hidrofébicas son aquellas
que, al exhibir mayor afinidad por la matriz, necesitan para su elucién
una alta concentracién de un solvente organico del tipo de etilénglicol.
Analizamos, por tanto, la capacidad para inducir la redistribucién del
Golgi de las distintas fracciones proteicas desplazadas de la matriz de
fenil-Sefarosa al eluir con concentraciones crecientes de etilénglicol
(Fig. 14). Las proteinas mas eficaces fueron las extraidas con una
solucién de etilénglicol al 50%, lo que indica que los factores citos6licos
responsables de la redistribucion del Golgi tienen caricter netamente
hidrofébico. Ademas, ello sugiere que podria tratarse de proteinas que,

aun siendo citosolicas, tuviesen capacidad para asociarse a las
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Fig. 14: Fraccionamiento de los factores citosélicos. Las células permeabilizadas
fueron incubadas a 379C durante 1h con sistema regenerador de ATP y 5 mg/ml
de: (1) citosol de cerebro bovino sin fraccionar; (2) proteinas citosélicas
precipitadas con 30% de (NH4)2804 y Jas distintas frcciones recogidas tras la
aplicacion de proteinas citosédlicas precipitadas con 30% de (NH,),SO, a una
matriz de fenil-sefarosa CL-4B y eluidas con tampén de dialisis conteniendo

10% de (NH,),SO, y 0 (3), 30% (4), 50% (5) y 75% (6) de etilenglicol.
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membranas de Golgi, tal y como lo hacen algunas de las moléculas

responsables del transporte vesicular entre compartimentos [51].

Requerimientos del transporte retrogrado inducido por

factores citosodlicos

ATP:

El proceso de redistribucion del Golgi al reticulo endopldsmico
dependié de la presencia de una fuente de energia quimica en el medio
de ensayo. Para ello, incorporamos un cocktail regenerador de ATP
formado por: creatina fosfato, creatin fosfoquinasa y el mismo ATP. La
omision de ATP impidi6 la accién de los factores citosélicos sobre el

Golgi (Fig. 15a), evidenciandose asi la naturaleza activa del fenémeno.

Temperatura:

El transporte retrégrado Golgi-reticulo promovido por factores
citosolicos fue también estrictamente dependiente de temperatura
fisiolégica. En incubaciones realizadas a baja temperatura, tanto a 15°C
(Fig.15¢) como a 20°C (Fig. 15d), el complejo de Golgi, aunque
parcialmente fragmentado a juzgar por el patrén fluorescente de
manosidasa II, conservd su identidad como organulo, no fundiendo con

el reticulo endoplasmico.
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Fig. 15: Requerimientos del proceso de redistribucion del Golgi inducido por factores citosolicos. a-

d: las células fueron permeabilizadas e incubadas durante 1 h. en el medio descrito en la fig. 13. Los
efectos resultantes de omitir ATP (-ATP, a) o citosol (-CIT, b) del medio de ensayo fueron
examinados, asi como aquellos derivados de la incubacion en medio de ensayo completo a
temperatura no fisiolégica, 15°C (c) o 20°C (d). e-f: Las células fueron inicialmente tratadas con
5 UM de nocodazol (NCDZ) durante 1 h. a 370C y después permeabilizadas; posteriormente, fueron
incubadas con una alta concentracion (5 mg/ml) de proteinas citosélicas y sistema regenerador de
ATP a 37°C en presencia continua de nocodazol durante 0 min (e) 6 1 h. (f). En todos los casos la

tincion inmunofluorescente se corresponde con la deteccion de c-manosidasa II. Barra, 20 pm.
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Microtabulos:

Durante interfase la disposicion perinuclear del complejo de Golgi
requiere una red intacta de microtibulos. Cuando las células son
incubadas con un agente que, como el nocodazol, desorganiza los
microtubulos, el complejo de Golgi experimenta fragmentacidon en
dictiosomas individuales, los cuales quedan dispersos por el citoplasma
[63]. En estas condiciones, el modelo de tincion inmunofluorescente
para manosidasa II es el de una serie de puntos brillantes distribuidos al
azar (Fig. 15e). Con el fin de determinar la necesidad o no de
microtibulos para el transporte retrogrado, permeabilizamos células,
previamente tratadas con nocodazol, y las incubamos con un exceso de
proteinas citosolicas. Nocodazol fue incluido en el medio de ensayo para
prevenir una posible reorganizacion de los microtibulos. De hecho, la
inmunotincién con anticuerpo anti-tubulina mostré que los microtibulos
permanecieron despolimerizados. En estas condiciones, los factores
citosolicos promovieron la redistribucion de manosidasa II (Fig. 15f).
Este resultado, por tanto, indica que los microtibulos intactos no
constituyen un requerimiento para el transporte retrégrado Golgi-
reticulo inducido por factores citosolicos. Es mas, estos factores pueden
actuar tanto sobre el Golgi intacto tipico de las células control, como

sobre el organulo fragmentado tras el tratamiento con nocodazol.
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Inhibidores del transporte retréogrado inducido por factores

citosolicos

GTPyS:

GTPyS es un analogo no hidrolizable del GTP. Al igual que éste
ultimo, GTPYS se une a las proteinas G (de union a GTP) activandolas,
en este caso, de forma permanente. Por tanto, el tratamiento con GTPyS
pone de manifiesto la implicacién, en un determinado proceso, de
proteinas G tanto heterotriméricas como monomeéricas [4]. Tras afiadir
GTPyS al medio de ensayo conteniendo células permeabilizadas y
proteinas citosolicas la redistribucion del complejo de Golgi no tuvo
lugar (Fig. 16b). Esta inhibicion refleja, pues, la participacion de
proteinas G en la regulacion del proceso de redistribucion del Golgi bajo

la influencia de factores citosolicos.

N-etilmaleimida (NEM):

NEM es un agente alquilante con multiples acciones celulares.
Entre las moléculas modificadas por NEM se encuentra NSF (NEM
sensitive protein), una de las diferentes proteinas de fusion que
participan en el transporte vesicular entre organulos [50]. En particular,
NSF es reconocido como un factor general de fusidon, ya que esta
implicado en numerosos pasos de transporte de las vias exocitica y
endocitica [57]. NEM fue un inhibidor eficaz del transporte retrogrado
Golgi-reticulo inducido por factores citosolicos (Fig. 16c), un proceso

que podria, por tanto, estar mediado por NSF.
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Curso temporal de las inhibiciones por GTPYS y NEM

Determinamos el momento de actuacion de los agentes
inhibidores anteriores en la ruta Golgi-reticulo activada por factores
citosolicos. Incubamos las células permeabilizadas con una alta
concentracion de proteinas citosélicas y, a distintos tiempos, afiadimos
uno de los inhibidores, GTPyS o bien NEM, continuando la incubacién
en presencia del agente en cuestion hasta completar 1 h de tratamiento
(Fig. 17). En base a la localizacion de manosidasa II por
inmunofluorescencia, dedujimos que la inhibicion por GTPyS
Unicamente tenia lugar si éste compuesto se hallaba presente al
comienzo de la incubacién (Fig. 17a). Afiadido al medio de ensayo
.después de 7-10 min de iniciarse el proceso, GTPyS fue incapaz de
inhibir la redistribucién del Golgi (Fig. 17b-d). Por el contrario, NEM
continué siendo efectivo como inhibidor durante los primeros 20 min de
incubacion (Fig. 17e-g). A partir de entonces el proceso fue insensible a
este agente (Fig. 17h). Asi pues, de acuerdo con estos resultados cada

inhibidor afectaria un paso diferente del transporte Golgi-reticulo.

El transporte retrégrado Golgi-reticulo promovido por

factores citosolicos esta mediado por vesiculas cubiertas

Con el fin de identificar estructuras intermediarias en la via de
desorganizacion del Golgi mediada por factores citosélicos llevamos a

cabo el examen ultraestructural de las células tratadas con GTPyS.
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GTPyS

NEM
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Fig. 16: Inhibicién por GTPYS y NEM. Tras la permeabilizacion, las células fueron incubadas a
37°C durante 1 h. en medio de ensayo conteniendo 5 mg/ml de proteinas citosélicas y sistema
regenerador de ATP (control, a). Alternativamente, el medio de ensayo fue suplementado con
100 pM de GTPYS (b) o 1 pM de N-etilmaleimida (NEM, c). Las imigenes muestran la

inmunolocalizacién de oi-manosidasa I1. Barra, 20 pm.

Fig. 17: Analisis del tiempo de actuacién de GTPYS y NEM. Las células permeabilizadas fueron
incubadas a 37°C con una alta concentracién de proteinas citosélicas (Smg/ml) y sistema
regenerador de ATP. A los tiempos indicados 100 uM de GTPYS o bien 1 pM de N-etilmaleimida
(NEM) fueron afiadidos al medio de ensayo, continuando la incubacion hasta completar 1 h. de
tratamiento. Después fueron fijadas y tefiidas para inmunofluorescencia con anticuerpo anti-o-

manosidasa II. Barra, 20 pm.
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Incubamos células permeabilizadas con una alta concentracién de
proteinas citosolicas y en presencia continua de GTPyS durante 1 h a
37°C. En estas condiciones, el complejo de Golgi mantuvo su
organizacion caracteristica del periodo interfasico (Fig. 18a).
Observamos, no obstante, que numerosas vesiculas cubiertas (60-70 nm)
se encontraban asociadas a las cisternas del Golgi. Teniendo en cuenta
que el proceso de desorganizacion parecia tener lugar mediante la
formacioén de vesiculas (Fig. 8a-b), es probable que GTPyS inhibise el
desprendimiento de las mismas y/o posterior pérdida de su cubierta. Asi
pues, estos datos sugieren que las vesiculas cubiertas actuarian como
intermediarios en la desorganizacion de las cisternas del Golgi,

promovida por factores citosdlicos.

Como se comentd anteriormente la actividad inhibidora de
GTPyS, a diferencia de NEM, unicamente se manifiesté durante los
primeros instantes del proceso, coincidiendo con el tiempo de
vesicularizacion del Golgi. Llevamos a cabo, entonces, un experimento
encaminado a determinar el destino de tales vesiculas. Las células
permeabilizadas fueron primero incubadas con una alta concentracion
de factores citosolicos y en ausencia de inhibidor durante 10 min, a fin
de permitir la formaciéon de vesiculas. Posteriormente, afiadimos NEM
al ensayo y continuamos la incubacion hasta completar 1 h (Fig. 18b).
En las células asi tratadas el 4area perinuclear contenia Unicamente
diferentes tipos de vesiculas no cubiertas; las cisternas y las pequeiias
vesiculas cubiertas observadas durante el tratamiento con GTPyS

estaban ausentes. Aparentemente, NEM bloque6 la fusion con el
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Fig. 18: Identificacion de intermediarios vesiculares en el transporte retrégrado inducido por

factores citosélicos. a: Las células permeabilizadas fueron incubadas a 37°C durante 1 h. con
S mg/ml de proteinas citosélicas, sistema regenerador de ATP y 100 pM de GTPYS. b:
Después de 10 min de incubacién con 5 mg/ml de proteinas citosélicas, sistema regenerador
de ATP y en ausencia del inhibidor, 1uM de NEM fue afiadido al medio de ensayo,
continuando la incubacion hasta completar 1 h. Las células fueron fijadas y procesadas para
microscopia electréonica. Las cabezas de flechas indican la presencia de vesiculas no

cubiertas. Barra, 0.2 pm.
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reticulo endopldsmico de las vesiculas, una vez éstas ya se habian

desprendido de su cubierta proteica externa.

En definitiva, los factores citosdlicos promoverian la
desorganizacién del complejo de Golgi mediante la formacion de
vesiculas cubiertas a partir de las cisternas. Esta parte del proceso seria
inhibida por GTPyS. En una etapa posterior, las vesiculas ya evaginadas
perderian su cubierta y acabarian fundiendo su membrana con la del

reticulo endopldsmico. NEM inhibiria tal fusion.

La accion de los factores citosdlicos sobre las membranas del

Golgi no cursa con la disociacion de las proteinas de cubierta

Los resultados anteriores sugirieron un papel destacado para las
proteinas de cubierta en la evaginacion de las vesiculas que median el
transporte  Golgi-reticulo inducido por factores citosdlicos. Ello
contrasta con la accién de otros agentes que, como brefeldina A,
también desorganizan el Golgi y promueven su transporte retrégrado al
reticulo endopldsmico [19]. Un efecto temprano en las células tratadas
con brefeldina A es la inhibicién de la asociacion de las proteinas de
cubierta conocidas genéricamente como COP I a las membranas de
Golgi [9]. Como consecuencia, tales proteinas COP I permanecen
mayormente  disociadas 'y, al ser detectadas mediante
inmunofluorescencia, dan lugar a una tincién difusa, tipica de proteinas

citosodlicas no asociadas a membranas. Precisamente el efecto brefeldina
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A deriva de la imposibilidad de asociacion de las COP I al Golgi [27].
En tal sentido, la presencia de cubiertas citoplasmicas alrededor de las
vesiculas inducidas por los factores citosélicos (Figs. 8b, 18a) podria
indicar que el mecanismo de actuacion de éstos ultimos es diferente al
desencadenado por brefeldina A. Estudiamos, por tanto, la localizacion
de una de las proteinas COP I, llamada B-COP, durante el curso
temporal de la redistribucién de manosidasa II al reticulo endoplasmico
(Fig. 19). En células control intactas la tincion inmunofluorescente para
B-COP se localizo a nivel del area perinuclear de Golgi y en acumulos o
puntos dispersos por el citoplasma (fig. 19a). Al exponer c€lulas
permeabilizadas a una alta concentracion de citosol, las membranas de
Golgi, detectadas mediante la tincion para manosidasa II,
experimentaron redistribucion (Fig. 19a'-c'). Por su parte, B-COP
continué asociado a membranas remanentes y acimulos citoplasmicos
(Fig. 19b-c). En ningin momento durante la redistribucién de
manosidasa II se observd una tincion enteramente citosélica para esta
proteina de cubierta. Junto con los datos ultraestructurales (Fig. 18a),
este resultado pone de manifiesto la participacién activa de las proteinas
de cubierta COP I en el proceso de redistribucion del Golgi promovido

por factores citosdlicos.

Proteinas G heterotriméricas regulan el transporte retrogrado

inducido por factores citosolicos

La inhibicion por GTPyS puso de manifiesto la implicaciéon de

proteinas de unién al GTP (llamadas proteinas G) en el proceso de
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desorganizaciéon y redistribucion del Golgi. GTPyS activa tanto a
proteinas G monoméricas como triméricas. En tal sentido, AlF(3_5) es un
agente mas selectivo puesto que Unicamente activa a proteinas G

heterotriméricas [17]. Tras su adiciéon al medio de ensayo, AlF(3_5)

inhibi6 Ia accién de las proteinas citosolicas sobre el complejo de Golgi
(Fig. 20b). Incluso tras prolongados periodos de incubacién con
elevadas concentraciones de proteinas citosdlicas, la distribucién
intracelular tipica de manosidasa II no experimenté cambios

significativos en presencia de AlF(3_5). Se trataba, por tanto, de un

bloqueo altamente especifico que evidenciaba la participaciéon de
proteinas G triméricas en la regulacion del proceso. Otros dos resultados
experimentales apoyaron esta idea. Por un lado, suplementamos el

medio de ensayo con subunidades By pertenecientes a transducina (G,

una proteina G que participa en la traduccién quimica de sefiales
luminosas. Con ello pretendiamos ocasionar una inhibicién generalizada
de las proteinas G al combinarse las subunidades By afiadidas con las
subunidades o presentes en las células, forméandose complejos
triméricos (afy) inactivos [11]. Como muestra la Fig. 20c la
redistribucion del Golgi fue inhibida por las subunidades Py.
Finalmente, ensayamos los efectos del mastoparan, un péptido que, al
mimificar la estructura de un receptor activado, estimula una subclase

particular de proteinas G (G/G,) [67]. De nuevo, los factores citosdlicos

fueron incapaces de inducir la redistribucién del Golgi en presencia de

mastoparan (Fig. 20d).
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B-COP

. Fig. 19: Redistribucion de B-COP. Las células
min g B
fueron permeabilizadas, incubadas a 37°C con

1 5 5 mg/ml de proteinas citosélicas y sistema

regenerador de ATP. A los tiempos indicados

fueron fijadas y doblemente tefiidas para

inmunofluorescencia indirecta con

anticuerpos contra §-COP y o-manosidasa IL

Barra, 20 pm.

Control Mastoparan

Fig. 20: Implicacién de las proteinas G heterotriméricas. Tras su permeabilizacién, las células fueron

incubadas a 37°C durante 1 h con 5 mg/ml de proteinas citosélicas y sistema regenerador de ATP
(control, a). En otras incubaciones el medio de ensayo fué suplementado con S0 pM de AICl; y 30 uM de
NaF (AlF .5 b) o bien con 5 uM de subunidades By de transducina (c) 6 S50 uM de mastoparan (d). Las

células fueron fijadas y procesadas para inmunofluorescencia con anti-o-manosidasa IL. Barra, 20 pm.
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Diferentes tipos de proteinas G controlan el transporte retrégrado

inducido por factores citosolicos

Puesto que tanto la activacion (con AlF;.5) como la inhibicion
(con subunidades Py de transducina) de las proteinas G impidieron la
accion de los factores citosolicos, consideramos la posibilidad de que
diferentes tipos de proteinas G, activadoras (G,) e inhibidoras (G,),

regulasen de forma coordinada el proceso.

G,

Con el fin de determinar la participacion de este tipo de proteinas
G estudiamos los efectos derivados del tratamiento con toxina del
colera. La reaccion de ADP-ribosilacion catalizada por esta toxina afecta
selectivamente a las subunidades oy, las cuales no pueden entonces
hidrolizar GTP, quedando, por tanto, disociadas de las subunidades By y
en estado de permanente activacion [11]. La adicion de toxina del célera
al medio de ensayo no afecté a la redistribuciéon de manosidasa II.
Observamos, no obstante, un cambio importante en la sensibilidad de las
células permeabilizadas ante los factores citosélicos. En las células
pretratadas con toxina del colera la desorganizacién del Golgi se
produjo a una concentracion de proteinas citosélicas inferior (10 veces
menor) de la habitualmente requerida para inducir el proceso (Fig. 21a-
b). Este resultado sugirid, por tanto, la participacién de una proteina G,
activadora del proceso. Llevamos a cabo entonces una aproximacién

inversa, consistente en bloquear las subunidades o, endogenas mediante

la adicién al ensayo de un anticuerpo especifico contra ellas. En tales
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otrol

Cit 0.1

Control anti-s

Cit 5

Fig. 21: Participacién de proteinas Gs. a-b: Las células fueron (b) o no (control, a)
tratadas con 1 mg/ml de 1a toxina del célera (TC) durante 1 h. con baja concentracion
(0.1 mg/ml) de proteinas citosélicas y sistema regenerador de ATP. c-d: Las células
permeabilizadas fueron incubadas a 37°C durante 1 h con alta concentracién (5
mg/ml) de proteinas citosolicas y sistema regenerador de ATP en presencia (d) o no (¢)
de anticuerpo contra la subunidad Gas. La tincion se corresponde con la deteccion de

o-manosidasa II. Barra, 20 pm.
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condiciones, una alta concentracién de proteinas citosdlicas fue
insuficiente para provocar la desorganizacion del Golgi y su posterior

redistribucién al reticulo endoplasmico (Fig. 21c-d).

De igual forma, analizamos los efectos resultantes del tratamiento
con la toxina de pertussis, la cual cataliza la ADP-ribosilacion de las

subunidades «i. Como consecuencia, el complejo trimérico G, es

incapaz de interaccionar con receptores y permanece permanentemente
inactivo [11]. En las células pretratadas con toxina de pertussis y
posteriormente permeabilizadas, una baja concentracion (0.1 mg/ml) de
factores citosélicos fue suficiente para inducir la desorganizacion y
redistribucion del Golgi (Fig. 22a-b). Asi pues, de nuevo observamos
una potenciacion del efecto aunque, en este caso, como resultado de una
inhibicién de las proteinas G,. Ello podria interpretarse como prueba de
que, en condiciones control, este tipo de proteinas G regulan de forma
inhibitoria el proceso. Asi, la adicién al ensayo de anticuerpos
bloqueantes de las subunidades o; permitié la manifestacion del

fenomeno incluso a baja concentracion de proteinas citosdlicas (Fig.

22¢).

Por lo tanto, los datos indican que la accion de los factores
citosolicos sobre el Golgi esta modulada por la accion concertada de un

conjunto de proteinas G triméricas, activadoras (G,) e inhibidoras (G)),

las cuales ejercerian influencias reguladoras opuestas. Tanto la
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Control TP Anti-ou3

Cit 0.1

Fig. 22: Participacién de proteinas Gi. Las células fueron (b) o no (a, ¢) tratadas con 0.5 mg/ml de la
toxina de pertussis (TP) durante 16 h. a 37°C 1 h con baja concentracién (0.1 mg/ml) de proteinas
citosélicas y sistema regenerador de ATP. ¢: Anticuerpos contra la subunidad Gaii fueron afiadidos
al medio de ensayo. El procesamiento para inmunofluorescencia se llevé a cabo con anticuerpo anti-

o-manosida II. Barra, 20 pm.
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activacion de las proteinas activadoras, G,, como la inhibicion de las
proteinas inhibidoras, G,, promoverian el transporte retrégrado Golgi-

reticulo mediado por factores citosélicos.

Efecto del AMPc sobre el transporte Golgi-reticulo mediado

por factores citosolicos

Las proteinas G triméricas presentes en la membrana plasmatica
forman parte de cadenas moleculares de sefializacién quimica en las que
intervienen también segundos mensajeros y enzimas fosforiladoras del
tipo de protein quinasas especificas [11]. La participacién de proteinas
G en la regulacién del transporte Golgi-reticulo podria evidenciar la
existencia de rutas de sefializacion parecidas que operasen a nivel de
membranas intracelulares. La organizacion estructural y funcionalidad
de ciertos organulos como el complejo de Golgi podrian de hecho estar
bajo el control de tales vias de traduccién de sefiales. Con esta idea en
mente, quisimos examinar la influencia ejercida por una molécula
comun en los procesos de sefializacion, el AMPc. La adicién de este
segundo mensajero al medio de ensayo potencié el proceso de
desorganizacion y redistribucién del Golgi inducido por factores

citosélicos (Fig. 23).

Estos resultados, por tanto, sugieren la existencia de rutas de
sefializacion, de las que formarian parte diversos tipos de proteinas G

heterotriméricas, segundos mensajeros como el AMPc y posiblemente,
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Control AMPc

Cit 0.1

Fig 23: Influencia del AMPc sobre el transporte retrégrado Golgi reticulo mediado por
factores citosélicos. Las células permeabilizadas fueron incubadas a 37°C durante 1 h. en

medio de ensayo conteniendo sistema regenerador de ATP y baja concentracién (0.1 mg/ml) de
proteinas citosélicas (control, a). 100 uM de AMPc fueron afiadidos al medio de ensayo de las
células mostradas en b. La tincién inmunofluorescente se corresponde con la deteccion de o-

manosidasa II. Barra, 20 im.
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proteinas quinasas, encargadas de regular la organizacién morfolégica
del Golgi, asi como sus actividades funcionales, particularmente

aquellas relacionadas con el envio al reticulo endoplasmico de vesiculas

de transporte retrogrado.
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Transporte retrogrado en células permeabilizadas con estreptolisina O

En el presente trabajo hemos descrito la redistribucién de los
componentes del complejo de Golgi en el reticulo endoplasmico, originada
por la incubacion de células permeabilizadas con un exceso de proteinas
citosdlicas En nuestra opinion, este proceso puede ser considerado como el
resultado de una amplificacion del transporte retrogrado que, in vivo, tiene
lugar durante la recuperacion desde el Golgi de las proteinas endogenas del
reticulo [48]. Asi lo sugiere el hecho de que las membranas vesicularizadas
del complejo de Golgi fusionen especificamente con las del reticulo y que
otros organulos, como endosomas o lisosomas, no experimenten cambios
morfologicos destacables. Dado que el efecto observado depende
exclusivamente de proteinas celulares y no es inducido por un tipo de
droga o compuesto artificial, pensamos que es razonable relacionarlo con
el transporte retrogrado fisioldgico. En tal sentido, los resultados obtenidos
permiten extraer algunas conclusiones sobre los factores implicados en el
transporte retrogrado in vivo. Ello es especialmente interesante teniendo en
cuenta que, pese a su relevancia para la fisiologia celular [36], esta via de
transporte es poco conocida en términos moleculares. Sin duda esto se
debe a la dificultad que entrafia su estudio en células intactas, para las
cuales no existe ain un método de ensayo que permita el a.nélisis particular
de esta ruta. En este sentido, el uso de células permeabilizadas con
estreptolisina O supone una forma de obviar estas dificultades y abre la
posibilidad de idenﬁﬁcar los factores que regulan y hacen posible el
transporte retrégrado. Sin embargo, es importante destacar que el sistema

utilizado no reproduce totalmente las condiciones in vivo. Asi, en interfase
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las vias anterdgrada y retrégrada ocurren simultaneamente y el Golgi
mantiene su organizacion estructural caracteristica. Es obvio que en
nuestro ensayo se produce una potenciacion de la ruta retrégrada lo cual,
junto con una disminucién del transporte anterogrado reticulo-Golgi,
explicaria la desorganizacion de este Gltimo organulo. De todas formas, es
muy probable que el mecanismo responsable de la redistribucion de las
membranas del Golgi en el reticulo sea semejante en ambos casos, lo cual
justificaria la utilizaciébn de las células permeabilizadas como

aproximacion experimental.

Diferencias con el efecto brefeldina A.

Aparentemente el efecto ocasionado por los factores citosdlicos en
las células permeabilizadas es semejante al inducido por brefeldina A en
células intactas. También en este caso se produce la desorganizacion del
complejo de Golgi y posterior fusion de sus membranas con el reticulo
endoplasmico [27]. Sin embargo, existen importantes diferencias entre

ambos fendmenos.

Los estudios realizados con brefeldina A han indicado que esta
droga ocasiona la inactivacién de arf y, como consecuencia, la inhibicion
de la asociacién de las proteinas de cubierta COP I a las membranas del
Golgi [19]. De hecho, el tratamiento con brefeldina A se manifiesta
inicialmente como un cambio en la distribucidn intracelular de estas

proteinas, de tal forma que, por ejemplo, B-COP redistribuye al citosol tras
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2 min de exposicion [9]. La interrupcién del ciclo normal de
asociacion/disociacion de las proteinas de cubierta a las membranas de
Golgi constituye, segin algunos autores, la causa de la desorganizacion
experimentada por este organulo en presencia de brefeldina A. Por el
contrario, nuestras observaciones ultraestructurales ponen de manifiesto
que la desorganizacion del Golgi inducida por factores citosolicos se
efectua mediante evaginacion de numerosas vesiculas cubiertas (Fig. 18a).
Es maés, no hemos detectado por inmunofluorescencia disociacion de B-
COP de las membranas de Golgi durante el curso de la redistribucion de

éstas al reticulo endoplasmico (Fig. 19).

Por otro lado, en tanto la redistribucion del Golgi inducida por
brefeldina A es dependiente de microtibulos [26], en las células
permeabilizadas e incubadas con una alta concentracién de proteinas

citosoélicas el proceso no necesita microtubulos intactos (Fig. 151).

No obstante, el dato diferencial mas significativo se refiere al
mecanismo mismo de desorganizacién del Golgi. En el caso de las células
tratadas con brefeldina A la desorganizacion parece ocurrir mediante la
emision de tubulos a partir de las cisternas del Golgi [26]. Tales estructuras
tubulares experimentarian un crecimiento progresivo en longitud a costa de
las propias cisternas y terminarian fundiendo con el reticulo endoplasmico.
En nuestro estudio con células permeabilizadas e incubadas con un exceso
de proteinas citosolicas no hemos detectado este tipo de intermediarios

tubulares. De hecho, las observaciones realizadas al microscopio optico
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(Fig. 7) y electrénico (Fig. 8) indican que la desorganizacién inducida por
factores citosolicos se efectua sin la participacién de tabulos y, en cambio,
podria estar mediada por vesiculas. Asi pues, estos datos indican que el
mecanismo de actuacién de las proteinas citosélicas es esencialmente

diferente del de brefeldina A.

Redes tubulovesiculares

A pesar de que los factores citosdlicos no parecen inducir la
tubulacion de las cisternas del Golgi, una vez ocurrida la redistribucion de
éste observamos redes tubulovesiculares en el citoplasma de las células
expuestas a una alta concentracion de proteinas citosolicas. Se trata de
entramados tubulares ramificados con vesiculas asociadas (Fig. 8c). La
morfologia y localizacion perinuclear de estas estructuras recuerda a los
remanentes de Golgi de las células tratadas con brefeldina A. En este caso,
se demostré que las redes contenian proteinas integrales del Golgi y, al
retirar la droga, participaron en la reorganizacion del organulo [16]. Redes
similares se han descrito también en células mitdticas [65], en Golgis
aislados e incubados con citosol mitédtico [34] y en células tratadas con
ilimaquinona [59]. Asi pues, las evidencias indican que, si bien en estas
situaciones el Golgi se desorganiza por mecanismos diferentes, en todas
ellas se originan redes tubulovesiculares como estructuras residuales a
partir de las cuales, en ciertos casos, es posible reorganizar el organulo

completo.
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Etapas en el transporte retrogrado Golgi-reticulo inducido por

factores citosolicos

El uso de agentes inhibidores del trafico vesicular nos ha permitido
delimitar fases en el transporte retrogrado Golgi-reticulo inducido por
factores citosdlicos. Asi, el tratamiento con GTPyS ha puesto de manifiesto
la participacion de vesiculas cubiertas de 50-60 nm en la desorganizacion
del Golgi (Fig. 18a). Por analogia con el mecanismo de actuacién de este
nucleétido en otros pasos del transporte intracelular, es de suponer que
GTPyS inhiba la disociaciéon de las proteinas de cubierta. En tales
condiciones, se acumulan vesiculas cubiertas que son incapaces de
reconocer y fundir con el compartimento receptor [31]. En ausencia de
GTPyS, en cambio, las vesiculas una vez formadas perderian la cubierta y
podrian asociarse y fundir con el reticulo endoplasmico. Este paso de
fusion es inhibido por N-etilmaleimida, de forma que este agente da lugar
a la acumulacion de vesiculas no cubiertas (Fig. 18b). La inhibicion por N-

etilmaleimida sugiere la participacion en el proceso de proteinas de fusion

del tipo NSF [51].

Transporte retréogrado: ;vesiculas 6 tibulos?

En base a los estudios realizados con brefeldina A se ha propuesto

que el transporte retrégrado Golgi-reticulo estaria mediado por tubulos

[25]. En la formaciéon de los tGbulos no participarian las proteinas de
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cubierta COP I (redistribuidas al citosol en presencia de brefeldina A), las
cuales, sin embargo, se asociarian a las membranas de Golgi en el
momento de formar vesiculas para el transporte anterégrado [50]. Sin
embargo, esta idea contrasta con datos recientes que indican un papel
esencial de las proteinas COP I en el transporte retrégrado in vivo [21].
Mas atin, esta la cuestion de considerar hasta que punto son equiparables el

transporte retrégrado normal y el inducido por brefeldina A.

Por el contrario, nuestros datos sugieren que el transporte retrégrado
estaria mediado por vesiculas. Al haber conseguido detener el proceso de
redistribucion del Golgi en diferentes momentos, hemos podido
monitorizar la produccion y el consumo de las vesiculas participantes. Asi,
los experimentos realizados con GTPyS han mostrado que este agente s6lo
es efectivo como inhibidor al comienzo del proceso de redistribucion,
coincidiendo con la produccion de vesiculas cubiertas a partir de las
cisternas del Golgi (Fig. 17). Estas mismas vesiculas son las que después
funden con el reticulo endoplasmico en una reaccién sensible a
N-etilmaleimida, por lo cual el efecto inhibidor de este altimo agente es
mas prolongado en el tiempo (Fig. 17). Es evidente, por tanto, que en lo
que concierne al transporte retrogrado inducido por factores citosoélicos los
intermediarios responsables son vesiculas cubiertas evaginadas a partir de
las cisternas del Golgi que, tras pérder la cubierta, funden con el reticulo

endoplasmico.

Asimismo, nuestras observaciones concuerdan con los estudios
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genéticos sobre la participacion de proteinas de cubierta en el transporte
retrogrado [21]. El hecho de que B-COP permanezca asociado a las
membranas de Golgi al tiempo que éstas experimentan desorganizacion y
redistribucion es una indicacion de que el ciclo de asociacién/disociacion a

membranas de estas proteinas no es alterado por los factores citosolicos.

La consideraciéon de que tanto el transporte anterégrado como el
retrogrado estan mediados por poblaciones de vesiculas cubiertas plantea
el problema de determinar la significacion funcional de los tibulos que el
Golgi forma en determinadas condiciones. Se ha sugerido que la
produccién de tibulos es una propiedad inherente a las membranas de
Golgi. Unicamente cuando existe la posibilidad de asociacion de las
proteinas de cubierta los tibulos no llegarian a formarse, pues, en su lugar,
se evaginarian vesiculas [19]. Sin embargo, un estudio reciente indica lo
contrario. La incubacion de fracciones aisladas de Golgi con preparaciones
de citosol depletadas de COP I ha mostrado que, en ausencia de proteinas
de cubierta, no se producen, como era de esperar, vesiculas de transporte,
pero tampoco tubulos [40]. Asimismo, el tratamiento con ilimaquinona
ocasiona la vesicularizacion del Golgi y desprendimiento de las proteinas
de cubierta a €l asociadas. Aun asi, no se observan tubulos membranosos
emergiendo del Golgi en las células incubadas con esta droga [59]. Por el
contrario, la formaciéon de tdbulos parece guardar relacion con
determinadas situaciones experimentales. Ademas del tratamiento con
brefeldina A, se han descrito extensiones tubulares de las cisternas del
Golgi en condiciones de bajo nivel de ATP [6] y tras la incubacién de las

células a baja temperatura (15-16°C) [60]. En este ultimo caso, las
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proteinas de cubiertas permanecen asociadas a las membranas de Golgi
durante la emision de tubulos [26]. Puesto que todas ellas son situaciones
no fisioldgicas, es improbable que las estructuras tubulares observadas
esten relacionadas con un tipo de transporte particular entre organulos. Por
el contrario, los efectos de estos tratamientos podrian evidenciar la
afectacion de componentes estabilizadores del propio complejo de Golgi.
En tal sentido, es de destacar que en nuestro sistema experimental la
accion de los factores citosolicos es estrictamente dependiente de ATP
(Fig. 15a) y temperatura fisioldgica (Fig. 15). Precisamente estos
requerimientos son los que cabria esperar de un proceso de transporte in

Vivo.

Papel de los factores citosolicos en la potenciacién del transporte

retrogrado Golgi-reticulo.

Si bien desconocemos la naturaleza de los factores citosélicos
causantes de la desorganizacion y redistribucion del Golgi, es posible
especular sobre el mecanismo de actuacién de algunos de ellos. En primer
lugar, la preparacion de proteinas citosélicas utilizada contiene factores
que claramente estimulan la evaginacion de vesiculas. Podria tratarse de
proteinas hidrofilicas que, no obstante, presenten algin tipo de mecanismo
de asociacidon a membranas, dada la afinidad mostrada hacia la matriz de
fenil-Sefarosa (Fig. 14). Ello les permitiria interaccionar con lugares
especificos en el Golgi, promoviendo la deformacién de sus membranas y
el desprendimiento de las vesiculas. Proteinas citosolicas con estas

propiedades han sido identificadas en multiples pasos del trafico vesicular
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entre compartimentos [50]. Por otro lado, entre los factores citosdlicos
implicados se incluirian proteinas de fusion. Tratandose de un proceso de
fusion entre membranas distintas (fusion heteréloga) parece l6gico suponer
la participacion de NSF y SNAPs [32]. De hecho, la inhibicién de este

paso por N-etilmaleimida asi lo sugiere.

La capacidad de los factores citosdlicos para influir en la
organizacion estructural del Golgi es otro de los hallazgos mas destacables
del presente estudio. Generalmente se considera que durante la interfase el
Golgi posee una estructura estable, resultado de un equilibrio entre ingreso
y exportacion de vesiculas. Unicamente durante la mitosis el organulo se
modifica debido a una paralizacion del flujo anterégrado [65]. Sin
embargo, es evidente a partir de nuestras observaciones que tal equilibrio
es objeto de regulacion constante por parte de la célula. Esta, mediante la
potenciacion o inhibicion de la produccion de vesiculas de distintos tipos,
consiguiria adecuar la estructura del organulo a las necesidades de cada
momento. Es posible, entonces, que la organizacion interfasica del Golgi

esté sujeta a cambios reversibles modulados por factores citosolicos.

Regulacion del transporte retrégrado por proteinas G

heterotriméricas y segundos mensajeros.

Entre los factores reguladores que intervendrian en el control del
transporte retrogrado Golgi-reticulo endoplasmico hemos identificado a

proteinas G heterotriméricas y AMPc. La participacion de proteinas G
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heterotriméricas, evidenciada en incubaciones con AlF;s (Fig. 20b),
subunidades By (Fig. 20c) y el péptido mastoparan (Fig. 20d), amplia el
numero de reacciones de transporte reguladas por este tipo de moléculas
[4]. Ademds, mediante la utilizacién de toxinas bacterianas (Figs. 21b y
22b) y anticuerpos especificos contra subunidades o particulares (Figs.
21d y 22¢) hemos podido determinar la participacion de, al menos, dos
tipos de proteinas G con efectos opuestos. Por un lado, la activacién de G
estimula el transporte retrégrado, en tanto que la activacién de G; lo inhibe.
Una situacion similar parece gobernar la produccion de granulos secretores
a partir del TGN [24]. Es posible, entonces, que tanto la estructura como la
funcién de los organulos secretores dependa de la accién concertada de
una serie de proteinas G, las cuales directa o indirectamente actuarian
sobre moléculas efectoras especificas pertenecientes a la maquinaria de
transporte vesicular. Sin duda, la identificacion de todas las moléculas
sefializadoras implicadas (receptores, efectores, segundos mensajeros, etc.)
constituye una de las prioridades en la investigacién en este campo. Por
nuestra parte, hemos comprobado que una concentracion elevada de AMPc
estimula la accién de los factores citosélicos sobre el transporte retrégrado
(Fig. 23b). La participacion de este segundo mensajero es apoyada por
estudios recientes sobre el transporte de la toxina de shiga desde el Golgi

hasta el reticulo [52].

Los datos obtenidos sobre la influencia ejercida por el AMPc y
proteinas G y G; sobre el proceso de redistribucion del Golgi promovido
por factores citosolicos permiten proponer la existencia de un mecanismo

de traduccién de seflales responsable de su regulaciéon. Tal ruta de
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sefializacion podria funcionar en forma similar a la cadena de moléculas
sefializadoras que, a nivel de la membrana plasmatica, originan cambios en
la concentracion intracelular de segundos mensajeros como el AMPc en
respuesta a estimulos extracelulares [11]. Alternativamente, es posible que
las rutas de sefializacion que operan a nivel de organulos esten constituidas
segin un esquema diferente. En cualquier caso, la identificacién de las
moléculas participantes constituye el primer paso hacia el conocimiento de
tales vias. En este sentido, es importante destacar la caracterizacion de
proteinas G heterotriméricas endogenas de Golgi y TGN [7, 18, 35, 56].
Asimismo, en lo referente al transporte retréogrado son relevantes los
estudios realizados con el receptor, erd 2, de la secuencia KDEL presente
en las proteinas enddgenas de la luz del reticulo. Por ejemplo, la
formacion, a nivel de Golgi, de complejos ligando-receptor estimula el

transporte retrégrado de éstos [23].

Podemos, por tanto, utilizar los escasos datos que poseemos sobre la
regulacion del transporte retrégrado Golgi-reticulo endopldsmico para,
tentativamente, establecer un paralelismo con las rutas de traducciéon de
sefiales quimicas que estan caracterizadas en la membrana plasmatica.
Aquellas proteinas del reticulo endoplasmico que fortuitamente viajan
hasta el complejo de Golgi son reconocidas por una molécula receptora
especifica, uniéndose a ellas. Al igual que la activacion de los receptores
presentes en la membrana plasmatica da lugar a la estimulacion de
proteinas G triméricas, también en el caso del transporte retrogrado la
formaciéon de complejos ligando-receptor activaria a determinadas

proteinas G. Estas ultimas, a través de cambios en la concentracion de
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segundos mensajeros como el AMPc, activarian a ciertas quinasas que,
mediante fosforilacion de determinados sustratos, promoverian la
asociacion de las proteinas de cubierta a la membrana y, con ello, la

formacion de vesiculas de transporte retrégrado.

Obviamente se trata de un esquema sobre el que continuar
trabajando en la identificacion de las moléculas sefializadoras. No
obstante, es alentador pensar que, por ejemplo, el receptor de KDEL es una
proteina integral de membrana con siete segmentos transmembrana [22],
un tipo de organizacion molecular semejante al de los receptores de
membrana plasmdtica acoplados a proteinas G heterotriméricas. Es
posible, por tanto, que se trate de dos versiones (membrana
plasmatica/Golgi) de una misma obra (traduccién de sefiales), si bien

interpretada por actores (moléculas) distintos en cada caso.
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Las observaciones realizadas durante el presente estudio nos

permiten concluir que:

1. Factores citosolicos promueven la desorganizacion del complejo de
Golgi y la fusiéon de sus membranas con las del reticulo endoplasmico,
en un proceso que reproduce el transporte retrogrado existente in vivo

entre ambos organulos.

2. El transporte retrogrado inducido por factores citosdlicos esta

mediado por vesiculas y es regulado por proteinas G heterotriméricas y

AMPc.
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