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Introduccidn

I. TRAFICO INTRACELULAR DE MEMBRANAS

1. ViAS DE TRAFICO INTRACELULAR

A lo largo de la evolucion, la célula eucariota ha desarrollado compartimentos intracelulares
gue le permiten organizar y optimizar su metabolismo. Esta compartimentacién conlleva la
generacion de rutas o vias de transporte que comuniquen dichos compartimentos, facilitando
asi la entrada y salida de las moléculas necesarias para mantener la integridad y la
funcionalidad de la célula. Las rutas de transporte son las encargadas de llevar el cargo, que es
el conjunto de moléculas a transportar y que pueden ser (glico) proteinas, (glico) lipidos y
sustancias inorganicas, de un compartimento a otro. El transporte se realiza a través de
intermediarios de transporte (ITs) que tienen forma vesicular o tubulo-vesicular. Los ITs se
mueven mediante proteinas motoras utilizando los elementos del citoesqueleto como soporte
estructural para su desplazamiento. Las distintas vias de transporte intracelular se pueden

clasificar siguiendo un criterio funcional (Figura 1).

1.1. La via endocitica y de reciclaje

La célula utiliza la via endocitica para incorporar sustancias como proteinas y lipidos o
elementos exdgenos que se encuentran en la membrana plasmatica (MP) o en el medio
extracelular. El cargo se internaliza a los endosomas tempranos, donde son destinados hacia
los endosomas tardios, los lisosomas, la red trans-Golgi o bien hacia los endosomas de reciclaje
(Jones, 2007) Dependiendo del tamafio y de la naturaleza de la sustancia que se va a endocitar,
hablamos de fagocitosis o de pinocitosis (Conner y Schmid, 2003). La fagocitosis se utiliza para
internalizar moléculas de gran tamafio como virus, bacterias, parasitos intracelulares vy
complejos inertes. Es caracteristico de las células del sistema inmune como los macréfagos y
las células dendriticas. La pinocitosis, en cambio, es la via por la que se internalizan
macromoléculas y fluidos, ademas de ser el mecanismo empleado para el recambio constante
de la MP. Se distinguen tres mecanismos de pinocitosis: la macropinocitosis, la endocitosis
clatrina- o caveolina-dependiente y la endocitosis clatrina- o caveolina-independiente. En la
macropinocitosis se forman deformaciones de membrana para internalizar el elemento
exogeno. La endocitosis clatrina-dependiente ocurre de manera constitutiva en las células de
mamifero y es crucial para la comunicacién intracelular durante el desarrollo de tejidos y
organos (Seto y col., 2002) asi como para la homeostasis celular. Los ITs que participan en este
proceso estan recubiertos por trisqueliones de clatrina que se ensamblan para formar una

estructura poligonal que ayudard a deformar la membrana durante la incorporacion del
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Figura 1: Esquema general de las principales vias del trdfico intracelular de membranas. En la via secretora, las
proteinas sintetizadas en el reticulo endoplasmadtico se transportan al complejo de Golgi mediante ITs vesiculares.
Una vez alcanzada la red trans-Golgi, el cargo se transporta a la MP, al sistema endo/lisosomal o a los grdnulos de
secrecion en células especializadas y las proteinas de transporte son devueltas al reticulo endoplasmdtico mediante
ITs vesiculares. En la via endocitica, el cargo se internaliza en la MP hacia los compartimentos endosomales y
continua su transporte hacia el complejo de Golgi o los lisosomas. La via de reciclaje devuelve parte del cargo
endocitado desde los endosomas de reciclaje hacia la superficie celular, y la via de secrecion no convencional
transporta proteinas citosélicas o de membrana hacia la MP sin pasar por el complejo de Golgi (modificado de De

Matteis y Luini, 2011).

complejo ligando-receptor (Robinson y Bonifacino, 2001). La endocitosis caveolina-

dependiente es la ruta de internalizacién que emplean unas vesiculas llamadas caveolas que
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contienen mayoritariamente una proteina denominada caveolina. A través de estas vesiculas
se captan las moléculas de pequefio tamafio y de naturaleza hidrofébica como
glicoesfingolipidos, colesterol y ciertas proteinas con afinidad para formar microdominios de
membrana (van Deurs y col., 2003). A parte de las caveolas, existen otros microdominios en la
MP como las balsas lipidicas o lipid rafts que contienen colesterol y esfingolipidos con una
organizacién y dinamica diferente al resto de la membrana enriquecida en glicerofosfolipidos
(Helms y Zurzolo, 2004). Su composicién lipidica es la idonea para la internalizacion de
proteinas y/o glicolipidos (Anderson y Jacobson, 2002). Asi pues, a nivel de las balsas lipidicas
tiene lugar la internalizacién de moléculas de forma clatrina- o caveolina-independiente.

La via de reciclaje es la via que siguen ciertas moléculas que, después de ser endocitadas y de
haber liberado el cargo, son seleccionadas y devueltas a la MP para volver a ejercer su funcién.
Es la ruta que emplean la mayoria de los receptores de membrana. Por ejemplo, el receptor de
transferrina se separa de su cargo una vez se ha internalizado y vuelve a la MP pasando por los
endosomas de reciclaje para reutilizarse (Maxfield y McGraw, 2004). En realidad es una
combinacion de la ruta endocitica (internalizacion) y de la secretora (vuelta a la superficie

celular).

1.2. La via secretora o biosintética

La via secretora es la ruta por la que los componentes recién sintetizados son transportados
desde el compartimento de sintesis o reticulo endoplasmastico (RE) hasta otros organulos
como el complejo de Golgi (Golgi) o los lisosomas, la MP y al medio extracelular. Existen dos
tipos de secrecién dentro de la via biosintética: la secrecidn constitutiva y la secrecién
regulada. Todos los tipos celulares poseen la ruta de secrecidn constitutiva, puesto que es
utilizada para transportar y secretar de manera continua las proteinas y los lipidos recién
sintetizados hasta el destino final (Ponnambalam y Baldwin, 2003). La secrecion regulada, en
cambio, sélo se produce en respuesta a alguin tipo de estimulo intra-o extracelular (iones de
calcio, hormonas o factores de crecimiento) (Blazquez y Shennan, 2000). En este tipo de
secrecion, el cargo que se sintetiza no es secretado inmediatamente, sino que se almacena en
vesiculas especializadas o granulos de secrecion (en funcidn del tamafio que tengan), como en
el caso de la insulina, que se acumula en los granulos de secrecion de las células pancreaticas.
Recientemente se ha descrito otra via de secreciéon llamada no convencional que se
caracteriza por ser una ruta de transporte independiente del RE, de los ITs y del Golgi. Esta via
la siguen proteinas nucleares y citoplasmaticas que carecen de la sefal peptitidica que las

llevaria al RE. Es el caso del factor de crecimiento de fibroblastos 2 o de la interleuquina 18,
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que una vez sintetizados no se translocan al interior del lumen del RE sino que van

directamente del citoplasma a la MP para salir al medio extracelular (Nickel, 2005).

2. EL COMPLEJO DE GOLGI

El Golgi es un orgdanulo muy dindmico que esta presente en todas las células eucariotas,
excepto en los eritrocitos, y que conforma un sistema de endomembranas interconectadas
entre si por estructuras tubulares y vesiculares que permiten el transporte intracelular de
moléculas de un compartimento a otro. Se localiza en la zona perinuclear asociado al
centrosoma (Rios y Bornens, 2003). El Golgi estd compuesto por un nimero variable de saculos
o cisternas apiladas y aplanadas (stack) con dilataciones laterales (rims), que se agrupan
formando una estructura llamada dictiosoma. La funcidn principal del Golgi es la de modificar
proteinas y lipidos sintetizados en el RE (modificaciones post-traduccionales) (Farquhar y
Palade, 1998) para su posterior distribucion intra- o extracelular. El conocimiento de su

estructura y funcién es crucial para entender como funciona la via secretora.

2.1. Estructura

Empleando técnicas de inmunofluorescencia, el Golgi aparece como una estructura Unica cuya
morfologia es variable en funcién del tipo celular, pero siempre se localiza cerca del nucleo y
alrededor del centrosoma puesto que interacciona con los microtubulos (MTs) y proteinas
asociadas a éstos (Rios y Bornens, 2003). A nivel ultraestructural, utilizando técnicas de
microscopia electrénica de transmision (MET) y tomografia electrdénica, el Golgi aparece
formado por un numero variable de stacks interconectados de forma dindmica entre si
mediante un sistema tubulo-vesicular de membranas, con una region central mas plana y una
region lateral dilatada (Kepes y col., 2005) (Figura 2). Cada stack esta polarizado morfoldgica,
molecular y funcionalmente, de manera que se puede diferenciar una zona o cara de entrada
(cis), que es donde se recibe el cargo procedente del RE, y una zona de salida (trans), que es
donde se libera el cargo ya procesado. El conjunto de cisternas entre la cara cis y la cara trans
constituyen la parte medial del Golgi. Cada una de las caras estd unida a su respectiva red de
estructuras tubulo-vesiculares altamente dinamicas que actuan como interfase entre el Golgi y
otros compartimentos de la via secretora. Asi, se describe una zona de entrada o red tubular
cis del Golgi (cis-Golgi network o CGN) entre el RE y la cara cis del Golgi y otra de salida o red
tubular trans del Golgi (trans-Golgi network o TGN) localizada entre la cara trans del Golgiy la

MP o compartimentos endosomales (Rambourg y Clermont, 1990). En el TGN es donde se
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producen las ultimas modificaciones post-traduccionales y donde se distribuye el cargo para

ser transportado hacia su destino final: la MP, el sistema endosomal o el espacio extracelular.

Superposicion

Figura 2. Localizacion y organizacién del complejo de Golgi en células NRK. (A) Imdgenes de microscopia dptica en
las que se observan los MTs (anti-8-tubulina) y el Golgi (anti-giantina). (B) Micrografia electrénica en la que se
muestra la distribucion perinuclear de distintos dictiosomas en la zona centrosomal donde se encuentra la pareja de
los centriolos (circulos discontinuos). En las inmediaciones de las cisternas del Golgi se detectan perfiles vesiculares
con cubierta de tipo COPI o clatrina. N, nucleo; Mit, mitocondria; AG, Golgi; Ly, lisosomas. (C) Tomografia electrénica
y reconstruccion tridimensional (3D) en la que se representan las siete cisternas del Golgi. Escala Bar, 200 nm

(modificado de Egea y Rios, 2002; Ldzaro-Diéguez, 2008).

2.2. Funciones

III

El Golgi actia como una “estacién central” en la via secretora y su funcién principal es la de
organizar gran parte del trafico intracelular (Egea, 2001). El Golgi recibe los cargos sintetizados

en el RE y proporciona una compartimentacion para las modificaciones post-traduccionales. La
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mas comun es el proceso de glicosilacidn sobre los lipidos y proteinas. Para llevar a cabo estas
modificaciones, se transportan azlcares y nucleétidos desde el citoplasma hacia el lumen de
las cisternas del Golgi. La mayoria de proteinas son glicosiladas en el RE mediante la adicion de
oligosacaridos ramificados (proceso de N-glicosilacidn) sobre los residuos de acido aspartico.
Cuando las proteinas N-glicosiladas pasan a través de las cisternas del Golgi, otras enzimas
como las glicosidasas y las glicosiltransferasas completan la N-glicosidacién. Por otro lado,
otras proteinas se glicosilan solamente en el Golgi en los residuos de serina o treonina
(proceso de O-glicosilacidn). La correcta ejecucion de estas modificaciones es esencial para
seleccionar su destino final y para su correcta funcionalidad. Por ejemplo, en algunos casos la
proteina requiere un tipo concreto de residuo glucidico para ser destinada a un
compartimento determinado. En este sentido, las enzimas lisosomales contienen manosa 6-
fosfato (M6P) terminal en sus cadenas que es reconocida por la maquinaria molecular de
seleccidn y transporte para destinar la enzima a los lisosomas (Hille-Rehfeld, 1995). Otro
ejemplo es la proteina glicosilfosfatidilinositol que tiene que estar glicosilada para ser
transportada desde el TGN hasta la zona apical de la MP (Benting y col., 1999). En otras
ocasiones las glicosilaciones son necesarias para estabilizar la conformacion de la proteina. Sin
embargo, las modificaciones no son exclusivas del cargo proteico, sino que también tienen
lugar en los lipidos. Asi, los glicoesfingolipidos se sintetizan en el Golgi tras afiadir azUcares a la
ceramida sintetizada en el RE. Estos lipidos son fundamentales para el correcto
funcionamiento y estabilidad de las membranas celulares. En el Golgi también se sintetizan
muchos carbohidratos como por ejemplo los glicosaminoglicanos, unos polisacaridos muy
largos que estdn anclados a las proteinas sintetizadas en el RE para dar lugar a los
proteoglicanos que formaran la matriz extracelular.

En el Golgi también se producen otras modificaciones post-traduccionales como los procesos
de fosforilacién que son esenciales para el envio correcto de ciertas proteinas solubles al
interior de los lisosomas, procesos de sulfatacién de proteoglicanos y ciertos aminodcidos (aa)
y para reacciones de protedlisis esenciales para la activacion de ciertas moléculas. Por ultimo,
hay que destacar que el Golgi participa en el reciclaje de la MP mediante la fusién de

elementos vesiculares y/o tubulares generados en el organulo.

3. TRAFICO DE MEMBRANAS ASOCIADO AL COMPLEJO DE GOLGI

El Golgi es un organulo altamente dindmico cuyos componentes moleculares se renuevan
constantemente. Al actuar como una “planta empaquetadora”, el Golgi recibe cargo

continuamente procedente del RE mediante la fusion de los ITs del RE (via secretora) y de los
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endosomas (via endocitica). Esta ganancia de membrana se equilibra con la pérdida de ésta
gracias a la fision de los ITs generados en el Golgi, que seran transportados a la MP y a otros
organulos intracelulares. Asi, para mantener la estructura y funcionalidad del Golgi, es
necesario regular este flujo de membrana del Golgi para que el balance neto sea nulo. Por eso,
cuando existen alteraciones en este trafico de membranas, la estructura del Golgi se ve
alterada impidiendo su correcto funcionamiento. Hay que tener en cuenta que este equilibrio
se adapta a las demandas requeridas en cada momento por la célula delante de un estimulo
concreto como la proliferacidn, la diferenciacion, la seializacion y la invasion de patdgenos,

entre otros.

3.1. Transporte entre el reticulo endoplasmatico y el complejo de Golgi

El transporte entre el RE y el Golgi se caracteriza por ser un transporte bidireccional. Se
denomina transporte anterdgrado al flujo de membrana que va desde el RE hacia el Golgi, y
transporte retrogrado al flujo que va en sentido contrario (del Golgi al RE).

Los ITs que median el transporte entre estos dos compartimentos son las vesiculas con
cubiertas de tipo COP. Estas cubiertas o coats estan formadas por complejos multiproteicos
gue al autoensamblarse deforman la membrana donadora para formar las vesiculas de
transporte. Existen dos tipos de cubiertas COP, las de tipo COPIl y las de tipo COPII, que difieren
tanto en la composicion molecular como en la ubicacidn y la direccionalidad durante el
transporte. Asi, las vesiculas de tipo COPIl estdn implicadas en el transporte anterdgrado
(Schekman y Orci, 1996; Barlowe, 1998) mientras que las de tipo COPI participan en el
transporte retrégrado (Orciy col., 1997), aunque también se postula que podrian participar en

el transporte anterdgrado (Orciy col., 1997) (Figura 3).

3.1.1. Transporte anterégrado

A través de la via anterdgrada, las proteinas y lipidos sintetizados en el RE entran en la via
secretora y se dirigen al Golgi para ser modificados. Las membranas del RE encaradas hacia el
cis-Golgi presentan unas regiones muy especializadas que estan desprovistas de ribosomas
llamadas sitios de salida o ER exiting sites (ERES) (Sesso y col., 1994). Los ERES son el lugar de
exportacion del cargo sintetizado que sale del RE (Palade, 1975), por lo que de estas zonas
emergen continuamente vesiculas con cubierta COPII. Las vesiculas COPIl reciben este nombre
porque para su formacion requieren el ensamblaje de un complejo multiproteico llamado
COPIl o coatomer protein I, que estd formado por las proteinas Sec23/24, Sec13/31 vy la

GTPasa Sarl (Kirchhausen, 2007; Barlowe 1994). La interaccién entre el cargo y los
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componentes de la cubierta COPII provoca la acumulacidn de éste en el lugar de produccién de
los ITs (Aridor, 1998). Después de la formacién de la gema o bud en la membrana del RE con la
cubierta COPII, ésta se fisiona de la membrana y da lugar a una vesicula libre que se desprende

de la cubierta COPII.

TRANSPORTE
RETROGRADO

Compartimento

Zonas de intermedio
salida

TRANSPORTE
ANTEROGRADO

Reticulo endoplasmatico Complejo de Golgi Red trans-Golgi

Figura 3: Esquema del transporte intracelular entre el reticulo endoplasmdtico y el complejo de Golgi. E/
transporte entre el RE y el Golgi ocurre en varios pasos. Las gemas nacientes formadas en las zonas de salida del RE
forman las vesiculas COPIl y se dirigen al compartimento intermedio entre el RE y el Golgi. Después, las proteinas se
mueven del compartimento intermedio hacia el Golgi a través de las vesiculas COPI o directamente por conexiones
tubulares. Las proteinas residentes del RE que han escapado regresan desde el compartimento intermedio o el Golgi

a través de vesiculas de tipo COPI (modificado de Bonifacino y Glick, 2004).

Las vesiculas COPIl generadas en el RE no viajan directamente al Golgi, sino que se fusionan
entre si originando unas estructuras membranosas tubulo-vesiculares (VTCs, del inglés
vesicular tubular clusters) entre el RE y el Golgi formando el compartimento intermedio o
ERGIC (del inglés ER/Golgi intermediate compartment) (Bannykh y col., 1998; Hauri y
Schweizer, 1992). Existen dos hipétesis para explicar el transporte desde el ERGIC hasta el cis-
Golgi (Rabouille y Klumperman, 2005). La primera sugiere que el cargo llega a la primera
cisterna del Golgi desde el ERGIC a través de las vesiculas COPI. La segunda propone una fusidn
de los elementos membranosos del ERGIC para generar la primera cisterna del Golgi. La fusion

continuada de membrana de los ITs derivados del RE compensa la pérdida de membrana
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utilizada para el transporte post-Golgi (desde el Golgi a la MP) y para el transporte retrégrado

(desde el Golgi al RE) manteniendo asi la integridad estructural y funcional del Golgi.

3.1.2. Transporte retrogrado

La via retrograda es la que se usa para devolver las proteinas residentes en el RE, tanto
luminales como de membrana (Munro y Pelham, 1987; Semenza y col., 1990), que se han
escapado del organulo por la via anterégrada (Pelham, 1991). También se reciclan proteinas de
membrana como el receptor de KDEL (KDEL,) (Appenzeller, 1999) o proteinas residentes en el
Golgi como las glicosiltransferasas (Lee y col., 2004; Lippincott-Schwartz y col., 1990; Storrie y
col, 1998; Storrie, 2005). Por ultimo, también sirve para equilibrar la membrana consumida en
el transporte anterdégrado.

Los ITs que median este tipo de transporte son de tipo COPI y requieren para su formacion el
complejo proteico COPI o coatomer protein | compuesto por siete subunidades (a, B, B’, v, 0, &,
{) (Kreis y Pepperkok, 1994). El modelo mas aceptado propone que estas vesiculas tienen como
funcién acumular y seleccionar el cargo y transportarlo de manera retrégrada (Bethune y col,
2006; Lippincott-Schwartz y Liu, 2006). También se ha descrito que podrian estar involucradas
en el transporte bidireccional a través de los stacks del Golgi (Orci y col, 2000). Esta es la via
que utiliza el KDEL, para devolver las proteinas luminales residentes del RE que se han
“escapado” del organulo siguiendo el flujo anterdgrado. Las proteinas del RE suelen ser
retenidas en el RE pero a veces este sistema no es del todo eficiente y algunas proteinas
abandonan el RE para llegar al Golgi. La mayoria de proteinas solubles del RE tienen una
secuencia de cuatro aa en el extremo carboxilo (secuencia KDEL). Esta secuencia es reconocida
por el KDEL,, una proteina transmembrana que reside en el Golgi y en el ERGIC y que cicla
constantemente entre el RE y el Golgi (Lewis y Pelham, 1990). Cuando el KDEL, reconoce a una
proteina con secuencia KDEL, se une a ésta y la lleva de nuevo al RE mediante el transporte
retrégrado a través de las vesiculas COPI. Una vez que el complejo proteico llega al RE, éste se
disocia y el KDEL, se colocaliza de nuevo en el cis-Golgi. Alteraciones en el transporte entre el
RE y el Golgi se van a reflejar en la redistribucion del KDEL,, de manera que va a quedar
retenido en el RE si hay una alteracién en la via anterdégrada, o en el Golgi si el transporte
retrégrado tiene alguna anomalia. Existen otros mecanismos para recuperar las proteinas que
se escapan del RE. Es el caso de las proteinas transmembrana del RE que contienen la
secuencia de aa KKXX (donde K es lisina y X cualquier aa) en el extremo carboxilo que se encara

hacia el citoplasma. Esta secuencia interacciona con componentes de la cubierta COPI y actua
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como sefial de recuperacién que estimula el transporte retrégrado de estas proteinas que han
escapado del RE y han alcanzado el ERGIC o el Golgi (Nilsson y col., 1989).

Aunque el sistema COPI ha evolucionado como un mecanismo eficiente para recuperar
proteinas que abandonan el RE, no es el Unico que genera un flujo retrégrado. Las primeras
evidencias de la existencia de un sistema de transporte independiente de las vesiculas COPI
surgieron tras identificar una GTPasa del Golgi denominada Rab6 (Martinez y col., 1997). La
sobreexpresion de la proteina Rab6 activada (Rab6-GTP) provocaba un flujo retrégrado con un
efecto similar al producido por la brefeldina A (BFA) (ver en apartado 5.1. de los métodos el
mecanismo de acciéon de la BFA). La existencia de varias rutas de transporte retrégrado se
confirmé gracias al estudio del transporte de distintas toxinas bacterianas, como la toxina de
Shigella (STx). En células tratadas con inhibidores de la via de transporte COPI, el transporte de
la STx desde el Golgi al RE permanece inalterado. Ademas se han podido visualizar los ITs que
contienen la STx colocalizando con la proteina Rab6. También se ha descrito que mutantes
dominantes negativos de Rab6 (Rab6-GDP) retrasan significativamente el transporte de la STx
y de las enzimas de glicosilacién al RE (Girod y col., 1999). Aunque el mecanismo por el cual
Rab6 promueve el transporte retréogrado no se conoce bien, se han identificado varias
proteinas que interaccionan con Rab6-GTP que podrian actuar como efectores para el
funcionamiento de la via. Por un lado, se ha visto que Rab6 interacciona con una proteina de la
familia de las cinesinas llamada rabquinesina (Echard y col., 1998). El extremo C-terminal de
esta proteina reconoce especificamente Rab6-GTP y la sobreexpresiéon de mutantes inactivos
de la rabquinesina enlentece el efecto sobre el trafico de membrana inducido por Rab6-GTP.
Esto indica que Rab6 utiliza este motor de MTs para mover los ITs en el mismo sentido de
movimiento que la mayoria de las cinesinas [del extremo (-) al extremo (+) de los MTs] (Miki y
col., 2005). Por otro lado, mediante estudios con sistemas de doble hibrido se consiguid aislar
una proteina denominada bicaudal-D que interacciona con Rab6 (Matanis y col., 2002). Tras su
translocacion a las membranas del Golgi, bicaudal-D recluta el complejo motor dineina-

dinactina que se desplaza hacia el extremo (-) de los MTs.

3.2. Transporte intra-Golgi

Existen dos modelos para explicar cdmo el cargo procedente del ERGIC llega a la cara cis del
Golgi y atraviesa las distintas cisternas en direccién trans-Golgi para ser modificado y enviado a
su destino final (Rabouille y Klumperman, 2005).

El modelo de transporte vesicular (Rothman, 1994) considera que las cisternas del Golgi son

estructuras estables donde el flujo de membrana se da mediante vesiculas COPI que contienen
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el cargo anterégrado. Estas se transportan lateralmente por los extremos de las cisternas o
lateral rims, atravesando de forma secuencial todas ellas desde la cis- hasta la trans-, pasando
por la medial-Golgi, hasta llegar al TGN. Por el contrario, el modelo de maduraciéon de las
cisternas (Mironov y col., 1997; Glick y Malhotra, 1998) considera que las cisternas cis-Golgi
son estructuras dindmicas. La primera cisterna se formaria por fusién de los ITs que generan
los VTCs e irian madurando de cis a trans. Una vez la cisterna madura que contiene el cargo ya
procesado llega a la parte trans-Golgi, se produciria la segregacion de los distintos cargos.
Seguidamente, esta cisterna sufriria cambios bioquimicos y morfoldgicos para adquirir
caracteristicas del TGN. En este modelo, las vesiculas COPI sélo transportan el cargo en sentido
retrégrado dirigiéndolo hacia la cisterna apropiada y asi poder preservar la identidad y la
polaridad del Golgi. Sin embargo, estudios recientes sugieren que este modelo es demasiado
lento para el transporte anterdgrado de la mayoria de las proteinas (Orci y col., 2000; Volchuk
y col., 2000). Asi, se propone un sistema hibrido basado en el modelo de maduracion de las
cisternas en el que las vesiculas COPl mediarian el transporte de cargo anterdgrado vy
retrégrado (Orci y col., 1997; Orci y col., 2000; Pelham y Rothman, 2000). Por ultimo, tras la
observacién de estructuras tubulares entre las cisternas por MET se postula un nuevo modelo
de conexiones entre cisternas en el cual no participarian los ITs de tipo COPI, sino que el cargo
y las enzimas residentes en el Golgi se moverian de forma anterdégrada y retrograda,
respectivamente, mediante tubulos que interconectarian las cisternas (Mironov y col., 1997;

Trucco y col., 2004; Vivero-Salmeron y col., 2008).

3.3. Transporte post-Golgi

Una vez el cargo ha alcanzado el trans-Golgi, entra en contacto con el compartimento
adyacente a éste conocido como TGN. En esta red de membranas tubulo-vesiculares se
producen las ultimas modificaciones post-traduccionales y se introduce el cargo en los ITs que
lo transportaran a su destino final (endosomas, lisosomas y MP). En las células polarizadas
(epiteliales y neuronales) se distingue entre el transporte secretor hacia la membrana
basolateral o hacia la membrana apical, los cuales son regulados por maquinarias moleculares
distintas (De Matteis y Luini, 2008). En el caso de las proteinas con destino basolateral, |a
sefial se localiza en el dominio citoplasmatico del cargo y consiste en secuencias de aa de tipo
YXXO (donde Y es tirosina, X es cualquier aa y 0 es un aa hidrofébico) o en secuencias de aa con
motivos dileucina DXXLL (donde D es &acido aspartico y L es leucina). Estas sefales son
reconocidas por las proteinas de la cubierta o las proteinas adaptadoras asociadas

periféricamente a la cara citosélica de la membrana (Bonifacino y Traub, 2003). En el caso de
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las proteinas con destino apical, la salida se facilita por interacciones de tipo lipido-lipido o
lipido-proteina dentro de los dominios transmembrana o luminales, en las que participan los
N- y los O-glicanos (Potter y col., 2004), o bien por interacciones con el dominio de anclaje GPI
que estd asociado a las balsas lipidicas (Schuck y Simons, 2004). Por tanto, muchas de las
proteinas destinadas al dominio apical tienen mayor afinidad por las zonas ricas en
esfingolipidos y colesterol para ser transportadas separadamente del cargo con destino
basolateral (Keller y col.,, 2001). Una vez seleccionado el cargo, éste se retiene en unos
dominios especificos de membrana del TGN que forman una estructura tubulo-vesicular,
excluyendo proteinas residentes del Golgi y cargos con otro destino. A continuacién, estos
dominios son separados progresivamente del resto de la membrana del TGN a través de los
MTs, generando estructuras tubulares y vesiculares. Por Ultimo, se produce la fisidn de los ITs
derivados de la membrana del TGN vy, posteriormente, se transporta a la MP (De Matteis y

Luini, 2008).

Il. EL CITOESQUELETO DE ESPECTRINA

La aparicién de los metazoos a partir de sus antecesores unicelulares requirié una serie de
adaptaciones impuestas por la aparicion de nuevas funciones a raiz de la diferenciacién
celular, la integracién de éstas en distintos tejidos y del incremento de tamano de los propios
organismos. Estos requisitos incluian la habilidad de las células de desarrollar la organizacion
espacial de su superficie en dominios altamente especializados y de los subcompartimentos
intracelulares para permitir asi la interaccién celular y la sefializacidn intracelular. También
aparecieron nuevas adaptaciones al movimiento y al estrés mecanico que éste conllevaba. La

aparicién evolutiva del citoesqueleto de espectrina permitié cumplir con estos requisitos.

1. EL CITOESQUELETO DE ESPECTRINA ERITROCITARIO

1.1. Descubrimiento, estructura y funcion

El citoesqueleto de espectrina se descubrid en los eritrocitos (Marchesi y Steers, 1968; Clarke,
1971). Los eritrocitos de los mamiferos carecen de nucleo y organulos y, por tanto, no tienen
ningln sistema biosintético de reparacién. Aun asi, sobreviven en el torrente sanguineo
durante 120 dias. Esto implica que tienen que tener algun tipo de adaptacién en la membrana
que les permita permanecer en circulacién tanto tiempo, puesto que la bicapa lipidica sin

soporte alguno no podria aguantar la presién de la circulacion.
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El citoesqueleto de espectrina es una red bidimensional que se encuentra por debajo de la
membrana del eritrocito. Estd formado por la propia espectrina, que es el componente
mayoritario del citoesqueleto, la anquirina, |a proteina 4.1, la aducina y la actina.

La membrana esquelética de los eritrocitos de mamifero se visualizd6 por primera vez en
micrografias electronicas de extractos de eritrocitos usando detergentes (Yu y col., 1973). El
citoesqueleto de la membrana eritrocitaria estd organizado como una red hexagonal formada
por cinco, seis o siete moléculas de espectrina bien extendidas y unidas a filamentos de actina
de unos 40 nm de longitud, formados por 12-16 mondémeros (Byers y Branton, 1985; Liu y col.,
1987; Shen y col., 1986) (Figura 4 A). El citoesqueleto de espectrina y actina de los eritrocitos
estd unido a la bicapa lipidica basicamente por la asociacién de la espectrina con la anquirina,
la cual estd unida al dominio citoplasmatico del intercambiador anidnico banda 3 (Bennett,
1978; Bennett y col., 1982; Bennett y Stenbuck, 1979; Luna y col., 1979; Tyler y col., 1980; Yu y
Goodman, 1979). El intercambiador aniénico banda 3 se asocia formando dimeros (Nigg y
Cherry, 1979), que a su vez se asocian con la anquirina para formar pseudo-tetrdmeros (Che y
col., 1997; Michaely y Bennett, 1995; Pinder y col., 1995; Ye y col., 1999). Los dimeros del
intercambiador aniénico también se pueden asociar con la banda 4.2 por la parte
citoplasmatica (Yu y Steck, 1975). También existen otras conexiones de membrana adicionales
en la zona de unién de la espectrina con la actina o spectrin-actin junction points que se dan
gracias a un complejo proteico entre la proteina 4.1, la p55 (un miembro de la familia MAGUK)
y la glicoporina C (Hemming y col., 1995; Marfatia y col., 1995; Marfatia y col., 1994) (Figura 4
B).

Muchas de las proteinas que bloquean los extremos libres de los filamentos de actina asi como
las que ayudan a definir la longitud de los filamentos de actina y a estabilizar los complejos
espectrina-actina, como la tropomiosina, se han visualizado por microscopia electrdnica en
este mismo complejo (Derick y col., 1992; Ursitti y Fowler, 1994). La proteina 4.1 estabiliza la
asociacién de la espectrina con la actina (Tyler y col., 1980; Ungewickell y col., 1979) y la
aducina se asocia con los extremos (+), que tienen una velocidad de polimerizacién mas rapida
de los filamentos de actina, en un complejo que bloquearia el extremo del filamento,
promoviendo asi el ensamblaje de la espectrina (Gardner y Bennett, 1987; Kuhlman y Fowler,
1997; Kuhimany col., 1996; Liy col., 1998) (Figura 4 B).

La funcidn principal del citoesqueleto de espectrina en los eritrocitos es la de soportar la
bicapa lipidica, dandole la forma de disco bicdncavo al eritrocito y la elasticidad que requiere
para fluir a través de los capilares sanguineos. También controla la acumulacién de algunas
proteinas transmembrana en la membrana eritrocitaria durante la eritropoyesis (Mohandas y

Gallagher, 2008; Salomao y col., 2010). La naturaleza esencial del citoesqueleto de espectrina
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se demostrd inicialmente en ratones que contenian mutaciones en la espectrina y la anquirina
(Bodine y col., 1984; Greenquist y col., 1978). Posteriormente, estas mutaciones se han
encontrado en humanos y conllevan a la aparicion de anemias hereditarias por
malformaciones de los eritrocitos, como la esferocitosis, la eliptocitosis o la piropoiquilocitosis,
indicando que el citoesqueleto de espectrina es necesario para la existencia de los eritrocitos

de los mamiferos (Eber y Lux, 2004; Gallagher, 2004).

B AE1 RhAG  Rh G . [0 [ ......

GPA

[Troporioshe
o =
ﬂg;.l‘.l‘guﬂ]’ :
P espectrina repeticion de em‘cﬁ‘arr‘r |

Figura 4. Organizacion del citoesqueleto de la membrana del eritrocito. (A) Microscopia electrénica de la
membrana eritrocitaria. Los tetrdmeros de espectrina estdn entrecruzados en los puntos de union mediante
filamentos cortos de actina y proteina 4.1-aducina. Aproximadamente seis espectrinas interaccionan con cada punto
de unidn. En la zona central de los tetrdmeros de espectrina se encuentra unido el complejo anquirina-
intercambiador anidnico (modificado de Bennett y Baines, 2001). (B) La interaccion entre la espectrina y la actina
estd modulada por proteinas asociadas como la proteina 4.1 junto con la dematina, la aducina, la tropomiosina y la
tropomodulina. Sus funciones son estabilizar el complejo espectrina-actina, mantener la longitud del filamento de
actina (la aducina actia como proteina de coronado/bloqueo) y unir la red de espectrina con las proteinas
transmembrana (la glicoporina C y el intercambiador anidnico 1 o AE1) a través de proteinas adaptadoras (la
proteina p55 y la proteina 4.2). Existe otro sitio de unién a membrana via anquirina, la cual une la 8 espectrina con
el AE1. El complejo Rh/RhAG-anquirina también puede actuar de unién entre la membrana eritrocitaria y el
citoesqueleto de espectrina. Las espectrinas también interaccionan directamente con fosfolipidos como
fosfatidiserina y fosfatidiletanolamina, componentes de membrana confinados a la capa interna de la bicapa
lipidica. En la 8 espectrina, los sitios de union a fosfolipidos se localizan cerca de los sitios de unién a anquirina y
proteina 4.1, que son las proteinas encargadas de conectar la espectrina con la membrana. GPA, glicoporina A; GPB,
glicoporina B; GPC, glicoporina C; GLUT, transportador de glucosa 1; Rh, factor Rh; RhAG, factor Rh asociado a
glicoproteinas (modificado de Machnicka y col., 2012).

2. EL CITOESQUELETO DE ESPECTRINA NO ERITROCITARIO

Durante mucho tiempo se pensd que las proteinas que formaban el citoesqueleto de

espectrina sdlo se encontraban en los eritrocitos. Las aproximaciones iniciales que se
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realizaron con anticuerpos para demostrar lo contrario fallaron para revelar la existencia de
éstas en otras lineas celulares no eritrocitarias de mamiferos. Sin embargo, los glébulos rojos
nucleados de algunos invertebrados si que tenian proteinas relacionadas con el citoesqueleto
de espectrina (Hiller y Weber, 1977; Pinder y col., 1978). La aparicidon de nuevas técnicas mas
sensibles basadas en inmunodeteccion y en biologia molecular ayudé al descubrimiento de un
citoesqueleto de espectrina no eritrocitario.

El descubrimiento de que otros tejidos, a parte del eritrocitario, expresaban isoformas de
anquirina (Bennett, 1979) y espectrina (Bennett y col., 1982; Burridge y col., 1982; Glenney y
col., 1982a; Goodman y col., 1981; Levine y Willard, 1981) sugirié que el citoesqueleto de
espectrina eritrocitario era relevante en otros tipos celulares. Sin embargo, aunque los
principios estructurales bdsicos establecidos para los eritrocitos se podrian aplicar a otros
tejidos, la organizacién, las interacciones proteicas y las funciones de las proteinas del
citoesqueleto de espectrina son mas diversas que en los glébulos rojos.

Hay dos diferencias importantes entre el citoesqueleto de espectrina eritrocitario y el no
eritrocitario. La primera es que, mientras el citoesqueleto de espectrina eritrocitario esta
distribuido uniformemente por debajo de la MP, la espectrina y la anquirina se encuentran
compartimentadas en subdominios especificos de la MP en células polarizadas, como las
neuronas (Lazarides y Nelson, 1983), células de rifidn (Drenckhahn y col., 1985; Nelson vy
Veshnock, 1986) y musculo (Craig y Pardo, 1983). La segunda es que la espectrina se une a una
serie de proteinas transmembrana, como la banda 3, a través de la anquirina en los eritrocitos.
En cambio, las anquirinas y espectrinas no eritrocitarias interaccionan con gran cantidad de
proteinas de membrana, sobretodo transportadores (Bennett y Baines, 2001). Estas
observaciones fueron la base de la hipdtesis de que la espectrina y la anquirina tienen un papel
en la determinaciéon de la composicién y funcién de regiones especializadas de la MP (Drubin y

Nelson, 1996; Bennett y Chen, 2001).

2.1. Componentes

2.1.1. Espectrinas

Las membranas de los eritrocitos se aislaron tratandolos con una solucidn hipotdnica (Dodge y
col.,, 1963), de manera que los eritrocitos aumentaron de tamafo y adoptaron una forma
esférica. El estiramiento de la membrana del eritrocito lo hizo permeable, por lo que la
hemoglobina se filtré hacia el exterior y quedaron unas estructuras casi incoloras llamadas
fantasmas o ghosts. Entre las proteinas que se extrajeron del eritrocito bajo estas condiciones

habia un par de polipéptidos de elevado peso molecular que se denominaron espectrinas
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(Marchesi y Steers, 1968; Tillack y col., 1970) (del inglés spectre, cuyo significado es fantasma).
Actualmente estos dos polipéptidos se conocen como a y B espectrina (de 280 y 246 kDa
segln su secuencia de aa, respectivamente) aunque en la literatura también se describen
como banda 1 y banda 2 debido a que aparecen como dos bandas en geles de SDS-PAGE
(Fairbanks y col., 1971). En tejidos no eritrocitarios, la espectrina se denomind inicialmente
como espectrina del cerebro o espectrina no eritrocitaria (Goodman y col., 1981; Bennett y
col., 1982; Burridge, 1982; Lazarides y Nelson, 1982), fodrina (Levine y Willard, 1981; Glenney y
col., 1982b) o calspectina (Kakiuchi y col., 1982). El término fodrina aun se usa de forma
ocasional y generalmente se refiere a la all y a la Bl espectrina. La espectrina identificada en el
higado embrionario se llamd ELF (Mishra y col., 1999) (del inglés embrionic liver factor).

Las espectrinas son moléculas largas y flexibles (200-260 nm de largo por 3-6 nm de ancho)
que existen principalmente como heterotetrameros formados por dos subunidades de tipo a
y dos subunidades de tipo B. Estas subunidades se ensamblan por los extremos en una
conformacién antiparalela para formar dimeros af que se asocian entre ellos para formar
tetrameros. La formacion de estos tetrdmeros implica que el extremo amino de cada

subunidad a se asocie con el extremo carboxilo de cada subunidad B (Figura 5). No obstante,

a espectrinas: Figura 5. Estructura de los dominios de las
al: . .
NH;‘{%Q@ 533 @@= COOH espectrinas. Esquema de las dos subunidades

. a y las cuatro subunidades 8 de la espectrina.
all:

Teglog —— L tri ta d ie d
NHZ-LCE M5 552535 = COOH a espectrina estd formada por una serie de
unidades modulares llamadas repeticiones de

B espectrinas: espectrina (amarillo). Los otros dominios,

Ly IV:
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LSRR
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I Dominio de homologia a plecstrina aumente su diversidad funcional (modificado

de Bennett y Healy, 2007).
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las cadenas de B espectrina pueden formar complejos homopoliméricos en el musculo
esquelético (Block y Morrow, 1989) y en el Golgi (Beck y col., 1994; Devarajan ycol., 1996).
Cada extremidad del tetramero de espectrina se une a filamentos de actina mediante la B
espectrina, permitiendo asi la formacion de una red compleja formada por espectrina y actina.
Las espectrinas se expresan en todos los metazoos a raiz de varios genes. Por esa razén, en los
mamiferos existen distintas isoformas de espectrina que se han originado a partir de las
eliminaciones de varios fragmentos (splicing) del ARN mensajero (ARNm) proveniente de siete
genes. Los genes SPTA1 y SPTANI1 codifican para las proteinas al y all espectrina,
respectivamente. Al contrario de lo que pasa con SPTA1, el gen SPTAN1 codifica para varias
isoformas de all espectrina que se encuentran en todas las células no eritrocitarias y que
resultan de tres procesos de splicing (Cianci y col., 1999; Moon y McMahon, 1990; Berghs y
col.,, 2000). Hay cinco genes que codifican para las B espectrinas: cuatro genes f3
convencionales, SPTB, SPTBN1, SPTBN2 y SPTBN4, que codifican para las proteinas BI, Bll, Blll y
BIV espectrina, respectivamente, y el gen SPTBN5 que codifica para la BV espectrina también
llamada BH (del inglés 8 Heavy) (Sahr y col, 1990; Winkelmann y Forget, 1993). La expresién de
las distintas isoformas de espectrina estd regulada de manera especifica por el tejido donde se

expresa y su estadio de desarrollo (Tabla 1).

Tabla 1. Los genes de espectrina y su expresion en tejidos de mamifero (modificado de Machnicka y col., 2012).

Proteina Gen Expresion Referencia

al SPTA1 Isoforma alx1 en eritrocitos e isoforma Sahry col., 1990; Winkelmanny
alZ* en el cerebro Forget, 1993

all SPTAN1 Varias isoformas presentes en todas las Cianciy col., 1999; Moon y
células no eritrocitarias McMahon, 1990; Zhang y col., 2010

Bl SPTB BIz1 en eritrocitos, BIZ2 en el cerebroy Winkelmann y Forget, 1993;
musculo, Bl espectrina también Winkelmann y col., 1990; Bennett y
detectada en linfocitos Baines, 2001; Pradhan y Morrow,

2002
Bl SPTBN1 Todas las células nucleadas Winkelmann y Forget, 1993;

Bennett y Baines, 2001; Pradhany
Morrow, 2002

Bl SPTBN2 Golgiy vesiculas, MP de neuronas y Stankewich y col., 1998; Holleran y
células epiteliales col., 2001
BIV SPTBN4 Neuronas (axdn, segmento inicial, nddulo  Berghs y col., 2000; Tse y col, 2001
de Ranvier), islotes pancreaticos y en el
nucleo
BV SPTBN5 Niveles bajos en muchos tejidos Stabach y Morrow, 2000; Legendre
y col., 2008

Los invertebrados también tienen genes para la espectrina. En los genomas de Caenorhabditis
elegans y Drosophila melanogaster encontramos un solo gen que codifica para una a

espectrina que es muy similar a la all espectrina de mamiferos [spc-1 vy [(3)dre3,
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respectivamente] (Byers y col., 1987; Dubreuil y col., 1989) y dos genes codificantes para la
espectrina: uno (unc-70/bgs-1 en C. elegans y 8-Spc en D. melanogaster) codifica para la
proteina B¢ (proteina similar a la BIl espectrina de mamiferos) conocida como B espectrina
convencional (Byers y col., 1992) y el otro (sma 1 en C. elegans y karst en D. melanogaster)
codifica para la BH espectrina, que es una espectrina pesada similar a la BV espectrina que
encontramos en mamiferos (McKeown y col., 1998; Dubreuil y Grushko, 1998). Las secuencias
gendmicas de las espectrinas de D. melanogaster y las espectrinas no eritrocitarias de
mamiferos estan mds conservadas entre ellas que entre las espectrinas no eritrocitarias y las

eritrocitarias en mamiferos.

Dominios funcionales

A pesar de la diversidad de genes, cada subunidad de espectrina estd formada por una
sucesién de motivos formados por triples hélices llamados repeticiones de espectrina. Son
dominios de 106 aa de largo flanqueados por secuencias N- y C-terminal no homdlogas (Sahry
col., 1990; Speicher y Ursitti, 1994; Winkelmann y col., 1990). Las a espectrinas estan formadas
por 20 repeticiones de espectrina (de al a a20), las B espectrinas contienen 17 (de fl a f17)y
las BV espectrinas tienen 30. La estructura de unidad de repeticién y sus interconexiones estan
asociadas a la flexibilidad de la proteina (Grum vy col., 1999). Cuando los tetrameros de
espectrina se estiran, los filamentos de espectrina pueden alcanzar los 200 nm de longitud.
Ademads de ser importantes para la flexibilidad y la estructura de las espectrinas, estas
repeticiones se consideran como una plataforma de interaccidén. Algunas de ellas estan
involucradas en la formacién de dimeros y tetrdmeros de espectrina, como las al7-020 que
interaccionan con las B1-B4, y la primera hélice de la a espectrina con la Ultima repeticion 17
de la B espectrina (Li y col., 2008; Speicher y col., 1992; Ursitti y col., 1996). Ademas, también
son esenciales para la unidn del citoesqueleto de espectrina con la bicapa lipidica. En los
eritrocitos, las repeticiones B14 y B15 se unen al intercambiador anidnico AE1 a través de la
anquirina (Ipsaro y Mondragon, 2010). Otro complejo de unién a la membrana lipidica es el
formado por la proteina 4.1, la actina, la dematina, la aducina, la tropomiosina y la
tropomodulina. Este complejo une el citoesqueleto de espectrina con la glicoporina C y el
intercambiador anidnico AE1 a través de las proteinas adaptadoras p55 y 4.2 (Korsgren y col.,
2010; Ipsaro y col., 2009; Low, 2009; Van Kim y col., 2006). El complejo 4.1 también estabiliza
la interaccidn espectrina-actina y mantiene la longitud de los filamentos de actina. Las
espectrinas también interaccionan directamente con fosfolipidos como la fosfatidilserina y la
fosfatidiletanolamina, que son componentes muy activos de la membrana eritrocitaria y que

se encuentran en la parte interna de ésta (Diakowski y col., 2006; Sikorski y col., 2000;
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Thompson y col., 2008; Grzybek y col., 2006; Chorzalska y col., 2010; Wolny y col., 2011; An y
col., 2005). Todas estas interacciones son cruciales para el mantenimiento de las propiedades
mecdanicas de la membrana. Estudios recientes han demostrado que las repeticiones de
espectrina (a4) de la subunidad a interaccionan directamente con proteinas de membrana
como las moléculas de adhesién Lu/BCAM (Collecy col., 2011; Gauthier y col., 2010).

Ademas de las repeticiones de espectrina, las espectrinas contienen secuencias adicionales
qgue les facilitan las interacciones con otras proteinas o lipidos. Las a espectrinas tienen un
dominio SH3 (dominio de homologia a la proteina tirosina quinasa Src) entre las repeticiones
a9 y al0 que participa en la sefializacién celular mediante la interaccidon con sitios ricos en
prolina (Musacchio y col., 1992). En el extremo carboxilo se encuentran cuatro motivos EF “en
mano” relacionados con la calmodulina, de los cuales dos estan involucrados en la unién a
calcio (Lundberg y col., 1997; Trave y col., 1995; Trave y col., 1995). La all espectrina difiere de
la al por un inserto de 35 aa en la repeticion al0 responsable de la unién a calmodulina de
forma dependiente de calcio (Okabe y Sobue, 1987) y por dos sitios de corte por caspasas
(Rotter y col., 2004) y calpainas (Nicolas y col., 2002). Todas las B espectrinas tienen un
dominio de unién a actina en el extremo N-terminal formado por un tandem de dos dominios
de homologia a calponina (dominios CH) presente en muchas proteinas relacionadas con
espectrina y no relacionadas con citoesqueleto (Bafiuelos y col., 1998; Karinch y col., 1990). Las
repeticiones B14 y B15 de las B espectrinas convencionales se unen a anquirina (Kennedy y
col., 1991; Davis y col., 2008; Ipsaro y col., 2009; Stabach y col., 2009). Puesto que hay dos B
espectrinas en cada tetrdmero, cada uno de ellos puede unirse potencialmente a dos
anquirinas: hay evidencias de cooperacion entre anquirinas para poder unirse a espectrina
(Cianci y col., 1988). En la region C-terminal de las B espectrinas se encuentra el dominio de
homologia a plecstrina (dominio PH) responsable de la unién a fosfoinositidos (Musacchio y
col., 1993; Saraste y Hyvonen, 1995; Stankewich y col., 1998).

Mientras que los eritrocitos de mamifero contienen solamente un tipo de tetramero de
espectrina formado por una subunidad al y una subunidad Bl que se localiza en la parte
interna de la MP, las células nucleadas pueden tener varias especies de espectrina. Muchas de
las isoformas de a y B espectrina que derivan de distintos genes se localizan en varios
compartimentos celulares, como la MP, el Golgi, el RE, las vesiculas y el nucleo. Algunas de las
isoformas son especificas de un tipo celular o de un organulo concreto con funciones muy
determinadas. La inactivacidn de los genes que codifican para las espectrinas candnicas en D.
melanogaster y C. elegans indican que estas proteinas son esenciales para la supervivencia y el

desarrollo normal de estos organismos.
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2.1.2. Anquirinas

Las anquirinas son una familia de proteinas adaptadoras que estan implicadas en la unién de
diversas proteinas a dominios altamente especializados de la MP y del RE (Bennett y Baines,
2001).

Los vertebrados tienen tres genes de anquirina (ANK1-3) que codifican para la anquirina R (del
inglés restricted), la anquirina B (del inglés broadly) y la anquirina G (del inglés giant),
respectivamente. La anquirina R es la anquirina eritrocitaria de los mamiferos (Lux y col., Otto
y col., Peters y col., 1995; Kordeli y col., 1995) aunque también se expresa en algunas neuronas
y en el musculo estriado. La anquirina B se identificd inicialmente en el cerebro pero ahora se
sabe que se encuentra en la mayoria de tejidos. La anquirina G es la de mayor tamafio y tiene
una expresién generalizada. Se caracterizd en el sistema nervioso pero también se encuentra
en la mayoria de tejidos. En cambio, los invertebrados sdlo tienen un gen que codifica para la
anquirina, aunque en la linea descendiente de los artrépodos se duplicé el gen y por eso
tienen dos anquirinas (Hortsch y col., 2002; Hopitzan y col., 2006).

La expresiéon de los genes de anquirina depende del tejido y del estado de desarrollo del
organismo, generando asi multiples isoformas de anquirina. Podemos clasificar las anquirinas
en tres grandes grupos, segln su peso molecular: las anquirinas candnicas, codificadas por los
tres genes, que pesan entre 190 y 250 kDa, las anquirinas gigantes que pesan entre 270 y 480
kDa y las anquirinas pequefias, de 26 a 120 kDa. Estas Gltimas estan codificadas por los genes

ANK1 y ANK3 y se asocian a organulos intracelulares (Tabla 2).

Tabla 2. Los genes de anquirina y su expresion en tejidos de mamifero (modificado de Rubtsov y Lopina, 2000).

Proteina Gen Variante (kDa) Expresion Referencia
ANK R ANK1 206 La mas abundante en eritrocitos Palek y Lambert, 1990
186 Eritrocitos pero minoritaria Palek y Lambert, 1990
20-26 Regién My Z de las miofibrillas del Zhou y col., 1997
musculo estriado
ANK B ANK2 440 Axones sin mielina y dendritas del Kunimoto y col., 1991
cerebro embrionario
220 Cuerpos celulares, dendritas de las Ottoy col., 1991
neuronasy en la glia
ANK G ANK3 480 Nodulos de Ranvier y segmentos Kordeliy col., 1995;
iniciales de los axones mielinizados Petersy col., 1995
270 Nodulos de Ranvier y segmentos Kordeliy col., 1995;
iniciales de los axones mielinizados Peters y col., 1995
190 Axones sin mielina y en rifidn Thevananther y col.,
1998
119 Epitelios, tejido muscular y en Golgi Devarajan y col., 1996
100-120 Asociada a lisosomas de macréfagosy  Hoock y col., 1997;

al reticulo sarcoplasmico del musculo Kordeliy col., 1998;
esquelético. Rifidn, colon y testiculos Hoock y col., 1998
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Dominios funcionales

Aungue las anquirinas estan reguladas por splicing de los ARNm, las formas candnicas tienen
una estructura parecida con tres dominios basicos altamente conservados (Figura 6). El
extremo amino contiene 24 repeticiones de anquirina, que son estructuras de hélice-bucle-
hélice que forman sitios de uniéon de mucha afinidad para sus ligandos (Michaely y col., 2002).
Cada repeticién de anquirina esta formada por 33 aa y se han encontrado en mas de 300
proteinas humanas no relacionadas con las anquirinas. Debido al elevado numero de
repeticiones de anquirina, las anquirinas candnicas pueden unirse a mas de una proteina de
membrana: por ejemplo, la anquirina B, que se encuentra en el corazdn, puede formar un
complejo con el intercambiador de Na*/Ca®* NCX1, con el receptor IP; y con la ATPasa de
Na*/K" (Mohler y col., 2003). El dominio central ZU5 es el que se une a espectrina (Ipsaro y col.,
2009 y 2010). Esta formado por 150 aa y su conformacion es de dos laminas B en el corazén de
la estructura 3D. Mientras que en otras proteinas el dominio de muerte interviene en la
activacion de ciertas caspasas y en la muerte celular, en las anquirinas no se sabe muy bien
qué papel juega aunque se postula que podria estar implicado en interacciones con otras
proteinas (Mohler y col., 2002; Del Rio y col., 2004). Este dominio se encuentra en la region C-
terminal y esta formado por seis hélices a. El dominio regulador contiene muchos aa acidos y
es muy sensible a protedlisis (Lux y col., 1990; Lambert y col., 1990). Se encarga de modular
afinidades del dominio de unién a espectrina y del dominio de unién a membrana hacia sus
ligandos proteicos (Hall y Bennett, 1987).

Anquirinas canonicas: Figura 6. Estructura de los

NH COOH dominios de las anquirinas.

2

Esquema de los tres tipos de
Anquirinas gigantes:
anquirinas. El dominio de

NH COOH

2

union a membrana de las

= Fac- — = isoformas de  anquirina
Anquirinas pequenas: B Dominio de unién a membrana f q

(24 repeticiones de anquirina)

NH -_-COOH (naranja) estd formado por
= I Dominio de union a espectrina
2
Il Dominio de muerte anquirina, que forman una
N, - COOH S8 Doninko: reguisdor superficie de union muy

I Secuencia insertada

versatil para muchos
ligandos de las anquirinas. El dominio de union a espectrina (azul) permite a las anquirinas coordinar proteinas
integrales de membrana con la red de espectrina. El dominio de muerte (rosa) es el dominio mds conservado
mientras que el dominio regulador (negro) es la regién mds variable de las anquirinas. Este dominio interacciona
intramolecularmente con el dominio de unién a membrana para modular la afinidad de la anquirina por otros

ligandos (modificado de Bennett y Healy, 2009).
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Mas alld de estos elementos comunes, en la estructura de las anquirinas candnicas hay mucha
variacion en la secuencia de las demds anquirinas (Tabla 2). Por ejemplo, a algunas formas les
falta alguna o todas las repeticiones de anquirina (Peters y col., 1995; Gagelin y col., 2002;
Hopitzan y col., 2005). La anquirina B de 440 kDa y la anquirina G de 480 son el resultado de
una insercion de una cola de 220 kDa entre el dominio de unién a espectrina y el dominio de
muerte. Estas isoformas gigantes tienen funciones especializadas en los axones sin mielina
(anquirina B) y en el anclaje de los canales de voltaje dependientes de sodio a los axones
iniciales y a los nédulos de Ranvier. En las anquirinas gigantes, los splicing alternativos pueden
generar isoformas de mas de 400 kDa: en el caso de la anquirina G gigante que se encuentra
en los nédulos de Ranvier, el inserto es tan grande que le permite estar en contacto con la MP
y con el interior del axdn (Kordeli y col., 1995). Finalmente, las anquirinas de menor tamafio
carecen de algun fragmento largo de las anquirinas candnicas y se localizan en membranas
especializadas, como la anquirina G de 119 kDa que se encuentra en el Golgi, la anquirina G de
100-120 kDa que estd en los lisosomas y la anquirina R de 26 kDa que se localiza en el reticulo
sarcoplasmico. En el caso de la isoforma que se encuentra en el reticulo sarcoplasmatico del
musculo esquelético (Ank1.5 de 17,5 kDa), el dominio de unién a membrana se encuentra en
el extremo amino y le faltan todos los dominios candnicos (Bagnato y col., 2003; Kontrogianni-
Konstantopoulos y col., 2003; Porter y col., 2005). Sin embargo, algunas de las anquirinas
musculares tienen un dominio de 76 aa de largo que se une a obscurina y posiblemente

también a titina (OTBD) (Hopitzan y col., 2006; Borzok y col., 2007).

2.1.3. Proteinas 4.1

Igual que sucede con las espectrinas y las anquirinas, las proteinas 4.1 aparecieron temprano
en la evoluciéon animal y los vertebrados poseen mas de una copia de los genes 4.1. El gen
EPB41 codifica para la proteina 4.1R (del inglés red blood cells), el gen EPB41L1 codifica para la
proteina 4.1N (del inglés neuron), el EPB41L2 para la proteina 4.1G (del inglés general
expression) y el EPB41L3 lo hace para la proteina 4.1B (del inglés brain) (Conboy y col., 1986;
Parra y col., 1998, 2000; Tran y col., 1999; Walensky y col.,, 1999). La proteina 4.1R se
encuentra en tejidos hematopoyéticos como los eritrocitos, la médula ésea y el higado fetal
aunque también se expresa muy poco en otros tipos celulares (Peters y col., 1998), mientras
que las otras tres proteinas 4.1 se encuentran en una gran variedad de tipos celulares pero no
en eritrocitos (Taylor-Harris y col., 2005a). La proteina 4.1G tiene una expresion general (Parra

y col., 1998; Peters y col., 1998), la proteina 4.1B se encuentra bdsicamente en el cerebro
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(Parra y col., 2000) junto con la proteina 4.1N, sobretodo en subpoblaciones de neuronas
(Walensky y col., 1999). En D. melanogaster y C. elegans hay solo una copia del gen 4.1.

Uno de los aspectos comunes de las proteinas 4.1 es que estan sujetas a splicing dependiendo
del tejido y del estadio de desarrollo. Este efecto esta bien caracterizado para la proteina 4.1R,
en la que mas de la mitad de los exones del gen que la codifica pueden sufrir splicing (Conboy,
1999). Esto regula la interaccidén con el citoesqueleto y la sefializacidn intracelular (Conboy,
1999; Gascard vy col., 1999; Luque y col., 1999; Luque y Correas, 2000). En el rifion (Ramez y
col., 2003; Gascard y col.,, 2004) y en el corazéon (Taylor-Harris y col., 2005b), todas las
proteinas 4.1 estdn sujetas a splicing, y esto parece ser que es lo que ocurre en todos o casi

todos los tejidos (Parra y col., 2004).

Dominios estructurales

Los productos de los cuatro genes de mamifero son proteinas modulares con tres dominios
funcionales unidos por regiones poco conservadas entre ellas (Conboy, 1999; Parra y col.,
2000) (Figura 7). Estos son el dominio FERM (del inglés protein 4.1, ezrin, radixin and moesin)
(Chishti y col., 1998) y el dominio CTD del C-terminal (Scott y col., 2001), que pueden unirse a
proteinas transmembrana, y el dominio SAB que se une a espectrina y actina (Correas y col.,
19864, b; Discher y col., 1993, 1995) y se encarga de ligar la proteina 4.1 con el citoesqueleto.
La proteina 4.1N es una excepcion puesto que su dominio SAB no se une ni a espectrina ni a
actina (Gimm y col., 2002). Adyacente al dominio FERM hay el dominio FA (del inglés FERM-
adjacent) (Baines, 2006).

FERM FA SAB CTD
U1 u2 VK]

FERM: Dominio comun en proteina 4.1, ezrina, radixina y moesina
FA: Dominio adyacente al dominio FERM

SAB: Dominio de unién a espectrina y actina

CTD: Dominio del C-terminal

U1-U3: Regiones poco conservadas

Figura 7. Estructura de los dominios de las proteinas 4.1. Los dominios caracteristicos de las proteinas 4.1 son el
dominio FERM que se une a ciertas proteinas de membrana, a calmodulina y a PI(4,5)P,, seguido de su dominio
adyacente FA que, en el caso de las proteinas 4.1R, es sustrato de fosforilacion de las proteinas quinasa A y C. El
dominio SAB se une a espectrina y a actina y el dominio CTD, que se situa en el extremo carboxilo, se une a varias
proteinas transmembrana. Entre los dominios estructurales encontramos unas regiones relativamente conservadas
entre las proteinas 4.1 llamadas U1-U3. La region U1 (conocida también por pieza de cabeza) se une a calcio y a

calmodulina (modificado de Baines, 2010).
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El dominio FERM se llama asi porque es un mddulo comin en las proteinas 4.1, ezrina,
moesina y radixina (Chishti y col., 1998). Consta de tres unidades globulares de unos 100 aa
cada una y representa un lugar donde convergen muchos procesos de regulacidon y
sefializacion. Tiene un sitio de unién a calmodulina (Nunomura y Takakuwa, 2006), a
fosfatidilserina (An y col., 2001) y a PI(4,5)P, (An y col., 2006), y las fosforilaciones afectan a su
actividad (Manno vy col., 2005) igual que en la region U1l (Nunomura y col., 2001). El dominio
FERM tiene varios sitios de unidon para muchas proteinas de membrana que estan regulados
por estos factores. Este dominio representa un inusual nexo de regulacién en respuesta a
sefales de regulacién de expresidn génica, sefializacidn a través de proteinas quinasa y calcio y
a través de la disponibilidad de lipidos fosforilados.

Hay regiones en las distintas proteinas 4.1 que no se han conservado durante la evolucién. Se
llaman regiones U1, U2 y U3, y no se sabe muy bien cudl es su funcién. En la proteina 4.1R, la
region Ul se une a calmodulina (Leclerc y Vetter, 1998) y a la proteina centrosomal asociada
P4.1 (Hung y col., 2000). Esta regién también se ha descrito que modula el transporte nuclear
de la proteina 4.1R (Gascard y col., 1998, 1999; Luque y Correas, 2000), sugiriendo que las
funciones y las propiedades de las proteinas 4.1 se determinan mediante las interacciones
entre los diversos dominios funcionales. La fosforilacion mediada por la proteina quinasa C
(PKC) de un residuo de serina del dominio FA modula la interaccidn del dominio FERM y del
dominio SAB con una serie de ligandos especificos (Manno y col., 2005). Para la region U2, se
ha descrito recientemente que es la responsable de las propiedades anti-proliferativas de la
proteina 4.1B (Robb y col., 2005). Para la regidon U3, en cambio, no se ha descrito adn ninguna

funcién.

2.1.4. Aducinas

Los vertebrados tienen tres genes de aducina (ADD1-3 que codifican para las aducinas a, By y,
respectivamente) mientras que los invertebrados sélo tienen uno. Las aducinas de los
vertebrados son heterotetrameros formados por los polipéptidos a o ay (Matsuoka y col.,
2000). La a aducina se expresa en la mayoria de tejidos mientras que la B aducina tiene un
patrén de expresidon mas restrictivo limitado al cerebro y células hematopoiéticas (Joshi y col.,
1991). La y aducina forma oligomeros con la a aducina en aquellas células en las que no hay 8
aducina (Dong y col., 1995). La aducina es una proteina de coronado o bloqueo del extremo (+)
de la actina filamentosa (Kuhlman y col., 1996) que promueve la unién de la espectrina y otras
proteinas con la actina (Gardner y Bennett, 1987; Li y col., 1998). La regulacion de la actividad

de bloqueo del extremo (+) de la aducina podria ser relevante en las células motoras y en
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tejidos en desarrollo, puesto que las sefiales de calcio podrian exponer los extremos (+) de la
actina filamentosa. La aducina se asocia con los lados y los extremos (+) de la actina
filamentosa con mas afinidad en presencia de la espectrina que cuando solamente hay actina
(Li y col., 1998). Asi, la forma mas comun de asociacién de la aducina con la espectrina es
formando un complejo ternario en los extremos (+) de los filamentos de actina (Gardner y

Bennett, 1987; Bennett y col., 1988).

Dominios estructurales

Cada polipéptido contiene tres regiones (Figura 8): una region globular en el N-terminal
resistente a protedlisis que se conforma como la proteina aldolasa (dominio de homologia a la
familia aldolasa Il), una region corta intermedia llamada cuello y una cola sensible a proteasas
qgue contiene un dominio de homologia a la familia MARCKS (del inglés myristolated alanine
rich C kinase substrate). Este dominio de la cola es un sitio de multiples interacciones con otras
proteinas, incluidas las espectrinas y la actina (Blackshear, 1993; Musacchio y col., 1992). Sin
embargo, parece ser que requiere la formacion de dimeros o oligomeros para ser funcional.
Esto se da gracias a la regidn del cuello (Matsuoka y col., 2000). También une a calmodulinay a
calcio (Gardner y Bennett, 1987; Matsuoka y col., 1996) y contiene un sitio de fosforilacion
para PKC. La calmodulina y la PKC son reguladores negativos de las interacciones entre la

aducina y la espectrina y la aducina y la actina (Matsuoka y col., 1996, 1998).

— Aldolasa Il -

MARCKS

Figura 8. Estructura de los dominios de las aducinas. Las aducinas contienen un dominio de homologia a la familia
Aldolasa Il. En el C-terminal hay una region corta que contiene los sitios de fosforilacion de PKA y PKC y los sitios de
unién a calcio, calmodulina, actina y espectrina. Las regiones con una secuencia similar para los distintos
polipéptidos de aducina se muestran en gris. La zona central (region del cuello) forma oligomeros. También contiene
sitios de fosforilacion de la quinasa ROCK, que regulard la interaccién con la espectrina (modificado de Baines,

2010).

2.2. Funciones fisioldgicas

Se han postulado varias hipdtesis sobre el papel de la espectrina y la anquirina basadas en el
estudio de su localizacion celular y sus interacciones con otras proteinas. La manipulacién de la

expresion génica en modelos animales ha proporcionado varias pruebas que demuestran o
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refutan dichas hipdtesis y ha revelado nuevas funciones del citoesqueleto de espectrina. En los
primeros esfuerzos para elucidar la funciéon de la espectrina se microinyectaron anticuerpos
contra la espectrina en fibroblastos en cultivo. Se observé la formaciéon de agregados y el
colapso de los filamentos intermedios de las células que aparentemente eran normales
(Mangeat y Burridge, 1984). Estos resultados sugirieron que la espectrina no era necesaria
para la supervivencia de los fibroblastos en cultivo y aparentemente no era esencial para los
procesos metabdlicos basicos. Mds tarde, se descubrié que la espectrina y la anquirina se
localizaban en los dominios basolaterales de varios tejidos epiteliales (Drenckhahn y Bennett,
1987; Drenckhahn y col., 1985; Nelson y Veshnock, 1986). Estas observaciones morfoldgicas
fueron acompafiadas por el descubrimiento de Nelson y Veshnock en 1987 de que la anquirina
se asociaba con la ATPasa Na*/K" de los dominios basolaterales de diversos tejidos epiteliales.
Posteriormente, Nelson y col. (McNeill y col.,, 1990) descubrieron que la expresidon de E-
cadherina en fibroblastos promovia el contacto célula-célula y que se reclutaba espectrina en
estos sitios de contacto intercelular. Ademas, caracterizaron un complejo de espectrina,
cadherina y anquirina que se forma durante el ensamblaje de las células MDCK (del inglés
Madin-Darby canine kidney) para formar hojas epiteliales (Nelson y col., 1990). También se
observé que la sobreexpresién de los dominios de unién a anquirina y a actina de la B
espectrina resultaba en la formacidon de células anormales que carecian de la distribucion
polarizada de la ATPasa Na'/K' (Devarajan y col., 1997; Hu y col.,, 1995). Con estas
observaciones se confirma que la espectrina y la anquirina tienen un papel fundamental en los
estadios iniciales de la formacién de la polaridad de las células epiteliales asi como en la
adhesion celular basada en cadherina y en el mantenimiento de dicha polaridad (Yeaman y
col., 1999).

La espectrina y la anquirina también estan implicadas en procesos intracelulares en donde
participa el Golgi (Beck y Nelson, 1998; De Matteis y Morrow, 1998). El concepto de un
citoesqueleto de espectrina asociado al Golgi proviene de las observaciones hechas a partir de
las formas inmunoreactivas de la B espectrina (Beck y col., 1994; Stankewich y col., 1998) y la
anquirina (Beck y col., 1997; Devarajan y col.,, 1996; Peters y col., 1995) asociadas a las
membranas del Golgi. El descubrimiento de que las membranas lisosomales contenian una
forma truncada de anquirina G de 120 kDa sugirid que otros orgdnulos también podian
contener las proteinas anquirina y/o espectrina (Hoock y col., 1997). Ademés, la espectrina se
asocia con la dinactina, un motor de MTs, en células que sobreexpresan Arp 2(del inglés actin
related protein 2) (Holzinger y col., 1999). Existen evidencias sobre el papel de la espectrina en

el transporte de membranas post-Golgi que se basan en la disrupcién del transporte
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polarizado de la ATPasa Na'/K' en células MDCK que sobreexpresan un fragmento del N-
terminal de la B espectrina (Devarajan y col., 1997).

Por otro lado, basandose en las observaciones hechas por Willard y col. (Levine y Willard,
1981), se ha propuesto que la B espectrina (fodrina por este grupo) participa en el transporte
axonal puesto que estd presente en varios tipos de proteinas y orgdnulos que se transportan a
lo largo del axdn. También se ha sugerido que la espectrina participa en el mantenimiento de
las vesiculas sinapticas en los nervios terminales (Sikorski y col., 2000). Esta hipdtesis se centra
en la asociacidn de la espectrina con la sinapsina, una proteina de las vesiculas sinapticas
(Sikorski y col., 1991) y con MUNC 13 (Sakaguchiy col., 1998).

En el caso de los invertebrados (D. melanogaster y C. elegans) el patron de expresion de las
espectrinas es muy similar al de los vertebrados. La Bs espectrina de C. elegans se localiza en
las zonas de contacto célula-célula desde el estadio embrionario hasta los tejidos epiteliales
adultos (Moorthy y col., 2000). Igual que sucede en los vertebrados, la Bs espectrina de C.
elegans se expresa sobretodo en el sistema nervioso, en axones y en cuerpos celulares.
También se encuentra en las zonas de contacto con la matriz extracelular de las células
musculares (Moorthy y col., 2000). La BH espectrina de D. melanogaster esta en los dominios
apicales de las células epiteliales, igual que la Brw de los pollos (De Cuevas y col., 1996;

Dubreuil y col., 1997; Glenney y col., 1983; Thomas y col., 1998).

Regulacion de la morfologia celular y de las propiedades mecanicas

Como ya se ha comentado anteriormente, el citoesqueleto de espectrina eritrocitario actua
como soporte para dar forma al eritrocito y mantiene la integridad de la membrana celular y
sus propiedades mecanicas (Delaunay, 2007; Perrotta y col., 2008). En las células nucleadas, el
citoesqueleto de espectrina no eritrocitario estd involucrado en el mantenimiento de la
arquitectura celular, la morfologia y la estabilidad de la membrana (Bennett y Healy, 2008;
Goodmany col., 1981; Wu y col., 2001). En las células epiteliales, la deplecion de Bll espectrina
o de anquirina G resulta en la pérdida de la membrana lateral, la expansion del area de la
membrana apical y basal y la conversion de la célula con morfologia de columna a una
escamosa (Kizhatil y col., 20073, b). Las dos proteinas son necesarias para la compactacion y la
acumulacién de E-cadherina en la zona de contacto célula-célula de las células epiteliales y
para el correcto transporte de proteinas y fosfolipidos hasta la membrana lateral (Kizhatil y
col., 2007a). (Figura 9 A).

Las espectrinas también aportan flexibilidad a las células no eritrocitarias. Esta propiedad la
confiere la BV espectrina de los mamiferos y sus homélogos (BH espectrina en D. melanogaster

y Sma-1 en C. elegans). Estos homodlogos de la BV espectrina tienen 30 repeticiones de
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espectrina en vez de 17 que ayudan a entrelazar los filamentos de actina y les da mas
flexibilidad a las células (Grum y col., 1999; Stabach y Morrow, 2000). En las células OHC (del
inglés outer hair cells), la all, la Bll y la BV espectrina, junto con la actina filamentosa, forman
una red cortical involucrada en la amplificacién del sonido o la aceleracidon de estimulos
mecanicos (Fettiplace y col., 2006). Los mamiferos han desarrollado un mecanismo de
amplificaciéon adicional, llamado electromotilidad, que es exclusivo de las células OHC
localizadas en el caracol éseo del oido. La funcidn principal de esta red de espectrina y actina
es suministrar propiedades flexibles que se requieren para los ciclos de contracciéon y
elongacion de los pelos. Mientras que la Bll espectrina esta restringida al plato cuticular, una
red apical muy densa en filamentos de actina, la BV espectrina se concentra en el entramado
cortical y esta directamente relacionada en la electromotilidad de estas células (Legendre y
col., 2008).

Tanto las a como las B espectrinas son necesarias durante el desarrollo del sistema nervioso.
Las B espectrinas interaccionan directamente con la molécula de adhesidn celular NCAM, una
molécula de adhesién sindptica implicada en la estabilizacién mecanica de los contactos
neuronales (Leshchyns’ka y col., 2011, 2003). Variaciones genéticas en la NCAM se consideran
un factor de riesgo en el trastorno bipolar y en la esquizofrenia (Atz y col., 2007). Por otra
parte, la fosforilacidn de la all espectrina en la repeticion de espectrina al2 es dependiente de
la interaccion con la proteina 14-3-3 (proteina implicada en migracién neuronal y plasticidad
sindptica) y actla como un interruptor entre la regulacion positiva y negativa de la neurita

como consecuencia de su estimulacién por NCAM (Ramser y col., 2010).

Estabilizacidn y activacion de microdominios de membrana

El citoesqueleto de espectrina participa en la organizacion de membranas especializadas.
Cuando la espectrina o la anquirina se encuentran mutadas, las proteinas que interaccionan
con ellas no se acumulan en la zona correcta de la membrana. La expresion y activacién del
canal TRPC4 (del inglés transient receptor potential channel 4) estan parcialmente reguladas
por la interaccion directa con la espectrina. En células que tienen la expresion de la all
espectrina deplecionada, el canal TRPC4 no se inserta en la membrana (Odell y col., 2008).
También se ha descrito una mutacién de la Blll espectrina causante de la ataxia
espinocerebelar de tipo 5 (SCAS5, del inglés spinocerebellar ataxia type 5) y otras enfermedades
neurodegenerativas (Stankewich y col.,, 1998; lkeda y col.,, 2006; Lorenzo y col., 2010;
Stankewich y col., 2010). Defectos en la BlIl espectrina estan asociados a la deslocalizacion del
transportador de glutamato EAAT4 en la superficie de la MP de las células de Purkinje (Jackson

y col., 2001; Perkins y col., 2010). Los ratones deficientes en BIV espectrina presentan
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temblores y contracciones de los cuartos traseros. La falta de BIV espectrina en estos ratones
temblorosos esta asociada a la deslocalizacién de los canales de voltaje de los segmentos
iniciales de los axones y de los nddulos de Ranvier. Alteraciones en la localizaciéon de los
canales de sodio y potasio de los nervios mielinizados disminuyen la propagacién y
desincroniza los potenciales de accién (Parkinson y col., 2001; Komada y Soriano, 2002). Por
tanto, la BIV espectrina actia como una plataforma multifuncional de regulacién para los
canales de sodio y tiene un papel importante en la estructura y estabilidad de las membranas
excitables en corazén y cerebro, dirigiendo a proteinas reguladoras y estructurales (Figura 9 B
y C). En D. melanogaster, la pérdida de B espectrina conlleva la pérdida de la ATPasa Na“/K" del
dominio basolateral de las células epiteliales (Dubreuil y col., 2000). En un caso extremo, la
pérdida de una variante de la Bll espectrina en ratones conlleva la muerte uterina (Tang y col.,
2003). Por otra parte, defectos en la anquirina B se han asociado con arritmias cardiacas en
humanos y con sucesos de muerte subita (Mohler y col., 2003). La falta de anquirina B conlleva
una pérdida de la ATPasa Na‘/K", intercambiadores de sodio y calcio y receptores de inositol
trifosfato (Mohler y col., 2004a, 2005) (Figura 9 C). Un efecto cardiaco similar ocurre a raiz de
una mutacién en el dominio de unién a anquirina G del canal de sodio dependiente de voltaje
(Mohler y col., 2004b).

Tal y como se ha descrito anteriormente, el citoesqueleto de espectrina controla la disposicidén
de determinados canales de membrana, receptores, transportadores y moléculas de adhesion.
Defectos en las espectrinas resultan en la desestabilizacién de la estructura de la membrana
que conllevan a importantes enfermedades neurodegenerativas y estan involucradas en

procesos patoldgicos.

Seiializacion intracelular, ciclo celular y reparacion del ADN

Otros estudios sugieren la participacion de la espectrina en la regulacion del ciclo celular. La
espectrina podria estar involucrada en la sefalizacion del TGF8 (del inglés transforming growth
factor B), un potente regulador del crecimiento celular, la diferenciacién y la apoptosis.
Estudios de protedmica revelan la presencia de B espectrina en un complejo que incluye el
receptor 1 de TGF8 (Conrotto y col., 2007). La pérdida de B espectrina resulta en defectos de la
sefializacion del TGFB porque las proteinas que modulan la actividad del TGF8, Smad3 vy
Smad4, se deslocalizan (Tang y col., 2003). Las espectrinas también forman parte del complejo
receptor unido a proteina G (Nebl y col., 2002) y del complejo sinaptico multiproteico (Sikorski
y col., 2000; Becamel y col., 2004; Husi y col., 2000).Estas observaciones indican que las

espectrinas estdn involucradas en el ciclo celular puesto que regulan la expresidon de
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Figura 9. Las anquirinas y las espectrinas organizan complejos macromoleculares en diversos tipos de membranas
especializadas. (A) La anquirina G en el ensamblaje de la membrana lateral epitelial. La anquirina G se une a E-
cadherina, 8ll espectrina y a la ATPasa Na'/K’. Las espectrinas estdn conectadas via puentes de F-actina unidos a o y
v aducina y a tropomiosina. (B) La anquirina G forma un complejo con la 81V espectrina, la neurofascina (una
proteina de adhesidn) y canales iénicos (KCNQ2/3 y el canal de sodio) en los segmentos iniciales de los axones en las
células de Purkinje. (C) En el tubulo transverso de los cardiomiocitos, las anquirinas B y G coordinan la separacion de
microdominios. La anquirina B se une a la ATPasa Na'/K’, al intercambiador Na+/Caz+ (NCX-1) y al receptor de
inositol-3 fosfato (RIP3). La anquirina G forma un complejo con Navl.5 y espectrina. (D) En los costameros del
musculo esquelético, las anquirinas B y G cooperan para estabilizar componentes clave del complejo de las
distroglicoproteinas. En la membrana, la anquirina G se une a distrofina y a 8-distroglicano (modificado de Bennett y

Healy, 2009).
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receptores de membrana. En el modelo animal, la regulacidn a la baja de la expresion de ELF,
una isoforma de la Il espectrina, confiere susceptibilidad a la tumorogénesis: ratones
mutantes heterocigotos para el déficit de BIl espectrina (Bll espectrina +/-) desarrollan
tumores asociados con la desregulacién del control del ciclo celular en la transicién G1/S y con
la sefalizacidon defectuosa del TGF8 (Baek y col., 2006; Kim y col., 2006; Kitisin y col., 2007).
Ademas, estos ratones nacen con caracteristicas fenotipicas similares a las del sindrome de
Beckwith-Wiedemann, una enfermedad genética que cursa con sobrecrecimiento fisico
asociado con un elevado riesgo de formacidn de tumores embrionarios.

En células de melanoma que carecen de all espectrina, la expresion de p21 (un inhibidor de la
quinasa dependiente de ciclina) estd aumentada y el ciclo celular esta retenido en la fase G1.
La falta de espectrina podria modificar indirectamente el ciclo celular mediante la alteracién
de la adhesion celular (Metral y col., 2009). Aunque el rol de las espectrinas en el ciclo celular
esta poco claro, las espectrinas tendrian que ser consideradas como elementos importantes de
la transduccion de vias de sefializacion extracelular que controlan el ciclo celular.

La all espectrina esta presente en los nucleos de células humanas y podria participar en la
reparacion del ADN. Los pacientes con anemia de Fanconi (AF) no tienen all espectrina
(McMahon y col., 2001). Esta colocaliza con las proteinas reparadoras del ADN XPF y FANCA,
qgue son proteinas AF, en el nucleo (Sridharan y col., 2003; Sridharan y col.,, 2006). Otra
proteina AF, la FANCG, contiene un motivo que interacciona directamente con el dominio SH3
de la all espectrina. Interviene en el mantenimiento de la estabilidad de la all espectrina
dentro de la célula (Lefferts y col., 2009). La all espectrina podria ser importante en alguno de
los pasos iniciales del proceso de reparacion via XPF/ERCC1 (Wang y Lambert, 2010). Después
del dafio celular, la all espectrina se une a los sitios dafiados del ADN y actia como andamio,
contribuyendo asi al reclutamiento de las proteinas reparadoras. Ademads, la all espectrina
estd involucrada en el mantenimiento de la estabilidad de los cromosomas. La deplecion de la
all espectrina en células humanas resulta en la inestabilidad cromosomal puesto que se ha
observado un incremento del nimero de las aberraciones de cromatina. Esto conlleva a la

disminucién del crecimiento celular y supervivencia (McMahon y col., 2009).

Adhesidn y expansion celular

La a espectrina participa en la adhesion y expansion celular a través del dominio SH3. La all
espectrina esta presente en una serie de complejos de sefializacion a través de la integrina 33
inducidos por calpaina. El dominio SH3 transmite sefiales que son requeridas para la activacion
de Rac y la extensién de lamelipodios (Bialkowska y col., 2005). Se ha observado que células

que sobreexpresan el dominio SH3 adherido a un sustrato y que tienen los complejos de
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sefializacion de integrinas dependientes de calpaina ya formados, tienen inhibida la activacién
de Rac, la extensién de lamelipodios y la expansién celular. Esta fue restablecida
sobreexpresando el mutante de Rac constitutivamente activo. Otros estudios apoyan la
hipdtesis de la participacion de la all espectrina en la reorganizacion de la actina (Metral y col.,
2009). La deplecién de espectrina mediante ARNs de interferencia afecta a la adhesion y
expansion celular. Estas células que carecen de espectrina presentan modificaciones del
ciotesqueleto de actina, como la pérdida de fibras de estrés, alteraciones en los contactos
focales y expresién anormal de ciertas integrinas. A través del dominio SH3, la espectrina
interacciona con dos miembros de la familia Ena/VASP (del inglés enabled/vasodilator-
stimulated phosphoprotein): VASP (Benz y col., 2008) y EVL (Rotter y col., 2005; Bournier y col.,
2006). Las proteinas Ena/VASP se encuentran en los contactos focales, en los contactos célula-
célula y en regiones de membrana altamente dinamicas como los lamelipodios. Estas proteinas
aparentemente regulan la adhesion y controlan la dindmica de actina. Las proteinas de la
familia Ena/VASP son esenciales para la remodelacién de actina cuando acontece la activacidn
de células T, la formacion y la extensidn de los lamelipodios. Las proteinas Ena/VASP se unen a
la proteina adaptadora ADAP, que se expresa en células T y en células mieloides, y que
participa en el agrupamiento de la integrina LFA-1. La espectrina también interacciona con
otras proteinas implicadas en la dindmica de actina como la Abil (Ziemnicka-Kotula y col.,
1998; Dubielecka y col., 2011) y proteinas de la familia WASP (del inglés Wiskott-Aldrich
syndrome protein). Las células T de pacientes con el sindrome de Wiskott-Aldrich presentan
defectos en el citoesqueleto muy caracteristicos (Derry y col.,, 1994) asi como alteraciones

funcionales (Nonoyama y Ochs, 1998).

Control de la activacion de proteinas transmembrana

El otro ejemplo de la participacion de la espectrina en la sefializacion celular es su contribucion
a la formacién del receptor de células T (RCT) en linfocitos. Se ha demostrado que el
citoesqueleto de espectrina se une directamente a CD45 en los linfocitos a través de la
espectrina y la anquirina (lida y col., 1994; Pradhan y Morrow, 2002). CD45 juega un papel
importante en la proliferacion de linfocitos T estimulada por el contacto con el antigeno y en el
desarrollo del timo. La actividad catalitica de CD45 es necesaria para la seiializacién y
regulacion del RCT. Mutaciones en el gen humano que codifica para CD45 son la causa de
varias inmunodeficiencias severas (Kung y col., 2000; Tchilian y Beverley, 2006; Tchilian y col.,
2001). Los ratones deficientes en CD45 son inmunodeficientes, con pocos linfocitos T
periféricos, defectos en el desarrollo del timo y no se da la activacién del sistema inmune

mediada por el receptor (Wallace y col., 1997). La unién directa de la espectrina a CD45
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estimula la actividad fosfotirosina fosfatasa de CD45, facilitando el movimiento de CD45 y CD3
hacia la superficie del linfocito (Pradhan y Morrow, 2002).

En lineas celulares derivadas de linfocitos, la espectrina se distribuye por el citoplasma pero a
menudo aparece formando agregados (Repasky y col.,, 1986). Estos agregados ricos en
espectrina contienen varias proteinas como la hsp70, el receptor para la quinasa -1 C y PKCO
(una subfamilia de PKC independiente de calcio) (Ghaffari-Tabrizi y col., 1999; Trushin y col.,
1999). La activacion de linfocitos mediante PMA, el aglutinamiento del RCT y la hipertermia
leve resultaron en la formacién de agregados citoplasmaticos de espectrina (Masso-Welch y
col., 1999). El reclutamiento de proteinas intracelulares hacia la MP es un evento bien
caracterizado necesario para la iniciacién de la transduccién de seiiales; la participacion de
espectrina en este acontecimiento podria indicar su funcion en la sefializacién de los linfocitos.
Estos factores implican que la agregacion de espectrina y PKCB en linfocitos estimulados
quimica y fisicamente y la formacion de un gran complejo de sefializacion en la zona donde se
acumula el RCT en la sinapsis inmunolédgica podrian ser dos fendmenos relacionados
(Kwiatkowska y Sobota, 1999).

La agregacion de espectrina también podria estar asociada a eventos apoptdticos de fase
temprana que preceden a una pérdida de la asimetria de aminofosfolipidos de la membrana
(Dubielecka y col., 2010). La redistribucién de espectrina y PKCO en un agregado polar también
se ha observado en las lineas celulares Jurkat T y HL60 durante la los primeros estadios de la
apoptosis inducida por citostdaticos. Estos cambios parecen estar restringidos a la espectrina y
no conciernen otras proteinas citoesqueléticas como la actina o la vimentina. Aunque las
espectrinas son sustratos potenciales de las caspasas-3, -7 y -8, estas proteasas exhiben menor
implicacion en la agrupacién de la espectrina/PKCO durante las fases tempranas de la
apoptosis. Ademas, se ha visto que la agregacion de espectrina es parcialmente dependiente

de la actividad de PKCB.

Las funciones de la espectrina se pueden regular mediante modificaciones post-
translacionales

Muchas vias de regulacion post-translacional de la espectrina han sido correlacionadas con
apoptosis/necrosis (Czogalla y Sikorski, 2005), con secrecidn/endocitosis, con el desarrollo del
cristalino de los vertebrados (Lee y col., 2001) y con patologias del sistema nervioso central
(Wang y col., 1998; Glantz y col., 2007).

Las vias de regulacidn que afectan a la espectrina incluyen la activacidn de los iones de calcio,
la calmodulina y la protedlisis activada por calcio. La protedlisis de espectrina conlleva a la

desestabilizacidn de la remodelacidn de la membrana. Este proceso estd controlado por varias
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proteasas, como las p-calpainas y las caspasas-2, -3 y -7, y esta altamente regulado por
calcio/calmodulina y fosforilacion de tirosinas. El clivaje de la all espectrina estd muy
influenciado por la homeostasis del calcio y la calmodulina, la cual representa una potencial via
de regulacién para la estabilidad y plasticidad del citoesqueleto de espectrina (Rotter y col.,
2004; Nicolas y col., 2002). Recientemente se ha descubierto que, durante las fases iniciales de
la apoptosis, la caspasa-8 corta un fragmento del N-terminal que contiene el dominio ABD vy el
fragmento del C-terminal de la Bll espectrina.

La otra via reguladora importante durante la remodelacion de la membrana esquelética es la
fosforilacién de la espectrina. Se ha observado que la fosforilacion de la B espectrina es
esencial para la desestabilizacién de la membrana esquelética del eritrocito (Manno y col.,
1995; Perrotta y col., 2001; Pinder y col., 1977), el desensamblaje del citoesqueleto durante la
mitosis (Fowler y Adam, 1992) y el control de la estabilidad del Golgi (Siddhanta y col., 2003).
De la misma manera, la all espectrina es importante en la fosforilacion de tirosinas. La
fosforilacidn/defosforilacion de tirosinas en el sitio de clivaje por parte de calpainas en la all
espectrina, mediante quinasas y fosfatasas, es un mecanismo que regula esta subunidad de
espectrina sensible al clivaje (Nicolas y col., 2002; Nedrelow y col., 2003). La espectrina es un
punto clave en la convergencia entre las cascadas de sefiales de quinasas/fosfatasas y las
mediadas por calcio. Este tipo de control puede ser importante en el trafico vesicular, la
endocitosis, el crecimiento de neuritas y la activacién del receptor NMDA (Kamal y col., 1998).
Sin embargo, un estudio hecho en ratones homocigéticos que expresan una forma mutada de
la all espectrina resistente a la protedlisis por parte de calpainas y caspasas, cuestiona la
importancia funcional de este proceso in vivo (Meary y col., 2007). Ademas, la BIV espectrina
podria estar involucrada en el mecanismo regulador de los canales de sodio Nav1.5 a través de
la fosforilacién de la BIV espectrina por una quinasa-ll dependiente de calcio/calmodulina

(Hund y col., 2010).

3. EL CITOESQUELETO DE ESPECTRINA ASOCIADO AL COMPLEJO DE GOLGI Y AL
TRAFICO INTRACELULAR

Como ya hemos comentado anteriormente, el citoesqueleto de espectrina es un citoesqueleto
asociado a membrana que participa en el mantenimiento de la integridad estructural de la
membrana y en la generacidon de distintos dominios proteicos de membrana funcionales.

Estos requerimientos de conservar la integridad de la membrana y los microdominios
membranosos no estan limitados a la MP. El Golgi, un orgdnulo membranoso compuesto por

varios dominios de membrana organizados en una estructura compleja, necesita mantener
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estas dos funciones atribuidas al citoesqueleto de espectrina. Ademas, el citoesqueleto de
espectrina conecta varias estructuras u organulos con los motores involucrados en el
transporte dirigido por los MTs y también facilita el transporte de proteinas de membrana a
través de la via secretora y endocitica (Devarajan y col., 1997).

Actualmente se han descrito varias isoformas de proteinas del citoesqueleto de espectrina
eritrocitario en el Golgi. Estas son la BlIl espectrina (Beck y col., 1994; Stankewich y col., 1998),
la anquirina G119 (Devarajan y col., 1996), la anquirina de 195 kDa (Beck y col., 1997), el
intercambiador anidnico AE2 (Holappa y col., 2001) y una variante de la proteina 4.1B (Kang y
col., 2009).

La BlII espectrina, inicialmente denominada BIZ* espectrina, fue descrita por primera vez por
Beck, Malhotra y Nelson (Beck y col., 1994) a partir de estudios en los que se examind la
distribucidon intracelular de las isoformas de espectrina eritrocitarias en células no
eritrocitarias. De hecho, estos estudios se basaron en la reactividad cruzada de anticuerpos
especificos contra la Bl espectrina eritrocitaria que reconocian un solo polipéptido en
fracciones enriquecidas de membranas de Golgi de higado de rata, con un peso molecular
similar al de la B espectrina eritrocitaria (alrededor de 200 kDa). También se estudié la
habilidad de ciertos péptidos de espectrina para perturbar la funcionalidad del Golgi (De
Matteis y Morrow, 1998; Holleran y col., 1998). Mas tarde, Stankewich y col. (Stankewich y
col., 1998) descubrieron y clonaron otro miembro de la familia de genes B espectrina a la que
llamaron BIIl espectrina con un peso molecular de 271 kDa y expresada en varios tipos de
tejidos. Estudios de inmunofluorescencia indirecta revelaron una localizaciéon de la Blll
espectrina en las membranas del Golgi y en vesiculas citoplasmaticas, y estudios in vitro
corroboraron la asociacién de la Blll espectrina con dicho orgdnulo. Con este estudio se aceptd
que la proteina anteriormente descrita como BIZ* espectrina era la Blll espectrina. En cuanto a
su funcién, se ha descubierto que la Blll espectrina se une a la subunidad Arp1 (del inglés actin
related protein 1) de la dinactina, sugiriendo un posible papel en el transporte (Holleran y col.,
2001). En pacientes con SCAS5 se ha encontrado una mutacion en el dominio CH que afecta a la
interaccion de la Blll espectrina con Arpl y, consecuentemente, afecta a la estabilizacion de las
proteinas de membrana asi como al transporte del EAAT4, puesto que la unién de la espectrina
con Arpl y con el complejo motor de dineina estd alterada. Estudios con cultivos celulares
revelan que el mutante L253P de la Blll espectrina, en vez de encontrarse en la membrana
celular, aparece atrapado en el citoplasma asociado con el Golgi. Ademas, esta forma mutada
de BlIl espectrina evita la correcta localizacion de la Blll espectrina silvestre y el transporte de
EAAT4 a la MP. Estos datos evidencian un efecto dominante negativo de la mutacién que causa

SCAS5 y muestra que el transporte de la Blll espectrina y del EAAT4 desde el Golgi estd alterado
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gracias a la imposibilidad de que la forma mutada de Blll espectrina L253P interaccione con
Arp1 (Clarkson y col., 2010).

La anquirina G119 se clonéd y caracterizd por primera vez por Devarajan y col. (Devarajan y col.,
1996) a partir de una anquirina G de rifidn humano. Estudios de secuenciacién revelaron que
esta isoforma era un transcrito alternativo de la anquirina G de 270 kDa localizada en el
cerebro y anticuerpos generados contra la anquirina G119 reconocian un péptido de 116 kDa
en tejido cortical de rindn de rata y en lisados totales de células MDCK. La inmunoreactividad
de este anticuerpo en células MDCK subconfluentes se distribuyd en el Golgi con un patrén
qgue coincidia con la inmunoreactividad de la B-COP y la BIZ* espectrina. Estudios in vitro
ratificaron la interaccidn entre la anquirina G119 y la BIZ* espectrina en lisados celulares de
MDCK.

Al mismo tiempo que se descubrié la anquirina G119, Beck y col. identificaron y localizaron
otra isoforma de anquirina en el Golgi que llamaron anquirina 195 (Beck y col., 1997). A partir
de un suero generado contra la anquirina eritrocitaria se obtuvieron anticuerpos purificados
por afinidad que reconocian una isoforma de 195 kDa (por western blotting, WB) y marcaban
el Golgi (por inmunofluorescencia, IF) en células MDCK, pero que no reconocian la isoforma
anquirina G119. Estudios ultraestructurales revelaron que el complejo anquirina 195-8
espectrina localizaban en el TGN.

Por otra parte, también se ha descubierto que el intercambiador aniénico AE2 estd asociado a
las membranas del Golgi en fibroblastos (Holappa y col., 2001). Mediante técnicas de biologia
molecular observaron que, aquellas células que presentaban un marcaje del Golgi con los
anticuerpos contra la AE2, tenian el ARNm que codificaba para dicha proteina. Ademas, este
ARNm desaparecia cuando la expresion de la proteina era inhibida por siRNAs especificos y la
expresion de la proteina salvaje fusionada a un vector GFP localizaba en el Golgi.

En 2008, Kang y col. descubrieron una variante de 200 kDa de la proteina 4.1B asociada con el
Golgi en células MDCK y HBE (del inglés human bronchial epithelial) (Kang y col., 2008).
Generaron varios anticuerpos contra las regiones no conservadas (regiones U1-U3) y
comprobaron su especificidad mediante IF y WB. También observaron que estos anticuerpos
inmunoprecipitaban la B espectrina del Golgi y que no reconocian la proteina 4.1B en el Golgi
cuando ésta era deplecionada con siRNAs.

A pesar de todos los trabajos realizados para averiguar el papel del citoesqueleto de espectrina
en el Golgi, no se ha podido clasificar la espectrina en ningln grupo de proteinas implicadas en
el control del transporte de la via secretora. Su presencia en organulos que intervienen en el
trafico de membranas asi como la disrupcidn del transporte intracelular cuando la espectrina

estd alterada sugiere que ésta participa de forma activa en el transporte proteico y en la
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posible seleccidn del cargo. Para elucidar esta cuestién, se han propuesto dos modelos (Figura
10): el primer modelo remarca el papel de la espectrina como una fuerza organizadora y
estabilizadora del Golgi (De Matteis y Morrow, 1998; Lorra y Huttner, 1999; Figura 10 A),
mientras que el segundo explica cdmo la espectrina participa en el movimiento de los ITs y en
la seleccién del cargo a lo largo de la via secretora (De Matteis y Morrow, 1998; Devarajan y
col., 1997; Figura 10 B).

El modelo de malla o Golgi mesh hace analogia con el citoesqueleto de la MP, postulando que
el citoesqueleto de espectrina actuaria como una plantilla para darle forma a las membranas
del Golgi. Este modelo se sugirié a partir de la obtencién de una fraccién insoluble rica en
membranas de Golgi que contenia espectrina, anquirina, actina y otras proteinas como las
golginas que se definié como la matriz del Golgi (Beck y col., 1994; Fath y col., 1997; Nakamura
y col., 1995). Se ha observado que algunos de los componentes de esta matriz, junto con la
proteina de interaccién p155, regulan el proceso de apilamiento de las cisternas (Barr y col.,
1998; Shorter y Warren, 1999; Shorter y col., 1999). Estas proteinas actuan guiando el
alineamiento y la captura de las cisternas adyacentes, de forma andloga a la que anclan las
vesiculas de transporte a las cisternas donadoras y aceptadoras. Sin embargo, aun queda por
determinar si hay una relacién directa entre los componentes de la matriz del Golgi y la
espectrina. Se postula que esta interaccién podria tener lugar a través de los sitios de unidn a
ARFy a PI(4,5)P, de la espectrina, hecho que explicaria el rapido y reversible desensamblaje de
las cisternas del Golgi cuando ARF se inactiva mediante BFA.

El modelo de malla también encaja bien con las ultimas versiones propuestas sobre el modelo
de la progresion y maduracion de las cisternas (Bonfanti y col., 1998; Bannykh y Balch, 1997;
Mironov y col., 1997). Un componente esencial de este modelo es la existencia de un complejo
proteico de anclaje al Golgi muy dinamico que sea capaz de remodelarse de forma rdpida. La
regulacién de la asociacion de la espectrina con las membranas del Golgi a través de ARF y la
capacidad intrinseca de expansion del Golgi mesh son propiedades importantes para la captura
y la remodelacion de los ITs provenientes de la zona pre-Golgi. La maduracidn bioquimica de
estos elementos en stacks maduros depende del transporte retrégrado de las enzimas del
Golgi, mientras que la maduracién morfolégica de los VTCs en cisternas ordenadas seria
preservada por el citoesqueleto de espectrina. En las etapas finales de la maduracién y
progresion de las cisternas, el control dindmico del Golgi mesh facilitaria la liberacién de las
membranas del Golgi y su posterior conversién a compartimentos post-Golgi. En este marco,
agentes que bloquean la asociacidn de la espectrina con el Golgi afectan a la organizacion y a
la integracidn de las membranas que provienen del RE con el Golgi, inhibiendo asi el transporte

en la zona RE/Golgi (Devarajan y col., 1997; Godi y col., 1998).
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Figura 10. Modelos del citoesqueleto de espectrina asociado al complejo de Golgi. (A) El modelo de malla o Golgi
mesh. La hipdtesis de la malla atribuye a la espectrina un papel en la organizacion y la estabilizacion de las
membranas del Golgi. En este modelo, la espectrina es un componente crucial de la malla proteica del Golgi, que es
una matriz de proteinas responsables de conferirle la forma tan caracteristica al Golgi y de mantener la integridad
estructural de las cisternas del orgdnulo. Hipotéticamente, la espectrina interacciona con al menos una proteina de
matriz del Golgi. Esta malla de espectrina es dindmica puesto que experimenta ciclos de ensamblaje (imagen de
arriba) y desensamblaje (imagen de abajo). Estos ciclos estdn controlados por la GTPasa ARF y por fosfoinositidos, y
se generan para permitir la formacion o fision de las vesiculas de transporte. También permiten la captacion y

remodelacion de los ITs que llegan a la cara cis-Golgi y la estabilizacion de estas cisternas a medida que van
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madurando hacia el medial- y trans-Golgi. La dindmica y el control localizado de la espectrina también facilitan la
liberacion de membrana de Golgi en forma de compartimentos post-Golgi. (B) El modelo SAATS. Para explicar el
papel de la espectrina tanto en los compartimentos pre- como post-Golgi y la seleccion del cargo al perturbar la
espectrina, el modelo SAATS atribuye a la espectrina un papel en la seleccion de cargo asi como en el anclaje de los
ITs con los motores. Las vesiculas COPIl salen del RE y se dirigen hacia el ERGIC (1). Aunque es posible que el
ensamblaje del sistema SAATS empiece en el RE, a lo mejor, en conjuncion con la formacion de las vesiculas COPII
(2), podria ser que este ensamblaje empiece en el ERGIC y coincida con la liberacion de la cubierta COPII de las
vesiculas recién formadas (1). Una caracteristica del sistema SAATS es que se puede unir selectivamente a unas
pocas vesiculas recién formadas y agruparlas en complejos de transporte que serdn transportados por el complejo
dineina/dinactina a lo largo de los MTs hacia el cis-Golgi (3). Las vesiculas que se encuentran en el ERGIC que no han
sido reclutadas por el sistema SAATS son devueltas al RE. En el Golgi (3), la espectrina organiza los mosaicos de
proteinas y lipidos, facilitando su retencion y estabilizacion en las cisternas del Golgi tal y como se ha hipotetizado en
el modelo de malla. Las proteinas que no han sido estabilizadas por este sistema son devueltas a través de las
vesiculas COPI. En el TGN y mds alld (4), los mosaicos unidos a espectrina se clasifican para ser transportados a lo

largo del sistema motor (modificado de De Matteis y Morrow, 2000).

El modelo SAATS (del inglés spectrin-ankyrin-adapter protein tethering system) postula que la
espectrina del Golgi y sus proteinas adaptadoras asociadas facilitan la captura de proteinas
integrales de membrana por parte de los ITs y el transporte de éstas desde el RE hasta su
destino final. El modelo SAATS probablemente implica otras proteinas adaptadoras a parte de
la anquirina, como la proteina 4.1, la aducina, la a- y B-catenina y otras proteinas relacionadas
con la actina. Igual que sucede con los ITs con cubierta, el ensamblaje del sistema SAATS a las
vesiculas nacientes estd mediado por ARF (Godi y col., 1998). Se hipotetiza que el sistema
SAATS reconoce secuencias sefial de los dominios citoplasmaticos de las proteinas integrales,
como aquellos que unen a la anquirina. Es decir, el sistema SAATS podria ejercer como una
chaperona sensible a la fidelidad del plegamiento de los dominios citoplasmaticos de ciertos
cargos de la via secretora. Una caracteristica clave de este modelo es el papel que juegan
ciertas interacciones entre las proteinas de membrana destinadas para el transporte
anterdgrado y el sistema SAATS. Cuando estas interacciones ocurren, el transporte del RE al
Golgi es eficiente; cuando estan bloqueadas, el transporte es defectuoso o esta bloqueado.

Al contrario de lo que sucede en el modelo de malla, en el modelo SAATS se prevé que la
espectrina actle primero en el compartimento aceptor, agrupando y seleccionando las
moléculas especificas o las vesiculas nacientes del RE y que seran destinadas para el transporte
anterdgrado. Este compartimento podria ser el propio RE, aunque es mds probable que el
sistema SAATS actue primero en los VTCs del ERGIC. Este es un punto clave de clasificacidn
entre las moléculas que se transportaran de forma anterdgrada y las que serdn devueltas al RE
a través del transporte retrégrado gracias a la presencia de motivos dilisina y residuos de

fenilalanina en sus dominios citoplasmaticos. Esto también tiene lugar donde las vesiculas se
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recubren con la cubierta COPIl y se agrupan para ser transportadas via anterdgrada a lo largo
de los MTs (Bannykh y col., 1996; Campbell y Schekman, 1997; Lippincott-Schwartz, 1998;
Presley y col., 1997; Rowe y col., 1996). Es en este punto donde el sistema SAATS ejerce su
funcién, agrupando aquellas vesiculas que contienen la concentracion suficiente de proteinas
o lipidos que se unen al sistema SAATS, en ITs que posteriormente se moveran a lo largo de los
MTs hacia el cis-Golgi gracias al complejo motor espectrina-dineina/dinactina. Una vez en el
ERGIC, las vesiculas que no han sido capturadas por el sistema SAATS o que no tienen el sitio
de interaccién con SAATS, podrian ensamblarse con las cubiertas de tipo COPI y ser devueltas
al RE o bien ser transportadas via anterégrada pero de forma mas lenta que si participara el
sistema SAATS.

Una vez ensambladas, el sistema SAATS podria permanecer con el mosaico asociado de
membrana para ser incorporado y transportado a través del Golgi. Este proceso
probablemente vendria acompafiado por el intercambio de algunos de los componentes del
sistema SAATS (por ejemplo, un intercambio de anquirina G119 por la anquirina de 195 kDa).
En el caso de las vesiculas nacientes en el TGN, este sistema podria participar en direccionar a
un conjunto de vesiculas a lo largo de los MTs hasta la MP (donde se produciria un intercambio
final de los componentes del sistema SAATS con componentes del citoesqueleto de espectrina
cortical, como la anquirina de 195 kDa por la anquirina G190 y la Blll espectrina por la Bl
espectrina). Su posible implicacion en la via endocitica y de reciclaje, incluida aquella que es
dependiente de clatrina, seguiria principios similares.

Aunqgue los dos modelos propuestos resaltan distintos aspectos de la localizacion de la
espectrina y su posible funcidn en la via secretora, no se excluyen sino que tienen puntos en

comun y a dia de hoy no hay pruebas experimentales definitivas para ninguno de ellos.

lll. EL CITOESQUELETO DE ACTINA

1. GENERALIDADES

Alo largo de la evolucidn, la célula eucariota ha desarrollado una compleja estructura celular o
citoesqueleto que resulta imprescindible para el mantenimiento de la morfologia celular asi
como para realizar diversas funciones como la migracién o la divisidn celular. El citoesqueleto
esta formado por tres tipos de biopolimeros: los filamentos de actina o microfilamentos (MFs),
los filamentos intermedios y los microtubulos. Junto con estos biopolimeros hay un conjunto
de proteinas que controlan y regulan la dindmica de polimerizacién y despolimerizacion de

éstos.
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El componente principal del citoesqueleto de actina es la propia actina. Es la proteina mas
abundante en la célula eucariota y esta altamente conservada a lo largo de la evolucion. Se
trata de una proteina de 43 kDa que se presenta en forma monomeérica o globular (G-actina)
y/o en forma filamentosa o polimerizada (F-actina). En la F-actina, los mondémeros se
ensamblan dando lugar a la formacién de filamentos con propiedades bioquimicas y biofisicas
particulares. Ambas formas de actina presentan cierta polaridad, en donde se distingue un
extremo (-) o pointed end y un extremo (+) o barbed end.

El citoesqueleto de actina estd regulado por proteinas relacionadas con la actina o por
proteinas de unidn a actina. La red de MFs puede organizarse formando distintas estructuras
como el cortex o fibras de estrés que determinan y mantienen la morfologia celular. Los MFs
también participan en el movimiento celular proporcionando una fuerza de locomocién que se
genera gracias a la polimerizacién de actina y contribuyen al transporte intracelular sirviendo
como “carriles” por los que viajan moléculas y estructuras membranosas que son conducidas a
través de motores moleculares (miosinas). Los MFs también participan en la formacion de
estructuras de locomocidon como los filopodios, lamelipodios y ondulaciones de membrana o
ruffling (Small y col., 2002). Las “cometas” de actina propulsan microorganismos y ciertos
organulos a través del citoplasma aprovechando la fuerza generada por la polimerizacién de la
actina (Pollard y Borisy, 2003). Los MFs también resultan indispensables para el ciclo celular
puesto que intervienen en la formacién del anillo contractil de actomiosina subcortical (Field y
col., 1999) y en el empaquetamiento o congregacién de los cromosomas durante la mitosis en

oocitos (Lenart y col., 2005).

2. EL CITOESQUELETO DE ACTINA EN EL TRAFICO INTRACELULAR

Como hemos comentado anteriormente, el citoesqueleto de actina contribuye a la motilidad
vesicular de varias formas (Soldati y Schliwa, 2006; Egea y col., 2006): primero, la actina sirve
de carril para las proteinas motoras miosinas. Segundo, la polimerizacién por si misma puede
propulsar las vesiculas para que alcancen su destino final.

Los avances que se han realizado para elucidar los mecanismos que regulan el citoesqueleto de
actina en la via secretora provienen mayoritariamente de estudios hechos sobre el Golgi y

sobre el proceso de endocitosis.

2.1. El citoesqueleto de actina y el complejo de Golgi

El transporte proteico en el Golgi utiliza tanto las proteinas motoras asociadas a los MTs como

a los MFs (Caviston y Holzbaur, 2006; Egea y col., 2006; Allan y col., 2002; Palmer y col., 2005).
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El citoesqueleto también es necesario para la morfologia del Golgi y para su posicion
intracelular. La disrupcion de los MTs o el bloqueo de las funciones de dineina causan una
dramatica redistribucion de los stacks del Golgi de una estructura yuxtanuclear compacta
localizada en el centrosoma a un conjunto de estructuras puntiformes dispersadas junto a los
ERES (Caviston y Holzbaur, 2006; Allan y col., 2002). Puesto que el Golgi se encuentra asociado
al centrosoma, el transporte hacia el Golgi estd mediado por los motores de MTs que se
dirigen hacia el extremo (-) (dineina) mientras que el transporte desde el Golgi se hace a través
de los motores direccionados hacia el extremo (+) (cinesinas). Asi, el motor dineina estd
implicado en la motilidad hacia el interior de la célula, mientras que el motor cinesina se
encarga del movimiento hacia la superficie celular.

La primera evidencia de que los MFs y el Golgi estan unidos fue la observacion de que el Golgi
de una gran variedad de lineas celulares se compactaba cuando éstas se trataban con agentes
anti-actina que despolimerizaban (citocalasinas y latrunculinas) o estabilizaban y nucleaban
(jasplakinolide) los MFs (di Campli y col., 1999; Lazaro-Diéguez y col., 2006; Valderrama y col.,
1998, 2000, 2001) (Figura 11). Sin embargo, a nivel ultraestructural, los stacks del Golgi de las
células tratadas con estas toxinas eran diferentes: las toxinas que despolimerizaban la actina
causaban una dilatacién de las cisternas, mientras que las que estabilizaban la actina, las
perforaban y/o fragmentaban pero permanecian totalmente aplanadas. Estos cambios
ultraestructurales se mantenian al tratar las células con nocodazole (NZ, un agente que
despolimeriza los MTs) junto con agentes anti-actina, indicando que los MTs no intervienen en
el mantenimiento de la estructura plana y continua de las cisternas. Por consiguiente, la
contribucién del citoesqueleto a la organizacion estructural del Golgi seria la siguiente:
primero, los MTs (y las proteinas asociadas a los MTs) determinan la localizacidon del Golgi
alrededor del centrosoma, y segundo, el citoesqueleto de actina mantiene la continuidad y la
forma aplanada de las cisternas con ayuda de otras proteinas, como la espectrina, y también
participa en el mantenimiento de la homeostasis del pH del Golgi junto con la H*-ATPasa
vacuolar (Moriyama y Nelson, 1989) e intercambiadores de cationes (Nakamura y col., 2005). A
pesar de la gran cantidad de cargo que atraviesa continuamente el Golgi, las cisternas siempre
permanecen planas y la continuidad de las membranas del organulo no se rompe cuando el
cargo que se transporta es mucho mayor de lo normal (Trucco y col., 2004). Asi pues, la razon
de hallar actina en el Golgi seria para prevenir la dilatacion de las cisternas causada como
consecuencia del elevado contenido proteico hiperosmético que esta en transito a través de
los stacks del Golgi.

Como hemos comentado anteriormente, si hacemos analogia con los gldébulos rojos, esta

morfologia aplanada de las cisternas del Golgi vendria determinada por el citoesqueleto de
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Figura 11: La interaccion de la actina con el complejo de Golgi. Las células NRK tratadas con latrunculina B (+LtB) o
jasplakinolide (+Jpk) muestran una compactacion del Golgi similar cuando se observaron por microscopia de
fluorescencia. También se muestran los respectivos acumulos de G- y F-actina. A nivel ultraestructural, el
tratamiento con LtB produce bdsicamente una dilatacion de las cisternas mientras que el tratamiento con Jpk sdlo
induce una fragmentacion de éstas. También se muestra la reconstruccion 3D hecha a partir de tomogramas
electronicos del Golgi de las células control y las tratadas. En las células control se visualiza la region central
compactada (c) i la region lateral no compactada (nc). En las células tratadas con LtB, se observa una dilatacion de
las cisternas (asterisco) pero también se puede ver una perforacién y/o fragmentacion (punta de flecha). Con el
tratamiento con Jpk las cisternas se mantienen planas pero muestran muchas perforaciones (flechas) y fragmetacion
(punta de flecha). La perforacion/fragmentacidn del stack del Golgi se indica con las lineas rojas discontinuas. En los
paneles 3D también se indican los valores del pH intra-Golgi (el asterisco indica la significancia estadistica de p<0,01)

(modificado de Egea y Rios, 2008).

espectrina. La actina (Heimann y col., 1999; Valderrama y col., 2000), la espectrina y la
anquirina (De Matteis y Morrow, 2000), intercambiadores anidnicos (Holappa y col., 2001) y la
proteina 4.1 (Kang y col., 2009) se encuentran en las membranas del Golgi. Moléculas idnicas
reguladoras como las H'-ATPasas vaculoares y los intercambiadores de aniones y cationes que
se encuentran en el Golgi y que estan en transito hasta la MP, también contribuyen a la
presunciéon de que el citoesqueleto de actina aporta estabilidad mecdanica a las cisternas,
manteniendo la homeostasis del pH dentro del Golgi (Demaurex, 2002). Esta homeostasis es

necesaria para las modificaciones post-translacionales de proteinas y lipidos (Axelsson y col.,

67



Introduccion

2001) y para mantener las cisternas aplanadas (Palokangas y col.,, 1998). Ademas, el
tratamiento con latrunculina B (LtB) induce un incremento significativo en el pH intra-Golgi,
mientras que el jasplakinolide (Jpk) no produce ni dilatacion de las cisternas ni induce ningun
cambio del pH del interior del organulo (Lazaro-Diéguez y col., 2006) (Figura 11). También se
ha observado que la disrupcidon de los MFs y la consecuente expansidon de las cisternas
disminuyen las diferencias de tensién de membrana entre el RE y el Golgi (Upadhyaya y
Sheetz, 2004), induciendo asi un retraso en el flujo de membrana de Golgi a RE (Valderrama y
col., 2001). Otros estudios basados en tratamientos con agentes que perturban los MFs
mostraron un bloqueo del transporte anterégrado de la proteina G del virus de la estomatitis

vesicular (VSV-G) a través del Golgi (Hirschbergy col., 1998).

2.2. Biogénesis de intermediarios de transporte

Igual que ocurre en la MP durante la endocitosis, existe una asociacién de las membranas del
Golgi con componentes que directa o indirectamente desencadenan el reclutamiento y/o la
polimerizacion de actina (Arp2/3, Cdc42, cortactina, N-WASP y sindapina) y componentes que
determinan la formacion y fision de los ITs (COPI y clatrina, y dinamina Il, respectivamente).
Otra evidencia que relaciona el citoesqueleto de actina con la funcionalidad de las etapas
tempranas de la via secretora es la identificacidon de proteinas de unidn a actina y sus proteinas
reguladoras que se localizan en las membranas del Golgi o en las vesiculas derivadas de éste.
Entre ellas, se encuentran la propia actina (Godi y col., 1998; Heimann y col., 1999; Fucini y
col., 2000; Valderrama y col., 2000), la espectrina (Godi y col., 1998; Fucini y col., 2000; Beck y
col., 1994; Devarajan y col., 1996; Holleran y col., 1996; Fath y col., 1997; Stankewich y col.,
1998; Holleran y col., 2001), la anquirina (Devarajan y col., 1996; Beck y col., 1997; Devarajany
col., 1997), la centractina (Heimann y col., 1999; Holleran y col., 1996), la tropomiosina
(Heiman y col., 1999), la drebrina (Fucini y col., 2000) y la proteina de unién a actina 1 de
mamiferos (mAbp1) (Fuciniy col., 2002) (Figura 12).

Una hipdtesis sobre el papel del citoesqueleto de actina en la formacion de ITs es que la actina
proporciona un soporte estructural que facilita la formacion de ITs (vesiculares o tubulares) en
las porciones laterales del Golgi. Esto se consigue gracias a la generacion de fuerza mediante la
polimerizacidn de actina de novo acoplada a la actividad mecanica de los motores de actina
(miosinas). Respecto a esta idea, los nucleadores de actina Arp2/3 y Spirl son reclutados al
Golgi, donde estimulan la nucleacién y polimerizacion de actina (Carreno y col., 2004; Chen y
col., 2004; Kerkhoff y col.,, 2001; Matas y col., 2004). Los efectores que median esta

polimerizacion de actina asociada al Golgi son varios: para el complejo Arp2/3, los mediadores
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Figura 12. Mecanismos de activacion del ensamblaje de actina durante la formacion de vesiculas en el complejo
de Golgi y en la membrana plasmdtica. En el Golgi, ARF activado puede estimular la produccion de PI(4,5)P,
mediante la activacion de PI4K (Godi y col., 1998; Godi y col., 1999). Los altos niveles de PI(4,5)P, reclutan espectrina
y actina al Golgi, junto con Cdc42 que se recluta mediante la interaccién con el coatémero (Fucini y col., 2002; Wu y
col., 2000). El complejo Cdc42/coatémero guia el ensamblaje de actina que contiene mAbp1. La espectrina, Cdc42,
WASP y mAbp1 estdn implicadas en el transporte proteico en las vias tempranas de secrecion. Durante la endocitosis
de la MP, mAbp1 junto con otras proteinas que tienen el dominio SH3 (sindapina, cortactina e intersectina) pueden

unirse a dinamina (Schafer, 2002; Qualmann y col., 2000) (modificado de Stamnes, 2002).

localizados en el Golgi son Cdc42/N-WASP (Chen y col., 2004; Matas y col., 2004; Luna y col.,
2002) y dinamina ll/cortactina (Cao y col., 2005). La nucleacion de actina en el Golgi inducida
por el complejo Arp2/3 esté ligada a la fision de ITs mediada por dinamina que tiene lugar en el
TGN. Asi, la interferencia con las proteinas de interaccion dinamina ll/cortactina (Cao y col.,
2005) o sindapina ll/dinamina Il (Kessels y col., 2006) bloquea el transporte post-Golgi. Igual
que el complejo Arp2/3, Spirl tambien esta involucrada en el transporte post-Golgi (Kerkhoff y
col., 2001). Estudios recientes in vivo han demostrado que la miosina Il no muscular actua
como efector de Rab6 en la produccién de ITs en el Golgi (Miserey-Lenkei y col., 2010).

A diferencia de lo que ocurre en el TGN (Corda y col., 2002; Praefcke y McMahon, 2004;
Ghanekar y Lowe, 2005), la potencial asociacién entre el proceso de fision de membranay los
mecanismos basados en actina en la zona RE/Golgi y en los compartimentos pre-Golgi atin no
estd clara pero hay indicios que apuntan a una conexién entre la polimerizacion de actina
dirigida por Cdc42, la formacidn de ITs de tipo COPI y el sistema motor de los MTs (Chen y col.,
2005).

Mientras que la polimerizacién de actina y la biogénesis de ITs parece que sucede en todos los
compartimentos del Golgi, algunos de los mediadores moleculares que regulan ambos
procesos se localizan en las cisternas del organulo. A diferencia de lo que ocurre con Cdc42 y el
complejo Arp2/3, N-WASP no se encuentra en el TGN sino que esta restringido al cis- y medial-
Golgi (Matas y col., 2004). En cambio, la cortactina, que esta directamente relacionada con el

transporte post-Golgi, se visualiza en ambas caras del Golgi (sobre todo en los extremos y en
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las gemas de las cisternas) (Cao y col.,, 2005). A pesar de que no existen pruebas
ultraestructurales de la localizacidn exacta de la cortactina, se postula que ésta podria estar
sustituyendo a N-WASP en el reclutamiento del complejo Arp2/3 en el TGN. Por tanto, la
segregacion de cis- a trans- de algunos de los componentes de la maquinaria de actina en el
Golgi podria facilitar la eficiencia y la fidelidad de la formacion y fision de los ITs en
subdominios individuales del Golgi. De este modo, en el TGN, el transporte post-Golgi estaria
mediado por las interacciones de dinamina Il/cortactina/Arp2/3 y sindapina ll/dinamina Il (Cao
y col., 2005; Kessels y col., 2006), mientras que Cdc42/N-WASP/Arp2/3 mediarian el transporte
proteico en la zona RE/Golgi (Chen y col., 2004; Matas y col., 2004; Luna y col., 2002; Chen y
col., 2005).

2.3. Los motores de actina en la biogénesis y locomocién de los intermediarios de

transporte derivados del complejo de Golgi

Los motores de actina o miosinas son una superfamilia de proteinas motoras caracterizadas
por su capacidad para desplazarse por los MFs desde el extremo (-) al extremo (+). Las
miosinas también generan fuerza que promueve la formacién de ITs y/o su desplazamiento
desde el Golgi.

En levaduras, la miosina de tipo | participa en las fases iniciales de la endocitosis (Geli y
Riezman, 1996). En mamiferos, la miosina la interviene en la regulacion del transporte de
proteinas endocitadas a los endosomas y lisosomas (Raposo y col., 1999). En las células
polarizadas, esta miosina se localiza en vesiculas que derivan del Golgi y su actividad motora es
necesaria para el transporte hasta la MP. Sin embargo, existen otras proteinas como la miosina
Il no muscular (“miosina I’ de aqui en adelante) que estdn implicadas en el transporte
proteico basado en la actina del Golgi al RE (Duran y col., 2003; Egea y col., 2006; Stow vy
Heimann, 1998). Estudios hechos in vitro han demostrado su interaccién con las membranas
del Golgi (Fath, 2005), sugiriendo un modelo en el cual la miosina Il estaria anclada a las
cisternas por su C-terminal y a la F-actina por su extremo amino. Su translocacién a lo largo del
filamento de actina podria generar la fuerza necesaria para mover los ITs derivados del Golgi
fuera de la cisterna y podria facilitar la asociacion y funciéon de la maquinaria molecular
implicada en la escision de membrana para poder liberar completamente el IT. La unidn de la
isoforma de tropomiosina Tm5NM-2 a los filamentos cortos de actina del Golgi (Percival y col.,
2004) podria facilitar el reclutamiento de la miosina Il para que se una a actina. Otras proteinas
del citoesqueleto asociado al Golgi como la espectrina y la anquirina también podrian

participar en el proceso. Por otra parte, la miosina Il interacciona con la GTPasa Rab6, hecho
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que contribuye a su localizacion en el Golgi y, junto con la F-actina, participa en la fision de las
vesiculas que contienen Rab6 del Golgi (Miserey-Lenkei y col., 2010).

La miosina Ib regula el trafico post-Golgi de una forma dependiente de actina y genera fuerza
gue controla el ensamblaje de F-actina. Junto con el citoesqueleto de actina, la miosina Ib
promueve la formacién de transportadores tubulares en el TGN que dardn salida a proteinas
transmembrana (Almeida y col., 2011).

La miosina VI es otro motor de actina que se encuentra en el trans-Golgi (Buss y col., 2002) y
en el TGN que, a diferencia del resto de miosinas conocidas, mueve los ITs hacia el extremo (-)
de los filamentos de actina. Asi, la miosina VI genera fuerza y direccionalidad para el
movimiento de los ITs desde el Golgi, de acuerdo con la polarizacién de la polimerizacion de la
actina asociada al Golgi.

La miosina V también estd implicada en el transporte de Golgi (Allan y Schroer, 1999).

2.4. Control de los mecanismos de transporte asociados a la actina

La estrecha asociacién del tiempo e intensidad de la polimerizacién de actina en el Golgi con
los procesos de formacidn y fision de ITs asociados al orgadnulo es esencial, tal y como sucede
en los estadios iniciales de la endocitosis mediada por clatrina (Merrifield y col., 2002;
Merrifield y col., 2004). En el Golgi, una posibilidad es que este control se podria llevar a cabo
regulando los niveles de PI(4,5)P, que, en estado basal, son muy bajos (De Matteis y col.,
2005). El PI(4,5)P, actuaria sinérgicamente con Cdc42/N-WASP (Rohatgi y col., 2000) y
cortactina (Schafer y col., 2002) durante la nucleacién y/o polimerizacién de actina inducida
por el complejo Arp2/3. Es razonable pensar que el PI(4,5)P, es generado en las porciones
laterales de las cisternas de forma simultanea al reclutamiento de COPI, Cdc42 y cortactina
inducido por el factor de ribosilacién de ADP 1 (ARF-1). La activacion de ARF-1, la proteina de
unién a GTP que regula el ensamblaje de las vesiculas COPI, causa un incremento de los niveles
de actina y espectrina en las membranas del Golgi (Godi y col., 1998; Fucini y col., 2000; Fucini
y col., 2002). Se ha descrito que ARF regula los niveles de espectrina en el Golgi a través de un
mecanismo que involucra al metabolismo del fosfatidilinositol (Godi y col., 1998; Godi y col.,
1999). La espectrina es importante para la funcionalidad del Golgi, puesto que la disrupcidn de
su union con las membranas del orgdnulo mediante un anticuerpo anti-espectrina o con
formas truncadas de la espectrina recombinante inhibe el transporte del VSV-G al Golgi (Godi y
col., 1998). Por otro lado, se ha observado una fragmentacion del Golgi como consecuencia de
una disminucion de la sintesis de PI(4,5)P, que se correlaciona con la fosforilacion de la BllI

espectrina asociada al Golgi y su subsecuente translocacion al citoplasma (Siddhanta y col.,
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2003). Otras posibilidades implican la presencia de Cdc42 GAP (del inglés GTPase-activating
protein) y GES (del inglés guanine nucleotide exchange factor) en el Golgi y la proteina
coronina 7 que se reclutaria al organulo una vez fosforilada (Rybakin y col., 2004).

A parte del papel que tiene la actina en el proceso de escisidn, los filamentos de actina y/o el
citoesqueleto basado en actina podrian organizar espacialmente la maquinaria molecular
secretora mediante la formacién de una barrera fisica en las regiones laterales y/o centrales de
las cisternas. Asi, en la zona central de las cisternas, la conjuncién del citoesqueleto basado en
actina-espectrina con una composicién membranosa determinada de lipidos y proteinas

(glicosiltransferasas) podria generar una especie de barrera fisica que impediria la formacién

de ITs de forma permanente en esa area.

3. MOTORES MOLECULARES

Los motores moleculares son los responsables de la mayoria de formas de movimiento celular.
A parte de las miosinas, que se mueven sobre los MFs, existen otros tipos de motores
citoplasmaticos. Son las dineinas y las cinesinas, que usan los MTs como railes. Los MTs estan
polarizados con un extremo (-) localizado en posicién yuxtanuclear, junto al centrosoma, y un
extremo (+) que se encuentra en la periferia celular.

El mecanismo que usan para convertir energia quimica en fuerza mecanica se basa en la
hidrélisis de ATP, que causa un pequefio cambio conformacional en el dominio globular del
motor que es amplificado y traducido en movimiento, con ayuda de motivos accesorios.
Dominios adicionales fuera de la unidad motora son los responsables de la dimerizacion,
regulacién e interacciones con otras moléculas.

En el transporte vesicular mediado por los motores moleculares, los procesos de regulacién
tienen que asegurarse de que los motores se unen o son activos sélo en aquellas vesiculas
ensambladas y no en el organulo donador. Esto implica que el sitio de unién al motor se crea o
se activa durante el proceso de ensamblaje de la vesicula. Ademas, la coordinacién temporal
del ensamblaje vesicular y la motilidad mediada por motores tiene que ocurrir para que la
translocacion de éstas, desde el organulo donador, sélo se dé después del empaquetamiento
del cargo y de la escision de la vesicula. La funcién prematura del motor podria inducir la
translocacion de vesiculas vacias o la formacidn de ITs tubulares en vez de vesiculares.
Finalmente, un tipo concreto de vesiculas puede mediar multiples pasos del transporte en la
célula. Por ejemplo, las vesiculas COPI estan implicadas en el transporte bidireccional en el
Golgi (Orci y col., 1997) y en el transporte a través de los compartimentos endosomales (Gu y

col., 1997). Todos estos pasos requieren distintas interacciones con el citoesqueleto o con los
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motores. Por eso, la regulacién direccional es necesaria para seleccionar la proteina motora

correcta para cada ocasion.

3.1. Dineinas

Las dineinas son las proteinas motoras de los MTs responsables del transporte axdnico
retrogrado, del transito de las vesiculas de Golgi al centrosoma y de algunos otros
movimientos dirigidos al extremo (-) del MT. Las dineinas son proteinas multiméricas
excepcionalmente grandes que estdan compuestas por dos o tres cadenas pesadas y que
forman un complejo con un ndmero indeterminado de cadenas intermedias y ligeras. Estas
proteinas se dividen en dos clases funcionales: las dineinas citosdlicas y las del axonema.

La dineina citosélica es una molécula con dos cabezas, con dos cadenas pesadas idénticas o
casi idénticas que conforman los dominios de la cabeza. La dineina no puede transportar cargo
por si sola, sino que requiere la presencia de dinactina, un gran complejo proteico que une las

vesiculas a las cadenas ligeras de la dineina (Figura 13).

Figura 13. Esquema general del complejo dineina-dinactina.
La molécula de dineina, formada por varias cadenas pesadas

(amarillo), intermedias (verde) y ligeras, interacciona con la

Glued

subunidad p150 del complejo dinactina a través de sus

Dineina

cadenas intermedias (flecha). El componente mds
prominente del complejo dinactina es un filamento corto de
la proteina Arpl, que interacciona con la espectrina

(modificado de Schliwa y Woehlke, 2003).

Dinamitina
Proteina S
de bloqueo e

Dinactina

La dinactina presenta por lo menos ocho subunidades, entre las que se incluyen una proteina
llamada p150°"*® que se une a los MTs, la Arp1, una proteina relacionada con la actina que se
une a la espectrina y la p50 dinamitina, que interactua con las cadenas ligeras de la dineina. La
p150°"*® es un dimero que forma una estructura de lazada y se une a dineina, al filamento de
Arply alos MTs. La Arp1 se une directamente a la Blll espectrina, reclutando asi la dineinay la
dinactina a las membranas intracelulares y generando una interaccion entre el complejo motor
de MTs con el cargo (Holleran y col.,, 2001). La dinamitina es necesaria para mantener la

integridad del complejo (Schroer, 2004). La expresion de una forma dominante negativa de
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p150°"*? o la sobreexpresion de la dinamitina inducen la fragmentacién del Golgi en multiples
elementos dispersos (Burkhardt y col., 1997; Quintyne y col., 1999) y la consecuente
perturbacién del transporte de los ITs desde el RE al Golgi a través de los MTs. Este bloqueo se
da en las etapas iniciales del transporte proteico, en el RE, puesto que el componente del
coatomero COPII, Sec23p, interacciona directamente con la dinactina. Esta interaccién
facilitaria la formacién de los ITs y su movimiento hacia el Golgi (Watson y col., 2005). De
hecho, estd ampliamente aceptado que el motor dineina/dinactina es principalmente
responsable del transporte RE/Golgi y de la localizacién del Golgi en el centro de la célula. Sin
embargo, existe un modelo que postula que la dinactina interviene en la coordinacion de la
actividad de los motores moleculares de los MTs y en la regulacidn de su procesividad (Berezuk

y Schroer, 2007; Deacon y col., 2003; Haghnia y col., 2007; Ross y col., 2006).

3.2. Cinesinas

La superfamilia de las cinesinas son las otras proteinas motoras de los MTs y comprenden 16
clases que funcionan para transportar diferentes tipos de cargo (vesiculas de secrecion,
lisosomas y cromosomas, entre otros) en distintas porciones de la célula y en diferentes tipos
de células. En el caso de la cinesina convencional, que es la mds comun, presenta dos cadenas
pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas que, con las cadenas pesadas, forman dos
cabezas globulares grandes y una cola espiral superenrollada. Funciona para transportar
vesiculas y organulos en direccién de (-) a (+) a lo largo de los MTs. Las cadenas ligeras, que se
unen al extremo de la cola de espiral superenrollada, se forman mediante la dimerizacién de
las dos cadenas pesadas. Las cadenas ligeras, que se unen al extremo de la cola de espiral
superenrollada, se unen a las proteinas en la membrana de una vesicula o un organulo, que se
coloca sobre la carga de la cinesina.

Existen tres subgrupos de cinesinas (cinesina-1 a -3) que dirigen el trafico desde el Golgi y que
pueden tener actividad hacia el extremo (-) en el mismo stack del Golgi. La cadena pesada de
la cinesina-1 se localiza en el Golgi (Gyoeva y col., 2000; Wozniak y Allan, 2006). Las cinesinas
también pueden contribuir al fenotipo de dispersién del Golgi que se observa cuando los MTs
son despolimerizados con el NZ, puesto que al inyectar anticuerpos contra la cinesina se
previno la dispersién de los mini-stacks del Golgi después de tratar las células con NZ (Minin,
1997). Esto podria ser debido al bloqueo del movimiento de los fragmentos del Golgi hacia la
periferia a lo largo de los MTs. Sin embargo, el papel mas importante de las cinesinas en el

Golgi es conducir el trafico de ITs desde el Golgi hacia el RE o la MP.
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IV. LOS FOSFOINOSITIDOS

Los fosfoinositidos (Pls) son fosfolipidos de membrana derivados del fosfatidilinositol (PtdIns)
considerados componentes esenciales de las membranas celulares de los eucariotas. A pesar
de que constituyen menos del 1% de la cohorte lipidica celular, juegan un papel clave en la
regulacion de muchos procesos bioldgicos fundamentales (Di Paolo y De Camilli, 2006;
Saarikangas y col., 2010). Son moléculas anfipaticas formadas por una cabeza hidrofilica
(polar), que es un grupo inositol, y una cola hidrofébica (apolar), que son dos cadenas de
acidos grasos unidos por un esqueleto de glicerol (Figura 14 A).

La rdpida respuesta metabdlica de los Pls después de la estimulacidn de algunos receptores de
la superficie celular fue el primer indicio de que estos lipidos podian actuar como moléculas
reguladoras. Controlan la biologia de los orgdnulos regulando el transporte vesicular y
modulan la distribucidn de los lipidos y su metabolismo gracias a la ayuda de las proteinas
transportadoras de lipidos. Los Pls también regulan canales de iones, bombas vy

transportadores, asi como procesos de exocitosis y endocitosis.

1. TIPOS DE FOSFOINOSITIDOS

Los Pls se pueden fosforilar reversiblemente en las posiciones 3-, 4- y 5- de los grupos hidroxilo
del inositol para generar las siete especies distintas de Pls identificadas en las células
eucariotas [PI(3)P, PI(4)P, PI(5)P, PI(3,4)P,, PI(4,5)P, y PI(3,4,5)P;] (Figura 14 B), que sirven
como plataforma de anclaje a la membrana para un elevado nimero de proteinas. El Ptdins
representa menos del 15% de todos los fosfolipidos de las células eucariotas y los Pls
generalmente son una orden de magnitud menos abundantes, siendo el PI(4)P y el PI(4,5)P, los
derivados fosforilados mas abundantes (0,5%). El PI(3)P es otro Pl abundante en las células
(0,2%), mientras que otros como el PI(3,5)P, y el PI(3,4,5)P; aparecen en menor proporcion
(0,005% vy casi indetectable, respectivamente) (Lemmon y Ferguson, 2000; Saarikangas y col.,

2010).

2. METABOLISMO Y FUNCION

A pesar de no ser muy abundantes, los Pls presentan diferente actividades bioldgicas gracias a
la unién de sus grupos polares con proteinas citosélicas o con los dominios citosdlicos de
proteinas de membrana, puesto que los Pls se concentran en la cara citosélica de las

membranas celulares (Czech, 2003; Lemmon, 2008). El PtdIns se sintetiza principalmente en el

75



Introduccion

RE y luego es transportado a otras membranas mediante el transporte vesicular o con ayuda

de proteinas citosdlicas transportadoras de Ptdins (PTPs).
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Figura 14. El fosfatidilinositol y sus derivados fosforilados. (A) El Pl estd formado por un grupo polar de inositol con
los grupos hidroxilos en posicion 3-, 4- y 5- que pueden ser fosforilados. (B) Esquema de las reacciones metabdlicas
que generan las siete especies derivadas del Pl, con las quinasas en verde y las fosfatasas en rojo. Las flechas
discontinuas indican las vias de las cuales no hay evidencias sélidas de su existencia (modificado de Nezis y col.,

2010).

La regulacion espacio-temporal de la produccién y el recambio de los Pls es crucial para su
funcién. Esta viene determinada por la accién concertada de quinasas y fosfatasas que
pondran o quitaran grupos fosfato, respectivamente, junto con fosfolipasas que se encargaran
de cortar los lipidos (Figura 14 B). Las quinasas de los Pls se expresan de forma ubicua y son
muy abundantes en todas las membranas celulares, aunque muestran una gran especificidad
por sus sustratos. Existen tres quinasas de Pls: las fosfoinositido 3-quinasas (PI3Ks), las
fosfoinositido 4-quinasas (Pl4Ks) y las fosfoinositido fosfato-quinasas (PIPK). Se han
identificado tres clases de PI3Ks en funciéon de su estructura primaria, su regulacién y su
especificidad de sustrato. Las de clase |, que se subclasifican en clase IA y IB, las de clase Il y las
de clase Ill. In vitro, las quinasas de clase | pueden fosforilar Ptdins, PI(4)P y PI(4,5)P,, este
ultimo para formar PI(3,4,5)P;. La PI3K actia como enzima transductora de sefales
intracelulares y controla funciones celulares esenciales como la dinamica del citoesqueleto y el

trafico de membranas (Lindmo y Stenmark, 2006). El PI(3,4,5)P; es un segundo mensajero que

76



Introduccidn

se unira a varios dominios de unién a lipidos que se encuentran en proteinas efectoras para
reclutarlos a la MP. En condiciones normales, las células muestran niveles bajos de PI(3,4,5)Psy
éstos incrementan gracias a la estimulacion de factores de crecimiento. Sin embargo, in vivo
prefieren el PI(4,5)P, como sustrato. In vitro, las de clase Il usan Ptdins y PI(4)P como sustrato y
las de clase Il sélo fosforilan PtdIins. De Pl4Ks encontramos las de tipo Il y tipo Il en funcién de
lo sensibles que son a determinados inhibidores (adenosina, a concentraciones uM, para las de
tipo Il y wortmanina para las de tipo Ill). Ambos tipos de PI4K solamente usan Ptdins como
sustrato para generar PI(4)P y tienen actividad especifica en las membranas del Golgi. De las
cuatro isoformas que se han clonado de PI4K (Pl4Klla, PI4KIIB, Pl4Kllla y Pl4KIIIB), sélo la
Pl4Klla y la PI4KIIIB se encuentran en este organulo (Weixel y col., 2005). Un potencial
regulador de la sintesis de PI(4)P en el Golgi es la proteina quinasa D (PKD). Esta quinasa se
localiza en dominios especificos del TGN y juega un papel importante en la formacién de
transportadores post-Golgi, seguramente controlando la maquinaria de fisién (Liljedahl y col.,
2001). La PKD se asocia con la Pl4K (Nishikawa y col., 1998) (se hipotetiza que podrian ser las
isoformas Pl4Klla o B) y con la PIPS5K. La presencia de actividad PI4K (y de PIP5K) en
inmunoprecipitados de PKD depende de la actividad PKD (Nishikawa y col., 1998). Esto indica
gue, o bien la interaccién es modulada por la autofosforilacién de PKD, o bien que la PKD
estimula la actividad de PI4K, y esto podria ser capaz de regular los niveles de PI(4)P [y de
PI(4,5)P,] en el Golgi. Hay dos clases de PIPKs que pueden generar PI(4,5)P, y se han
identificado en funcién de la sensibilidad que tienen al 4cido fosfatidico (PA). Solamente las de
tipo | son estimuladas por PA y fosforilan distintas posiciones del anillo de inositol; fosforilan
PI(4)P en la posicién D5 para generar PI(4,5)P, y por ello se llaman PIP5K, mientras que las de
tipo Il fosforilan PI(5)P para generar PI(4,5)P, y por eso son PIP4K. Ambos tipos tienen
isoformas a, By .

Las fosfatasas que pueden desfosforilar los Pls se dividen en tres grandes grupos en funcion de
su habilidad para hidrolizar los Pls fosforilados: son las 3-fosfatasas (3-Pasas), las 4-fosfatasas
(4-Pasas) y las 5-fosfatasas (5-Pasas). Entre las 3-Pasas encontramos el supresor de tumores
PTEN que, in vivo, desfosforila PI(3,4,5)P5; aunque in vitro puede usar todos los Pls fosforilados
en posicion D3. Hay dos 4-Pasas clonadas: las de tipo | y de tipo Il, que usan PI(3,4)P, como
sustrato. Ademas, la actividad fosfatasa estd asociada con el dominio Sac. Este dominio esta
presente en las proteinas Sac1-3 y tiene actividad in vitro para con PI(3)P, PI(4)P y PI(3,5)P,. Sin
embargo, los mutantes de Sacl de levaduras tienen niveles altos de PI(4)P que indican que, in
vivo, Saclp tiene preferencia por PI(4)P. Las 5-Pasas se clasifican en cuatro tipos del | al IV de
acuerdo con su sustrato. Las de tipo Il son un grupo heterogéneo en el que encontramos OCRL

y la 5-Pasa Il. Las de tipo Il tienen un dominio con homologia a Src (SH2) y pueden hidrolizar el
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fosfato de la posicién D5 y las de tipo IV solo hidrolizan un sustrato lipidico como PI(3,4,5)Psy
PI(4,5)P,. La hidrélisis de PI(4,5)P, la ejecutan las fosfolipasas PLC o PLA,, dando lugar a
metabolitos que propagan y amplifican la sefializacion vy las 5-Pasas que inhiben su sefial.

Los Pls también pueden ser desfosforilados por fosfatasas lipidicas que poseen un amplio
rango de sustratos y diferentes especificidades posicionales asi como localizaciones celulares
(Sasakiy col., 2009).

Los Pls son unos de los pocos lipidos que tienen una funcién estructural pero que a su vez son

precursores de muchas moléculas sefializadoras.

2.1. Los fosfoinositidos en el transporte intracelular

Como hemos comentado anteriormente, los Pls estan involucrados en multiples funciones
celulares. Sin embargo, en este apartado sélo comentaremos su implicacién en el transporte
intracelular.

En la via dependiente de clatrina, el proceso de reconocimiento del cargo va seguido del
reclutamiento de clatrina. Este estd mediado por el adaptador AP180, que se une a PI(4,5)P; a
través de su dominio ANTH. La formacion de invaginaciones de membrana se lleva a cabo
mediante proteinas deformadoras de membrana como la epsina, que ademas de unirse a
PI(4,5)P,, introducen una hélice anfipatica en la membrana (Ford y col., 2002). Posteriormente,
los factores endociticos se disocian rdpidamente de las vesiculas gracias a la defosforilacion del
PI(4,5)P, por 5-Pasas que interaccionan con la dinamina en las ultimas etapas de la endocitosis
(Cremonay col., 1999; McPherson y col., 1996).

En la fagocitosis, el PI(4,5)P, se acumula en los fagosomas tempranos por activacion local de
PIP5K y juega un papel importante en la remodelacién de actina a través del reclutamiento de
proteinas de unidn a actina en las membranas de los fagosomas (Coppolino y col., 2002).
Después del inicio de la formacién del fagosoma, la hidrélisis del PI(4,5)P, y el desensamblaje
de actina muestran cinéticas espaciales y temporales similares, y lo que es mas importante, la
desunién de actina del fagosoma se inhibe por la alteracién de la hidrélisis de PI(4,5)P,. Los
receptores fagociticos son capaces de activar PI3K, que transforma PI(4,5)P, a PI(3,4,5)Ps. La
acumulacioén de PI(3,4,5)P; activa las miosinas que se localizan en los fagosomas, ya que se
unen a PI(3,4,5)P; a través de su dominio PH (Cox y col., 2002).

El PI(4,5)P, también estd implicado en la fase de pre-fusidon de la exocitosis. Se ha observado
que la distribucién de PI(4,5)P, coincide con la de las vesiculas listas para ser liberadas y que

llevaran a cabo el proceso de exocitosis (Milosevic y col., 2005; di Paolo y col., 2004).
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En estos procesos, el PI(4,5)P, tiene un papel fundamental como co-receptor de reclutamiento

y regulacidn de proteinas endociticas.

3. LOCALIZACION EN SISTEMAS DE ENDOMEMBRANAS Y PROTEINAS DE
RECONOCIMIENTO

3.1. Localizacién subcelular de las distintas especies de fosfoinositidos

El balance entre la actividad de las quinasas y fosfatasas de Pls puede ser diferente en los
distintos compartimentos intracelulares, lo que genera distribuciones heterogéneas de las
distintas especies de PlIs entre los organulos celulares (De Matteis y Godi, 2004). Esta
distribucidn no homogénea se dedujo a partir de la visualizacion de las distribuciones
subcelulares de los dominios proteicos que reconocen los distintos Pls. Esta aproximacion ha

permitido la visualizacién de acumulaciones de distintos Pls en la célula (Figura 15). Asi, las
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Figura 15. Distribucion subcelular de los fosfoinositidos. Las distintas especies de PIPs estdn concentradas en

diferentes compartimentos subcelulares y regiones. Solo se muestran las formas de PIP predominantes: en la MP
encontramos PI(4,5)P,, el PI(4)P se localiza en el Golgi y en el TGN, y en los endosomas tempranos y en los cuerpos
multivesiculares hay PI(3)P. EIl PI(3,5)P, lo encontramos también en los cuerpos multivesiculares y en los lisosomas.

Finalmente en las vesiculas hay PI(3,4)P, (modificado de Kutateladze, 2010).

formas PI(4,5)P, y PI(3,4,5)P; se encuentran principalmente en la MP, donde controlan la
generacidon de mensajeros secundarios, la exocitosis, la endocitosis y la reorganizacion del

citoesqueleto de actina (Odorizzi y col., 2000; Di Paolo y De Camilli, 2006). Sin embargo, hay
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estudios que revelan la existencia de un pequefio acumulo de PI(4,5)P, en membranas
intracelulares como el Golgi, endosomas y RE (Watt y col.,, 2002). El PI(3)P se localiza en
endosomas tempranos y cuerpos multivesiculares, mientras que el PI(4)P es la forma mas
abundante en el Golgi y el PI(3,5)P, estda en endosomas y lisosomas (D’Angelo y col., 2008).
Ademas, la presencia de Pls en el nucleo sugiere que éstos también regulan la dinamica de la

actina nuclear (Irvine, 2003).

3.1.1. Los fosfoinositidos en el complejo de Golgi

El PI(4)P es el Pl mas imporante en el Golgi y las membranas del organulo son el mayor sitio de
generacion de PI(4)P (Cockcroft y col., 1985). Estudios de localizacion usando proteinas
fluorescentes de unidén a lipidos o anticuerpos especificos indicaron que una proporcion
sustancial del PI(4)P intracelular se encuentra en las membranas del Golgi (Stefan y col., 2002;
Blagoveshchenskaya y col., 2008; Varnai y Balla, 2008). Tanto en mamiferos como en
levaduras, se ha observado que el PI(4)P regula el trafico intracelular desde el Golgi hasta la
periferia celular (Walch-Solimena y Novick, 1999; Hama y col., 1999; Audhya y col., 2000;
Schorr y col., 2001; Godi y col., 2004). En levaduras, la generacion de PI(4)P en el Golgi es
esencial para el transporte anterdgrado de una gran variedad de cargo como la invertasa, la
Hsp150 y la chitina sintasas (Walch-Solimena y Novick, 1999; Audhya y col., 2000; Schorr y col.,
2001). Ademas, se ha implicado al PI(4)P en el transporte anterégrado desde el RE, aunque el
mecanismo exacto de esta regulacion aun esta por determinar (Blumental-Perry y col., 2006).
Mutaciones en las PI4K causan defectos en el citoesqueleto de actina y en la morfologia de los
ITs sugiriendo otras posibles funciones para el PI(4)P del Golgi (Walch-Solimena y Novick, 1999;
Fotiy col., 2001).

El PI(4)P es esencial para la funcionalidad del Golgi. Existen dos tipos funcionales de efectores
de PI(4)P en este organulo: los adaptadores de clatrina y las proteinas transportadoras de
lipidos. El primer grupo consiste en el complejo del adaptador de clatrina 1 (AP-1) y en las
proteinas GGAs (del inglés y-ear-containing, ADP-ribosylation factor-binding). El transporte del
Golgi mediado por clatrina es importante para la salida de proteinas hacia el compartimento
endosomal y lisosomal. AP-1 se une al TGN mediante una interaccién simultanea con PI(4)P y
Arfl (Wangy col., 2003). Estudios realizados en levaduras y en mamiferos han demostrado que
el PI(4)P esta involucrado en el reclutamiento de proteinas GGA en el Golgi. Las GGAs se unen
a PI(4)P mediante su dominio GAT, el cual también se une a ubiquitina pero no a Arfl (Wangy
col., 2007). El PI(4)P incrementa la afinidad de la ubiquitina por el dominio GAT, indicando un

papel adicional del Pl en el reconocimiento del cargo en el TGN (Wang y col., 2007). Tanto la

80



Introduccidn

AP-1 como las GGAs funcionan en la salida de cargo dependiente de clatrina entre el TGN y los
endosomas (Duncan y Payne, 2003). Sin embargo, estudios recientes en levaduras sugieren
estas proteinas controlan vias de trafico distintas del TGN que involucran a los endosomas
tempranos y tardios (Abazeed y Fuller, 2008). En ambos casos, el reclutamiento de los
adaptadores de clatrina en el Golgi requiere una deteccién coincidente del Arfl activado y del
PI(4)P, el cual controla la formacién de las vesiculas recubiertas de clatrina en el TGN.

La segunda clase de efectores de PI(4)P en el Golgi consiste en unas proteinas transportadoras
de lipidos solubles caracterizadas por especificos sitios de unién a lipidos. La proteina
transportadora de ceramida (CERT), la de unidn a oxisterol (OSBP) y la adaptadora 4-fosfato
(FAPP2) tienen un dominio PH que es necesario para unirse al Golgi. Estudios in vitro indican
que estas proteinas son capaces de facilitar el transporte no vesicular y el intercambio de
lipidos entre dos membranas distintas (D’Angelo y col., 2008).

El PI(4)P es el Pl que predomina en el Golgi; una deficiencia de este lipido afecta a la estructura
y funcionalidad del organulo. En levaduras, mutaciones en las PI4K que se encuentran en el
Golgi resultan en una acumulacidon de intermediarios de membrana anormales, llamados
cuerpos de Berkeley, y en alteraciones del transporte intracelular hacia la MP (Odorizzi y col.,
2000). Estos defectos son similares a los producidos por mutaciones en la GTPasa Arfl (Gaynor
y col., 1998) y podrian reflejar la propiedad del PI(4)P de actuar como un co-receptor con Arf1,
reclutando proteinas citosoélicas en las membranas del TGN como el adaptador de clatrina AP-
1, las proteinas GGA y las FAPP1/2 (Behnia y Munro, 2005; De Matteis y col., 2005). La
isoforma PI4KIIIB de mamiferos interacciona con Arfl y a su vez es estimulado por la GTPasa,
indicando que ésta puede cooperar con el PI(4)P en multiples y sinérgicos mecanismos (De
Matteis y col., 2005). Ademas, la depleciéon de la isoforma PIl4Klla también provoca la
disrupcion de la integridad del Golgi (Wangy col., 2003).

La restriccion espacial del PI(4)P en el Golgi se asegura con la accién de fosfatasas como la Sacl
(Guo y col., 1999). Es una proteina integral de membrana la localizaciéon de la cual varia en
funcién de las condiciones de crecimiento: se encuentra mayoritariamente en el RE en
condiciones de crecimiento y se transloca al Golgi en ausencia de nutrientes (Faulhammer y
col., 2007). Puede desfosforilar PI(4)P cuando se da transporte retrégrado del Golgi al RE (Guo
y col., 1999). Las células de levadura que tienen la Sacl mutada tienen niveles elevados de
PI(4)P, incluso en la MP (Roy y Levine, 2004), indicando un acumulo excesivo de PI(4)P en los
compartimentos de la via secretora temprana.

A pesar de que no se ha visualizado ninguna isoforma de PIP5K en el Golgi, existen evidencias
de que el PI(4,5)P, podria generarse en el Golgi. Primero, la actividad de la PIP5K y la de su

forma recombinante PIP5Ka estdn asociadas con las membranas del Golgi e incrementan los
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niveles de PI(4,5)P, in vitro (Godi y col., 1999; Jones y col., 2000; Siddhanta y col., 2000) de
forma Arf-dependiente. Segundo, el Golgi posee tres 5-Pasas: la farbina, la hSac2 y la 5-Pasa de
tipo Il Ocrl. Defectos en esta Ultima causan el sindrome oculocerebrorenal o sindrome de Lowe
(Attree y col., 1992). Se han detectado niveles altos de PI(4,5)P, en células del tubulo proximal
del rifién de pacientes con sindrome de Lowe. La proteina Ocrl-1 interacciona con la golgina
84, una proteina de las membranas del Golgi (Bascom y col., 1999), y se localiza en el TGN en
fibroblastos y células epiteliales (Dressman y col., 2000), aunque también se ha observado la
presencia de Ocrl-1 en lisosomas de células de rifion humanas (Zhang y col., 1998).

Se ha propuesto que PI(4,5)P, interviene en el transporte en la zona RE/Golgi (Godi y col.,
1998), en la formacién/liberacion de los ITs en la zona post-Golgi y en el mantenimiento de la
integridad estructural y funcionalidad del Golgi (Siddhanta y col., 2000; Sweeney y col., 2002).
El PI(4,5)P, podria ejercer estos efectos controlando las maquinarias de espectrina y actina que
intervienen en la organizacion y funcionalidad del Golgi (De Matteis y Morrow, 1998; Lorra y
Huttner, 1999). Agentes que secuestran PI(4,5)P,, como la neomicina y varios dominios PH (ver
apartado 3.2), inhiben el ensamblaje de espectrina y actina estimulado por Arf, a las
membranas del Golgi in vitro (Godi y col., 1998). Sin embargo, al sobreexpresar la isoforma
PIP5Ka se incrementan los niveles de PI(4,5)P,, promoviendo asi la polimerizacién de actina de
las vesiculas nacientes para formar cometas de actina, algunos de los cuales son ITs derivados
de las membranas del Golgi (Rozelle y col., 2000). El PI(4,5)P, podria actuar en los procesos de
fision de membranas a través del reclutamiento/activacién de la dinamina, una proteina de
union a P1(4,5)P, implicada en la fision de membrana en la MP y en el TGN, y/o estimulando la
actividad PLD para incrementar asi los niveles de PA, un lipido promotor de los procesos de

fision (Kozlov, 2001).

3.2. Proteinas de reconocimiento

Como ya hemos comentado anteriormente, los Pls sirven de marcadores de los
compartimentos intracelulares y forman sitios de anclaje Unicos para efectores proteicos. De
esta forma, las siete especies de Pls junto con los efectores proteicos que se unen a ellos y las
enzimas que generan o modifican los Pls, forman una compleja red proteico-lipidica de
sefializacion. Existen proteinas citosdlicas que contienen uno o varios médulos efectores
capaces de reconocer una especie de Pl y asi son reclutadas a distintos compartimentos
intracelulares (Figura 16). EI dominio PH fue el primer efector que se une a Pls que se
descubrid (Harlan y col.,, 1994). Actualmente se conocen once maddulos: ANTH (del inglés

AP180 N-terminal homology), C2 (del inglés conserved region-2 of protein kinase C), ENTH (del

82



Introduccion

inglés epsin N-terminal homology), FERM, FYVE (del inglés Fabl, YOTB, Vacl and EEA1),
GOLPHS3 (del inglés Golgi phosphoprotein 3), PDZ (del inglés postynaptic density 95, disk large,
zonula occludens), PROPPINs (del inglés B-propellers that bind Pls), PTB (del inglés
phosphotyrosine binding), PX (del inglés Phox homology) y Tubby.

GOLPH3" ANTH, ENTH, C2)

5\ AT e W
PH e
PX 2 > B ORI PX, Tubby PX
S
ﬁ oS
1

RO RO

oo (oo
PI(3)P PI( 4)P PI(5 P PI(34)P2  PI(3,5P2 PI(4,5)P2 PI(3.4,5)P3

Figura 16. Mddulos efectores que reconocen fosfoinositidos. Los dominios de union a Pls y sus dianas estdn
coloreadas igual que en la figura 15, de acuerdo con su distribucion predominante en las membranas intracelulares

(modificado de Kutateladze, 2010).

El reconocimiento de una disposicidon Unica de los grupos fosfatos alrededor del anillo de
inositol, que se describe como el “cddigo PI”, por parte de estos dominios resulta en el
reclutamiento de las proteinas que los contienen hacia compartimentos intracelulares
concretos. Generalmente, la interaccion entre los Pls y las proteinas citosdlicas es de baja
afinidad. Para que ésta sea mayor y mas estable, los Pls cooperan con uno o mas sitios de
unién adicionales en la membrana. Debido a la localizacién subcelular tan heterogénea de los
Pls, este mecanismo de reconocimiento dual (o multiple) genera un cddigo de detecciéon
coincidente para la regulacion de las interacciones membrana-citosol y, por consiguiente, para
la definicidn de la identidad del orgdnulo (Wenk y De Camilli, 2004; Behnia y Munro, 2005).

Muchas de estas proteinas de reconocimiento contienen otros dominios de unién a proteinas
y/o lipidos, o poseen actividades cataliticas. Estas desencadenan fosforilaciones vy
desfosforilaciones de otros complejos asociados a membrana y de adaptadores, promoviendo

asi la interconversion de los Pls y la activacion o finalizacion de cascadas de sefalizacion.

3.2.1. El dominio PH

Los dominios PH forman una de las familias de mddulos de sefializacion mas grandes y han
sido los mas caracterizados. El dominio PH fue identificado en los afios 90 y su nombre

proviene de dos regiones homadlogas a plecstrina, el mayor sustrato de la PKC en las plaguetas
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(Haslam y col., 1993; Mayer y col., 1993). Desde entonces, este mdédulo se ha encontrado en
275 proteinas humanas involucradas en sefializacién intracelular (factores GTP-GDP y sus
proteinas activadoras), trafico de membranas (FAPP2), citoesqueleto (dinamina y B espectrina)
y metabolismo lipidico (PLC61, PLD1 vy 2).

El dominio PH contiene alrededor de 120 residuos plegados en una estructura 3D muy
conservada a pesar de que hay poca similitud de secuencia entre los miembros de la familia.
Debido a esta variabilidad en la secuencia, los dominios PH tienen diversas funciones e
interaccionan con varios ligandos incluidas proteinas, fosfolipidos, Ptdins y Pls. Muchos de los
dominios PH reconocen Pls de forma poco precisa y muy promiscua, aunque hay un pequeiio
grupo (10-20% del total de dominios PH) que se une fuertemente y de manera especifica a Pls,
sobre todo a PI(3,4,5)Ps, a PI(4,5)P, y a PI(3,4)P,. La afinidad de unidn de los dominios PH a los
PIs varia significativamente entre un rango nanomolar y micromolar (DiNitto y Lambright,
2006).

Entre los efectores mejor caracterizados que se unen a PI(3,4,5)P; se encuentran los dominios
PH de las proteinas ARNO, Btk, Gap1, Grp1l y citohesina-1 (Fukuda y col., 1996; Klarlund y col.,
1997; Cronin y col., 2004). El dominio PH de la fosfolipasa PLC&1 es especifico de PI(4,5)P,
mientras que el de la TAPP1, la centaurina B2 y PEPP1 prefieren a PI(3,4)P,, PI(3,5)P,, PI(3)P,
respectivamente. Las proteinas FAPP1 y OSBP se unen solamente a PI(4)P, y DAPP1, PDK1 vy
PKB (Akt) lo hacen a PI(3,4)P,y a PI(3,4,5)P; (Lemmon y Ferguson, 2000; DiNitto y Lambright,
2006; Lemmon, 2004).

La zona de unidn a PIs del dominio PH estd formada por tres bucles que flanquean una
estructura de barril B. Igual que los sitios de unidn de las otras proteinas de reconocimiento de
Pls, esta estructura en forma de bolsillo contiene una secuencia motivo (Isakoff y col., 1998)
KK,(K/R)XR en la que las cadenas basicas de la lisina (K) y la arginina (R) hacen contacto directo
con los grupos fosfato del lipido. Como resultado, el dominio PH estd polarizado
electrostaticamente y tiene un fuerte potencial electrostatico positivo alrededor del sitio de
unién que contribuye a las interacciones electrostaticas especificas con los Pls y no especificas
con otros lipidos anidnicos de membrana (Lemmon y Ferguson, 2000; DiNitto y Lambright,

2006; Singh y Murray, 2003; Manna y col., 2007; He y col., 2008).
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Antecedentes, Hipdtesis de trabajo y Objetivos

Resultados previos en nuestro laboratorio han demostrado que los filamentos de actina estan
directamente implicados en la localizacidn subcelular del Golgi (Valderrama y col., 1998; di
Campli y col., 1999) y en el transporte retrégrado del Golgi al RE (Valderrama y col., 2001), ya
gue hemos visualizado la actina en los ITs tipo COPI y en las porciones distales no compactas
de las cisternas del Golgi (Valderrama y col., 2000). También se ha descrito que los MFs son los
responsables directos de mantener la forma plana de las cisternas, puesto que proveen
estabilidad mecdnica a las cisternas y regulan indirectamente la actividad de las bombas e
intercambiadores idnicos para mantener la homeostasis idnica del Golgi (Valderrama y col.,
1998; Lazaro-Diéguez y col., 2006). Hay evidencias de que el motor de actina miosina Il esta
implicado en la generacidn de ITs en el Golgi (Duran y col., 2003; Egea y col., 2006; Stow y
Heimann, 1998, Misérey-Lenkei y col., 2010) y que interacciona con el organulo (Fath, 2005),
de manera que proporciona fuerza suficiente para fisionar los ITs de las cisternas y/o para su
movimiento posterior a lo largo de los MFs (DePina y Langford, 1999; DePina y col., 2007;
Misérey-Lenkei y col., 2010). Este proceso podria tener lugar en conjuncion con otras proteinas
del citoesqueleto asociado al Golgi como la espectrina, la anquirina o la isoforma de
tropomiosina TmM5NM-2 (Heimann y col., 1999; Duran y col., 2003; Percival y col., 2004). Por
otro lado, se sabe que el citoesqueleto de espectrina, cuyos componentes bdsicos son la
propia espectrina, la actina, la tropomiosina y la anquirina, interviene en el mantenimiento de
la integridad de la estructura de la MP y en la formacion de dominios discretos de membrana,
determinando la forma discoidea de los eritrocitos y su capacidad de deformacion a su paso

por los capilares (Bennett y Baines, 2001).

Con estos antecedentes en la literatura y sabiendo que existe un citoesqueleto de espectrina
asociado al Golgi, definiéndose una isoforma de espectrina (Blll espectrina) y dos isoformas de
anquirina (anquirina G119 y anquirina de 195 kDa) (Holleran y col.,, 2001), y que estas
isoformas podrian estar implicadas en el transporte secretor (Devarajan y col., 1997; Gough y
Beck, 2004) y en el mantenimiento estructural del Golgi (Siddhanta y col., 2003), establecemos
un modelo comparativo a nivel del Golgi con la organizacién macromolecular del citoesqueleto
de espectrina en la MP de los eritrocitos, en el cual las cisternas del Golgi equivaldrian a un
pequefio eritrocito pero vuelto del revés. Asi, el citoesqueleto de espectrina participaria de
forma sustancial en determinar o mantener la estructura aplanada de las cisternas y regularia

la actividad secretora y la arquitectura del Golgi.
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Por todo ello nos planteamos la siguiente hipotesis de trabajo: la Blll espectrina y la anquirina
G119 son necesarias para el mantenimiento de la organizacidon estructural del Golgi y para el

transporte secretor asociado. Para demostrarla nos planteamos los siguientes objetivos:

Objetivo 1:
Determinar la localizacién de la Blll espectrina y la anquirina G119 dentro del Golgi (polaridad
cis-/trans- y zona central/periférica) y averiguar si son necesarias para el mantenimiento de la

organizacién estructural del Golgi.

Objetivo 2:
Determinar cdmo la Blll espectrina y la anquirina G119 participan en la funcionalidad del Golgi

en cuanto al trafico de membranas a lo largo de la via secretora.
Objetivo 3:

Identificar qué dominios estructurales son los responsables de la localizacién de la Bl

espectrina y la anquirina G119 en las membranas del Golgi.
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Materiales y Métodos

I. MATERIALES

1. REACTIVOS

A continuacion se detallan los distintos reactivos utilizados asi como una pequefiia descripcion,

la concentracién de uso y su procedencia.

Reactivo Descripcion Concentracion Procedencia
Brefeldina A Metabolito fungico que desorganiza  1-5 pg/ml Sigma-Aldrich (St.
la estructura y bloquea la funcién Louis, MO, EEUU)
del Golgi
Cicloheximida Antibidtico que inhibe la sintesis 100 pg/ml Sigma-Aldrich
proteica
Geneticina Antibidtico que selecciona las 100-1000 Sigma-Aldrich
células eucarioticas que son ug/ml
positivas para la neomicina
Jasplakinolide Toxina marina que estabiliza la 500 nM Invitrogen
polimerizacién de los filamentos de (Paisley, Reino
actina Unido)
Latrunculina B Toxina marina que inhibe la 500 nM Calbiochem
polimerizacién de los filamentos de (Darmstadt,
actina Alemania)
Nocodazole Promotor de la despolimerizacion 10 uM Calbiochem
de los MTs
PDBu (del inglés  Ester de forbol analogo al 1uM Sigma-Aldrich
Phorbol 12,13- diacilglicerol. Permeable a la MP
dibutirate)
Polibreno Polimero de carga positiva que 8 ug/ml Sigma-Aldrich
(Bromuro de neutraliza la repulsidn de carga
hexadimetrina)  entre el lentivirus y el acido sidlico
de la superficie celular
Puromicina Antibidtico que selecciona las 1-10 pg/ml Sigma-Aldrich
células eucarioticas que son
positivas para la puromicina
acetiltransferasa
Rapamicina Antifungico e inmunosupresor. 100 nM Calbiochem
Inhibe selectivamente mTOR y
bloquea la activacion de
determinadas quinasas
Subunidad Bde  Toxina bacteriana que se internaliza 0.5 pg/ml Dr. Ludger
la toxina de a través de un receptor de MP hasta Johannes
Shigella el RE. Se utiliza como marcador de (Instituto Curie,
la via retrograda Paris, Francia)
TRIzol Solucién de fenol e isocianato de 3 ml/100 cm? Invitrogen

guanidina que se usa para aislar
ARN de células y tejidos
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2. ANTICUERPOS

Las siguientes tablas muestran los anticuerpos primarios y secundarios empleados para
inmunofluorescencia o western blotting indicando la especie contra la que se han generado, la

dilucién de trabajo y su procedencia.

Anticuerpo primario Especie  Dilucion de trabajo Procedencia

IF WB

Blll espectrina (n233)  Conejo 1:150 - Universidad Pompeu Fabra
(Barcelona, Espafia)

Blll espectrina (n282)  Conejo - 1:1000 Eurogentec (Liege, Bélgica)

CTR433 Ratdn 1:5 - Dr. M. Bornens (Instituto Curie)

GFP Conejo - 1:25000 Invitrogen

GM130 Ratén 1:1000 1:10000 Transduction Laboratories
(Lexington, KY, EEUU)

Golgina97 Ratén 1:300 1:3000 Molecular Probes (Invitrogen)

GST Ratdn 1:500 1:5000 Abcam (Cambridge, Reino Unido)

Receptor manosa-6P Ratén 1:200 - Abcam

Receptor transferrina Ratén - 1:25000 Molecular Probes

Myc Ratén 1:500 1:5000 Sigma-Aldrich

p190 RhoGAP Ratén - 1:3000 BD Biosciences (San Jose, CA,
EEUU)

Rho GDI Conejo - 1:1000 Santa Cruz (Delaware, CA, EEUU)

pSerina Conejo - 1:1000 Invitrogen

PKD motif Conejo - 1:1000 Cell Signaling (Danvers, MA,
EEUU)

TGN46 Oveja 1:500 - Serotech (Oxford, Reino Unido)

Anticuerpo Especie  Dilucion de trabajo Procedencia

secundario IF WB

Alexa 488 Conejo 1:500 - Invitrogen

Alexa 488 Oveja 1:500 - Invitrogen

Alexa 488 Ratén 1:500 - Invitrogen

Alexa 546 Oveja 1:500 - Invitrogen

Cy2 Raton 1:250 - Jackson Laboratories (West
Grove, PA, EEUU)

Cy3 Conejo 1:250 - Jackson Laboratories

Cy3 Ratén 1:250 - Jackson Laboratories

HRP-Conejo Conejo - 1:3000 Promega (Eugene, OR, EEUU)

HRP-Raton Ratén - 1:3000 Promega
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3. PLASMIDOS

En esta tabla se detallan los distintos vectores de expresién utilizados asi como su procedencia.

Plasmido Vector Procedencia

ABD-BIII espectrina pEGFP Forma truncada de la construccidn Blll espectrina

BlIl espectrina pcDNA3.1 Dr. L. Ranum (Universidad de Florida, Gainesville,
EEUU)

PH-BIIl espectrina pEGFP Forma truncada de la construccidn Blll espectrina

PH-FAPP1 pGEX Dr. M. A. De Matteis (Universidad de Napoles,
Italia)

PH-OSBP pEGFP Dr. T. Levine (Universidad College London,
Londres, Reino Unido)

psPAX psPAX Dr. A. J. Morris (Universidad de Kentucky,

pMD2.G pMD2.G Lexinton, KY, EEUU

shRNAs Blll espectrina pLKO.1 Open Biosystems (Wathman, MA, EEUU)

TGN38-FRB-CFP pPEGFP Dr. Tamas Balla (NIH, Bethesda, MD, EEUU)

Il. METODOS

1. LINEAS Y CULTIVOS CELULARES

Las células RPE1 (del inglés retinal pigment epithelial) crecieron en medio DMEM/F-12 1:1 (del
inglés dulbecco modified medium nutrient mixture F-12) mientras que las células COS-7, NRK,
HEK293, Hela y Hela que expresan constitutivamente la proteina GFP-VSV-Gts045 lo hicieron
en medio DMEM, ambos suplementados con suero bovino fetal (FBS, del inglés fetal bovine
serum) al 10% (v/v) inactivado, penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 mg/ml), piruvato
sédico (100 mM) y L-glutamina (10 mM). Tanto el DMEM/F-12 como el DMEM y el FBS son de

Invitrogen. Las células crecieron a 37 °C en atmdsfera saturada de agua y al 5% de CO.,.

2. PRODUCCION DE ANTICUERPOS FRENTE A LA BIll ESPECTRINA Y LA ANQUIRINA
G119

La primera tanda de anticuerpos contra las isoformas BlIl espectrina y anquirina G119 se
realizd en la Universidad Pompeu Fabra (ver tabla adjunta). Se disefiaron varios péptidos para
cada proteina localizados en distintos dominios y se sintetizaron quimicamente conjugados a
KLH (del inglés keyhole limpet hemocyanin), una proteina transportadora que incrementa la
inmunoreactividad del péptido. Cada péptido se inyecté a dos o tres conejos y éstos se
sangraron después de cada inyeccidn. En total se realizaron tres inyecciones por conejo al mes

durante tres meses. También se sangraron los conejos antes de introducirles los péptidos para
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obtener el suero pre-inmune, que es el control de la inmunoreactividad aparecida como
consecuencia de la inyeccién de los péptidos. Se analizé el grado de inmunoreactividad de
todos los sangrados (en total tres mas el sangrado pre-inmune) mediante la técnica ELISA.
Posteriormente, los sangrados mas inmunoreactivos de todos se purificaron por cromatografia
de afinidad con los respectivos péptidos. Una segunda tanda de anticuerpos se realizé por
Eurogentec (ver tabla adjunta) siguiendo el protocolo descrito anteriormente. Todos los
anticuerpos obtenidos se testaron por IF y WB en varios tipos celulares.

En la siguiente tabla se especifica la secuencia de aa de los distintos péptidos y su localizaciéon
en las proteinas asi como su nomenclatura y la de los anticuerpos obtenidos (en azul la

primera tanda y en verde la segunda tanda de anticuerpos).

N2 del péptido Secuencia de aa y posicion N2 del anticuerpo
2 (1 YSDINNRWDLPDSDWDN (20-35 aa) 82y 83
s |2 LRANNQKVYTPREGR (376-390 aa) 86y 87
§ 3 TALEEREKERKRKREE (2076-2091 aa) 36,37y38
9 |4 EGPGPGSGDEANGPRGER (2165-2182 aa) 84y 85
a (Stankewich y col., 1998)
5 CRKQEMEAFGKKAANRS (2226-2242 aa) 33,34y35
o N2 del péptido Secuencia de aa y posicion N2 del anticuerpo
o 6 PPSGEGVSNGYKGDTTP (818-834 aa) 58,59y 60
© 6 PPSGEGVSNGYKGDTTP (818-834 aa) 129y 130
:g 7 FPDTSTNPGQCF (1065-1076 aa) 127y 128
g 8 CFRRRDIFSMRSKL (1075-1088 aa) 37,39y 46
< |3 CFRRRDIFSMRSKL (1075-1088 aa) 309y 310

3. TECNICAS MORFOLOGICAS

3.1. Inmunocitoquimica y microscopia de epifluorescencia

Las inmunofluorescencias indirectas se realizaron en células sembradas al 50-70% de
confluencia sobre cubreobjetos de vidrio estériles. La fijacion se realizé con paraformaldehido
(PFA) al 4% en PBS durante 15 min. Después de lavar con PBS, los grupos aldehidos del PFA se
bloquearon con una solucion 50 mM de NH,Cl en PBS durante 20 min. A continuacion, las
células se permeabilizaron durante 10 min con solucién de bloqueo [0.1% de saponina disuelta
en PBS que contenia un 1% de alblimina sérica bovina (BSA, del inglés bovine serum albumin)].
Los anticuerpos primarios se diluyeron en solucidon de bloqueo y se incubaron durante 1 h a
temperatura ambiente o bien toda la noche a 4 °C. Seguidamente, se lavaron con PBS y se
montaron en mowiol. Las preparaciones se visualizaron con un microscopio de

epifluorescencia Olympus BX60 y las imagenes se captaron con una cdmara Orca-ER CCD
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(Hamamatsu Photonics, Japdn). Para los estudios de colocalizacién y de transporte intracelular
se utilizd un microscopio confocal Leica TCS SL (Leica Microsystems Heidelberg, Manheim,
Alemania). El procesamiento de las imagenes se llevd a cabo con los programas Adobe

Photoshop CS (Adobe Systems, San José, CA, EEUU) e Image J 1.43 (NIH, Bethesda, MD, EEUU).

3.2. Analisis cuantitativo de las imagenes

3.2.1. Cuantificacion de la colocalizacion de la BllIl espectrina con los marcadores del

complejo de Golgi

Para cuantificar el grado de colocalizacién entre el marcador de la Blll espectrina (marcaje en
rojo) y los distintos marcadores de Golgi (marcaje en verde) usamos el programa de analisis de
imagen Image J 1.43. Previamente se fijaron una serie de parametros para poder comparar las
imagenes entre si: se tomaron en una escala de grises a 8 bits y se eligieron aquellas células
gue no tenian la fluorescencia del marcaje saturada. Para analizar el nivel de colocalizacién de
las proteina segun las intensidades de sus marcajes, seguimos dos criterios: el primero basado
en el porcentaje de pixeles rojos (Blll espectrina) que colocalizaban con los pixeles verdes
(marcador de Golgi), y viceversa; el segundo se basé en el umbral minimo de la sefial de ambos
marcadores. Finalmente, cuantificamos el nimero de pixeles en rojo que se solapaban con

pixeles verdes respecto en numero total de pixeles en rojo.

3.2.2. Cuantificacion de la morfologia del complejo de Golgi

Para cuantificar el fenotipo de la fragmentacion del Golgi en las células silenciadas para la Bl
espectrina también usamos el programa de andlisis de imagen Image J 1.43. Para ello,
definimos la region de interés de cada célula, que es el Golgi, y se midid tanto el perimetro
como la superficie del organulo con un drea minima de 3 pixeles. La circularidad del Golgi se

calculd a partir de la férmula 4 [£(4reas)/2(perimetros)]? (Bard y col., 2003).

3.3. Microinyeccidn de anticuerpos

Para la microinyeccion de anticuerpos anti-Blll espectrina, se sembraron células NRK en
cubreobjectos de 25 mm de didmetro previamente tratados con poli-D-lisina para facilitar la
adhesién de las células al vidrio. Al dia siguiente, se microinyectd en el citoplasma de las
células las fracciones IgG purificadas del anticuerpo anti-Blll espectrina n? 33 o las fracciones
IgG del suero pre-inmune junto con rojo dextrano (lo usamos para identificar posteriormente

las células microinyectadas). Después de la microinyeccidn, trasladamos los cubreobjetos a

95



Materiales y Métodos

placas con DMEM fresco y se incubaron durante 5 h a 37 °C. Posteriormente se fijaron con PFA

al 4% y se procesaron para inmunocitoquimica tal y como se ha descrito anteriormente.

4. TECNICAS BIOQUIMICAS Y DE BIOLOGIA MOLECULAR
4.1. Extractos celulares y western blotting

Los extractos celulares se obtuvieron a partir de flascones de 75 cm? en los que afiadimos 300
pl de tampédn de lisis frio (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 50 mM NaF, pH 7,4) con
inhibidores de proteasas (aprotinina, leupeptina y pepstatina A) y fosfatasas (ortovanadato de
sodio y PMSF). Las muestras se pasaron 30 veces por una jeringa de insulina y se incubaron
durante 10 min en hielo. Después se centrifugaron a 1000 g durante 10 min y el sobrenadante
obtenido se cuantificé con el kit DC protein assay de Bio-Rad. Luego se afiadié tampdn de
carga 5x con 10% de B-mercatoetanol y se hirvid durante 5 min. Para la electroforesis se
cargaron 30 ug de proteina en un gel del 6, 8 0 10% (volumen/volumen) de poliacrilamida
dodecisulfato de sodio (SDS-PAGE). A continuacion las proteinas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (Whatman, Maidstone, Kent, Reino Unido) y se bloquearon o bien
con 5% de BSA disuelta en tampdn TBST (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0.1% de tween-20), o
con 5% de leche en polvo en tampdn TBST durante 1 h. Posteriormente se incubaron con el
anticuerpo primario disuelto en PBS con 1% de BSA-0.002% de azida sddica durante toda la
noche a 4 °C. Al dia siguiente, las membranas se lavaron con tampdn TBST y se incubaron con
el anticuerpo secundario durante 1 h en 5% de leche/tampdn TBST. Después de varios lavados,
las membranas se incubaron durante 1 min a temperatura ambiente con el reactivo Western
blotting luminol reagent (Santa Cruz). Las bandas se visualizaron por la exposicion de la
membrana a Hyperfilm (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) y sus intensidades se

midieron por densitometria de la pelicula usando el software Image J.

4.2. Inmunoprecipitacion

Los extractos celulares se prepararon afadiendo 300 ul de tampdn RIPA modificado (20 mM
Tris-HCI pH 7.5, 135 mM NaCl, 10% de glicerol, 0.05% de SDS, 0.5% de tritén X-100, 0.1% de
deoxicolato de sodio y 2 mM EDTA) mas inhibidores de proteasas (véase apartado anterior) y
procesadas como se ha indicado anteriormente. Se incubaron 500 pg de muestra con el
anticuerpo correspondiente y con 50 pl de perlas de sefarosa con proteina A (Santa Cruz) toda
la noche. Al dia siguiente, las perlas se lavaron tres veces con el tampdn RIPA modificado o con

el tampdén TA (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 5 mM azida sédica, 1 mM PMSF y 1 mM EGTA) y las
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proteinas se eluyeron de las perlas mediante la adicién del 20 pl de tampdn de carga 5x con
10% de B-mercaptoetanol. Posteriormente estas muestras se procesaron por western blotting

tal y como se ha descrito en el apartado anterior.

4.3. Fraccionamiento subcelular

Las fracciones citosodlicas y de membrana procedentes de células RPE1 control o tratadas con
latrunculina B (500 nM, 1 h) o jasplakinolide (500 nM, 1 h) se obtuvieron a partir de placas de
100 cm” en las que afiadimos cinco veces mas el volumen celular de tampdn XB (20 mM Hepes,
150 mM KCl, pH 7.7) suplementado con inhibidores de proteasas (véase apartado anterior).
Los extractos celulares se lisaron mecdnicamente pasandolos por una jeringa de insulina y se
centrifugaron a 1000 g durante 10 min. El sobrenadante obtenido (fraccién total) se sometio a
una ultracentrifugacion de 1 h a 60000 rpm usando un rotor MLA-130 (Beckman Coulter Inc,
Brea, CA, EEUU). El sobrenadante obtenido corresponde a la fraccidn citosolica mientras que el
pellet es la fraccion de membrana. Esta se resuspendié con el mismo volumen de fraccién
citosélica que obtuvimos con tampdn RIPA y se incubd a 4 °C durante 1 h. Posteriormente se
volvid a ultracentrifugar a 60000 rpm durante 1 h para eliminar el material insoluble restante.
Todas las fracciones subcelulares se procesaron por western blotting tal y como se ha

explicado anteriormente.

4.4. Transfeccion con ADN plasmidico

Los plasmidos fueron transfectados de forma reversa, es decir, cuando las células estaban en
suspension, y luego se sembraron entre el 60 y el 80% de confluencia sobre cubreobjetos o en
placas de cultivo. Como método de transfeccién se empleé FuGene HD (Promega) usando el
protocolo recomendado por el fabricante. Los experimentos se realizaron entre las 12 y 16 h

después de la transfeccion.

4.5. Transfeccion con ARN de interferencia

Para la transfeccién de los ARNs de interferencia (siRNA, del inglés small interference RNA), se
uso el reactivo Hiperfect (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo el protocolo adjunto. Los cuatro
siRNAs que se usaron para inhibir la expresion de Blll espectrina humana se adquirieron en
Dharmacon (ON-TARGETplus siRNAs) y se usaron por separado o con una mezcla de todos.
Como control se utilizé una mezcla de cuatro siRNAs con secuencias que no codificaban para

ninguna proteina (siRNA non-targeting). El protocolo se realizéd de la siguiente manera: el
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primer dia se sembraron 3 x 10° células en placas de 6 pocillos y se dejaron en el incubador.
Mientras tanto, se prepararon los complejos (20 nM de siRNA) y se afiadieron a las células que
estdn empezando a adherirse a la placa. El segundo dia se levantaron las células, se volvieron a
transfectar como el dia anterior y se incubaron durante 3 dias mas. A las 96 h desde la primera
transfeccion se realizaron los experimentos. Los siRNAs empleados se especifican en la

siguiente tabla:

siRNA contra la Blll espectrina Secuenciade 5’ a3’

9 GGAGAAGCUUACUGCGCUA
10 CGUACGAGCUGCAGCGCUU
11 CCAGAGAGCACUCGGAUAU
12 GAGCAGGUCUACCGAGUCA

4.6. Produccio e infeccion lentiviral

Para inhibir especificamente la expresidon de la BlIl espectrina en células RPE1 se empled el
sistema lentiviral, que consiste en introducir dentro de las células una secuencia de ARN
complementaria al ARN codificante para la proteina de interés usando los lentivirus como
vector de internalizacién y expresion.

Para llevar a cabo esta técnica, se necesitaron los plasmidos lentivirales que codifican el ARN
de interferencia (shRNA, del inglés short hairpin RNA) contra la Blll espectrina y la anquirina
G119. Las secuencias de los shRNAs clonadas en los plasmidos lentivirales pKLO.1 se

especifican en la siguiente tabla:

shRNA [ Secuencia de 5’ a 3’ (sentido-bucle-antisentido)

27 CCGGGCCCTTCTCTTCTGCTGTTTACTCGAGTAAACAGCAGAAGAGAAGGGCTTTTTG
28 CCGGCGTCGCCTTTGATTACCGAAACTCGAGTTTCGGTAATCAAAGGCGACGTTTTTG
29 CCGGGCAGGTTATCCCAACGTCAATCTCGAGATTGACGTTGGGATAACCTGCTTTTTG
30 CCGGCGCGGATCTAGTCATCAAGAACTCGAGTTCTTGATGACTAGATCCGCGTTTTTG
31 CCGGCCTGCATACTAAGTGGCAGAACTCGAGTTCTGCCACTTAGTATGCAGGTTITTTG

BIIl espectrina

El protocolo consté de dos pasos: en primer lugar las células empaquetadoras 293T se
transfectaron con 3 vectores lentivirales para obtener los lentivirus contra la Blll espectrinay la
anquirina G119, y a continuacion las células RPE1 se infectaron para silenciar la expresiéon de

las proteinas de interés.
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Produccion de los lentivirus contra la Blll espectrina y la anquirina G119

La transfeccion de las células empaquetadoras 293T para generar los lentivirus se realizd
siguiendo el manual de instrucciones de la Lipofectamina 2000 (Invitrogen). La mezcla final de
la transfeccidon se prepard en dos mezclas (solucidén A y solucidn B). La solucién A consistio en
la mezcla, por este orden, de los vectores lentivirales pMD2.G (4,5 ug del vector con los genes
de la capside), psPAX (9 ug del vector con los genes de la envuelta) y el vector con el shRNA de
nuestra proteina (13,5ug). La solucién B consistié en el reactivo de transfeccién disuelto en el
medio de transfeccién (opti-MEM, Invitrogen). Tanto la solucién A como la B se incubaron por
separado y posteriormente se mezclaron y se incubaron durante 20 min a temperatura
ambiente. Mientras tanto, las células 293T que se habian sembrado previamente en placas de
100 cm? con DMEM sin antibidtico a una confluencia del 80-90%, se lavaron con PBS y se les
afnadio 6 ml de medio de transfeccidon. Finalmente se afiadié la mezcla al medio. Al cabo de 6 h,
se cambio el medio de transfeccion y se afiadi6 DMEM completo sin antibiéticos. Después de
48 h, se recogié el medio que contenia los lentivirus, se filtré cuidadosamente con un filtro de

45 pm de didametro, se alicuotd y se guardd a -80 °C.

Infeccion de las células RPE1 con los lentivirus producidos

Una vez obtenidos los lentivirus, se procedid a infectar las células RPE1l. Para ello, se
sembraron 6 x 10° células en una placa de 100 cm? y se infectaron con 5 ml de DMEM/F-12
mas los lentivirus (volumen final de 10 ml). Después de 24 h, se cambid el medio por DMEM/F-
12 completo que contenia puromicina (el antibidtico de seleccidn). Los experimentos se
realizaron a partir de las 96 h después de la infeccién. Como control negativo de los efectos de
la infeccién se utilizaron lentivirus que contenian un shRNA que no interferia con la expresiéon
de nuestras proteinas (non-silencing sequence).

Por otra parte, adquirimos un lote comercial (MISSION shRNA lentiviral transduction particles,
Sigma-Aldrich) de 5 clones lentivirales contra la Blll espectrina. El protocolo que se siguio fue el
siguiente: en un pocillo de una placa de 6 pocillos se sembraron células RPE1 al 25% de
confluencia para que estuvieran al 50% el dia de la infeccidn. Al dia siguiente se afadio
polibreno, un policatién que incrementa la eficiencia de infeccién porque facilita la adhesion
de las particulas lentivirales a la membrana celular, y seguidamente se afiadieron los lentivirus.
Las células se incubaron toda la noche a 37 °C. A la mafiana siguiente se cambid el medio y se

afiadi6 DMEM/F-12 completo que contenia el antibidtico de seleccidn.
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4.7. PCR semicuantitativa

Para realizar las PCRs semicuantitativas se siguieron varios pasos:

Extraccidn de ARN total

Para comprobar la inhibicién del ARNm que codifica para la proteina de interés se extrajo ARN
de distintos tipos celulares. Para una placa de 100 cm? al 80% de confluencia se afiadié 3 ml de
TRIzol (Invitrogen) y se homogenizaron las células primero con la pipeta varias veces y después
con una jeringa de insulina. Seguidamente se ainadieron 200 pl de cloroformo por cada ml de
TRIzol, vorteamos para mezclar bien la muestra con el alcohol y se dejé en hielo. Después la
muestra se centrifugd a 12000 rpm durante 10 min con el fin de separar la fase acuosa de la
organica. El ARN, presente en el sobrenadante que correspondia a la fase acuosa, se transfirid
a otro tubo con cuidado de no tocar la interfase con la punta de la pipeta y se le afiadié
isopropanol (el mismo volumen que de muestra) para precipitar el ARN y se incubd en hielo
durante 10 min. Después se volvid a centrifugar a 12000 rpm durante 10 min y se elimind el
sobrenadante por decantacion. El pellet obtenido se lavé con 500 ul de etanol al 70% a -20 °C
para eliminar restos de sales y se centrifugd de nuevo a 12000 rpm durante 10 min. El
precipitado restante se dejo secar a temperatura ambiente y se resuspendid en 30 ul de agua
dietilpirocarbonato (DEPC). Después de incubd a 65 °C durante 10 min para disolver bien en
ARN obtenido. La concentracion del ARN se determind por espectrofotometria y las muestras
se conservaron a -80 °C hasta el momento de su utilizacién. Se comprobé el estado del mismo
mediante el andlisis electroforético del ARN en un gel desnaturalizante de

agarosa/formaldehido.

Obtencion y amplificacion del ADN complementario

Para realizar la retrotranscripcion a ADN complementario (ADNc) a partir del ARN total
extraido de las células se utilizo el kit comercial de GeneCraft (Colonia, Alemania) que contenia
la transcriptasa inversa GeneScript, siguiendo el protocolo adjunto. Las secuencias de los

cebadores asi como el tamafio del fragmento amplificado se muestran en la siguiente tabla:

Gen y proteina Secuenciade 5 a3’ Tamaiio (pb)

SPTBN2 (Blll espectrina humana) GCTGTGCCGCAAGCAGGAGA 192
TCAAAGGCGACGCTGCCCTG

ANK3 (Anquirina G119 humana) GAATTCTGCGCAGCACCACA 370
TGGAATTTCCGTCTTCTTGG
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Se utilizo la proteina GAPDH como control interno de la reaccion. El producto amplificado fue

sometido a separacién electroforética en gel de agarosa al 1%.

4.8. Generacion de constructos de Blll espectrina

Los distintos constructos de la Blll espectrina se generaron mediante PCR usando el kit
comercial de Finnzymes (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espafia) que contenia la ADN
polimerasa phusion high fidelity, siguiendo el manual de instrucciones. Como molde usamos el
plasmido conteniendo la BlIl espectrina silvestre. Los cebadores para amplificar los dominios

de interés se describen a continuacion:

Dominio Secuenciade 5’ a 3’

Dominio de unién a actina (ABD) AGCTGAATTCACCACCATGAGCAGCACGCTGTCACCC
AGCTGGTACCCAGCTCCGAGGCCAGGGACTC

Dominio de homologia a plecstrina (PH)  TTTGAATCTCCACCATCCACACAAGCACCC
TTTGGATCCCTACTTGTTCTTCTTAAAGAAGCT

Una vez obtenidos los productos de las PCRs se purificaron con el kit de Qiagen QIAquick gel
extraction para eliminar el tampdn utilizado en las PCRs. Seguidamente realizamos las dobles
digestiones de los vectores pEGFP para poder clonar los dominios de la Blll espectrina en la
posicién C-terminal (pEGFP-N3 para ABD-BIII espectrina-GFP) o en N-terminal (pEGFP-C1 para
GFP-PH-BIIl espectrina). Para ello usamos las enzimas de restricciéon EcoRIl y Kpnl para ABD-BllI
espectrina-GFP, y EcoRl y BamHI para GFP-PH-BIII espectrina de Fermentas (Thermo Fisher
Scientific) y seguimos el manual de instrucciones. Después, cargamos el producto de las
digestiones en un gel de agarosa al 1%, recortamos las bandas correspondientes y las tratamos
con el kit QIAquick gel extraction para extraer el ADN digerido. Para poder ligar los dominios
ABD y PH de la BlIl espectrina a los vectores pEGFP correspondientes usamos el kit Quick
ligation de New England Biolabs (Ipswich, MA, EEUU) y seguimos el protocolo adjunto. Con los
productos obtenidos de la ligacion se transformaron bacterias de la cepa DH5a de Escherichia
coli segun las instrucciones de uso del kit Quick ligation. Una vez obtenidas las colonias
positivas para nuestros constructos, las amplificamos y aislamos el ADN con el kit Wizard plus
SV minipreps DNA purification system de Promega. Las nuevas construcciones generadas se

secuenciaron para comprobar que se habian hecho correctamente.
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4.9. Generacion de la proteina recombinante PH-BIII espectrina

Para generar la proteina recombinante clonamos el dominio PH de la Blll espectrina en el
vector pGEX-4T3 siguiendo el protocolo descrito anteriormente, pero en este caso usando las
enzimas de restriccion EcoRl y Xhol. Este vector de expresidn codifica para un fragmento de la
enzima glutatidn S transferasa (GST) que es capaz de unirse a su sustrato, el glutatién.

Con el ADN obtenido transformamos la cepa Rosetta de E. coli, una cepa derivada de la BL21
(DE3). Estas cepas contienen el liségeno DE3 del fago A, lo que permite la induccién de la T7
ARN polimerasa en respuesta al derivado sintético de la lactosa IPTG (isopropil tiogalactdsido).
Una vez inducida, la T7 ARN polimerasa transcribe el vector de interés y se traduce nuestra
proteina. Detectamos los clones recombinantes positivos mediante PCR y los secuenciamos
para corroborar que el ADN codificaba para nuestra proteina de interés.

El procedimiento a seguir fue el siguiente: crecimos un clon recombinante en 120 ml de medio
LB con el antibidtico de resistencia toda la noche, en agitacion a 37 °C. Al dia siguiente,
anadimos 700 ml de medio LB con el antibiético de resistencia al cultivo anterior y lo dejamos
en agitacidn a 37 °C durante 4 h. Después afiadimos 0.5 mM de IPTG para inducir la expresion
de la T7 ARN polimerasa, que transcribird el gen de interés y por tanto se sintetizara nuestra
proteina, y dejamos el cultivo en agitacién a 37 °C durante 6 h mds. Para recoger las bacterias
centrifugamos el cultivo a 6000 rpm durante 10 min y congelamos el pellet obtenido a -80 °C.
Posteriormente, resuspendimos el pellet de bacterias con 10 ml de PBS frio que contenia
inhibidores de proteasas (véase apartados anteriores) y sonicamos la muestra durante 5 min
para lisar las bacterias. Después afladimos el 1% de NP-40 y lo dejamos en rotacién 5 min en
frio. Seguidamente centrifugamos la muestra a 4500 g durante 30 min y recogimos el
sobrenadante que contenia la proteina recombinante. Para purificarla, usamos una perlas de
agarosa con glutation: mezclamos 600 pl de perlas previamente lavadas con el sobrenadante y
lo dejamos en rotacion durante 4 h en frio. Después recuperamos las perlas de agarosa-
glutatidn que tenian unida la proteina recombinante mediante una centrifugaciéon a 4500 g
durante 5 min. Lavamos el pellet obtenido con PBS (3 lavados) y el ultimo lo hicimos con 1 ml
de tampdn de glutatién (50 mM Tris-HCl pH 8.8 y 10 mM de glutatidn). Se centrifugd de nuevo
y se recogid el sobrenadante. Las perlas se volvieron a lavar con tampén de glutation (2 veces)
y se volvio a recoger el sobrenadante. Aislamos la proteina recombinante por cromatografia de
exclusién molecular, de manera que pasamos el sobrenadante por una columna de sephadex
previamente equilibrada con PBS. La elucién se hizo por centrifugacion (1000 g durante 2 min).

Posteriormente, la proteina recombinante se concentré usando los filtros de Millipore
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(Massachusetts, CA, USA) Amicon ultra centrifugal filter units, se alicuotd y se guardd a -80 °C

hasta el momento de su utilizacion.

5. ENSAYOS DE TRANSPORTE INTRACELULAR

5.1. Uso de la brefeldina A y del nocodazole como herramientas para estudiar los

flujos retrogrado y anterégrado de membrana del complejo de Golgi

La BFA es una herramienta Util y comdn para estudiar el flujo de membrana en la zona
RE/Golgi. Es un compuesto que se aisla del hongo Eupenicillium brefeldianum y que inhibe la
activacion de la GTPasa Arfl impidiendo que se generen las vesiculas COPI. Este efecto provoca
un flujo de membrana unidireccional del Golgi al RE mediante tubulos, lo que finalmente
comporta la fusién de las membranas del Golgi con el RE y también la redistribucion completa
de las proteinas residentes en el Golgi. Un retraso o bloqueo en el desensamblaje del Golgi
inducido por la BFA representa una alteracién en el flujo retrégrado y sugiere también una
perturbacién en el transporte retrégrado de proteinas COPI dependiente. Por otro lado,
aprovechando el efecto de la BFA sobre la redistribucidon del Golgi al RE se puede estudiar el
flujo anterdgrado. Al eliminar la BFA del medio, se restablece el transporte anterégrado asi
como la activacién de Arfl y el Golgi se reensambla.

El NZ es un agente anti-neopldasico que interviene en la polimerizacién de los MTs inhibiendo
su ensamblaje. Afecta a la dindmica de los MTs al unirse a la B-tubulina y previene la formacién
del enlace disulfuro entre las dos cadenas, inhibiendo asi la dinamica de los MTs. Como hemos
comentado anteriormente, el Golgi estd asociado con el centrosoma, de manera que el
citoesqueleto impone la localizacion del organulo. Estudios pioneros sobre el papel de los MTs
en la organizacion estructural del Golgi en células de mamifero se basan en el uso de drogas
que perturban la dindmica de los MTs, como el NZ. En la ausencia de MTs, el Golgi se
fragmenta dando lugar a unas pequefias estructuras llamadas mini-stacks, que se encuentran
dispersas por todo el citoplasma y son plenamente funcionales. Los mini-stacks inducidos por
el NZ se asocian estrechamente con los ERES, de manera que cualquier alteracién en el
desensamblaje de los MTs indicard una perturbacion del flujo de membrana retrégrado. Al
igual que pasa con la BFA, el efecto del NZ es reversible, hecho que hace posible estudiar el
flujo de membrana anterégrado cuando eliminamos la droga del medio de cultivo y los MTs se

reensamblan de nuevo, permitiendo que la arquitectura normal del Golgi se reestablezca.
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5.2. Ensayo de transporte con el virus de la estomatitis vesicular

Para los experimentos de transporte de la glicoproteina G del virus de la estomatitis vesicular o
el VSV-G, usamos las células Hela que expresan constitutivamente la forma termosensible
GFP-VSV-Gts045. Las células se incubaron toda la noche a 40 °C (temperatura no permisiva),
de manera que la proteina G no adquiere la conformacién correcta y queda retenida en el RE.
30 min antes del cambio de temperatura se afiadié cicloheximida (CHX, 100 pg/ml) en el medio
para inhibir la sintesis de proteinas. Después, las células se incubaron a 32 °C, que es la
temperatura permisiva que permite el correcto plegamiento de la proteina y permite su
transporte desde el RE hasta la MP, pasando por el Golgi. Las células se fijaron a distintos
tiempos de transporte con PFA al 4% y se procesaron para inmunofluorescecia.

Para los ensayos bioquimicos usamos la enzima endo-B-N-acetilglucosaminidasa H (endo-H,
New England Biolabs, Ipswich, MA, EEUU), una glicosidasa recombinante que corta los
residuos de elevado contenido en manosa que tienen las proteinas cuando salen del RE, pero
gue no puede actuar con los residuos de N-glicanos mas complejos que presentan las
proteinas maduras después de haber sido modificadas en el Golgi. Se usa para monitorizar la
llegada al Golgi de las glicoproteinas de la siguiente manera: células Hela que expresan
constitutivamente la forma termosensible GFP-VSV-Gts045 se incubaron 24h a 40 °C y se
transfirieron a 32 °C para permitir la salida de la proteina del RE al Golgi. A distintos tiempos se
lisaron las células con 0.5% de SDS y se desnaturalizaron a 100 °C durante 10 min. 20 ug de
proteina se trataron con otro tampdn desnaturalizante que contenia DTT y se volvid a hervir a
100 °C durante 10 min. Después se incubd la muestra con la enzima endo-H a 37 °C durante 1
h, se afiadié tampodn de carga 5x con 10% de B-mercaptoetanol y se procesaron para western

blotting tal y como se ha descrito anteriormente.

5.3. Ensayo de transporte con la toxina de Shigella

En los experimentos de transporte de la STx se utilizé el fragmento B de la toxina que contiene
la secuencia KDEL (STx-B-KDEL-Cy3), secuencia que permite su retencion en el RE cuando
llegue a este compartimento, permitiendo asi su visualizacion durante el transporte. Las
células RPE1 se lavaron con PBS y se incubaron con DMEM/F-12 sin FBS durante 30 min a 37
°C. A continuacidn se afadid la toxina al medio y se incubd durante 1 h a 4 °C, permitiendo su
unién al receptor de membrana globotriaosilceramida 3 (Gb3). Tras este tiempo, las células se
lavaron con DMEM/F-12 conteniendo FBS para eliminar el exceso de STx-B-KDEL-Cy3 que no se

ha unido a la MP. Después, las células pasaron a 37 °C para inducir su transporte al Golgi para
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alcanzar finalmente el RE. Las células se fijaron a distintos tiempos de transporte con PFA al 4%
y se procesaron para inmunofluorescencia.

5.4. Ensayo de secrecién de proteinas solubles marcadas con [$*°]

Para los experimentos de secrecidn se siguid el protocolo establecido en Cheong y col., 2003.
Las células RPE1 silenciadas con un siRNA control, con un siRNA contra la Blll espectrina o
tratadas con BFA (como control positivo) se incubaron con DMEM/F-12 sin metionina (Met) ni
cisteina (Cys) durante 30 min y posteriormente se marcaron radioactivamente con 20 uCi del
mix [S**]-Met/Cys (PerkinElmer, Whaltman, MA, EEUU) por pocillo de una placa de 6 pocillos.
Luego, las células se lavaron con DMEM/F-12 completo frio para eliminar el exceso de
radioactividad y se incubaron a 18 °C durante 3 h para acumular las proteinas sintetizadas de
novo que estaran marcadas con [S>’]. Después, las células se lavaron con PBS-5% BSA y se
pasaron a 37 °C. Para determinar la cinética de secrecidn, el sobrenadante de las células se
recogid a diferentes tiempos de incubacidn y se precipitaron las proteinas marcadas con [S>’]
con acido tricloroacético (TCA, del inglés trichloroacetic acid) al 20%. A continuacion se lavaron
con acetona fria y se cuantificaron con un contador de centelleo. Para determinar la
incorporacidn total de [S**]-Met/Cys en las proteinas celulares, las células se lisaron con 0.1 N
NaOH en 0.1% de SDS, se trataron con TCA y se procesaron como se ha descrito

anteriormente. Como control adicional, un pocillo de células permanecié en hielo hasta la

recogida de los sobrenadantes.

6. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como media + error estandar de la media (SEM) y se analizaron
mediante one-way o two-way ANOVA seguida por las multiples de Bonferroni, o con la prueba
t de Student de dos colas usando el programa Graphpad Prism 3.0 (Graphpad Software, San

Diego, CA, EEUU). Una p < 0.05 fue considerada significativa.
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I. GENERACION DE NUEVAS HERRAMIENTAS MOLECULARES FRENTE A LA
Bl ESPECTRINA Y LA ANQUIRINA G119 Y SU LOCALIZACION EN
ENDOMEMBRANAS

Antecedentes y Objetivo

La prueba mas evidente de la asociacidon estructural del Golgi con el citoesqueleto proviene de
tratar las células con agentes anti-MTs (Dinter y Berger, 1998) que fragmentan la red del Golgi
y ésta se dispersa por el citoplasma, formando los llamados mini-stacks. Estos elementos son
competentes en cuanto al transporte pero menos eficientes, lo que indica que no existe una
relacidn directa entre la organizacidn estructural y la funcional del Golgi. Lo mismo revelan los
resultados con agentes anti-actina que compactan el Golgi y dilatan/fragmentan las cisternas
pero no bloquean la funcidn transportadora (Di Campli y col., 1999; Hirschberg y col., 1998;
Lazaro-Diéguez y col., 2007). Entonces, épor qué las cisternas del Golgi se mantienen planas en
la zona central y se dilatan en los extremos? Se postula que un grupo de proteinas, llamadas
golginas, interaccionan entre ellas para mantener a las cisternas unidas (Short y col., 2005)
aunque el silenciamiento de algunas no causa alteraciones significativas. Hay que tener
presente el citoesqueleto de espectrina. Se ha descrito en el Golgi una isoforma de la
espectrina (BlIl espectrina) y dos de la anquirina (anquirina G119 y anquirina de 195 kDa)
(Holleran y col., 2001). Se ha especulado sobre su localizacién (cis- y trans-, respectivamente) y
se las ha implicado en el transporte desde el RE al Golgi (Devarajan y col., 1996; De Matteis y
Morrow, 2000) pero estos resultados son controvertidos ya que algunos de ellos no se han
podido reproducir en otros laboratorios y los anticuerpos o no funcionan o su especificidad es
dudosa. Consecuentemente, desconocemos todavia su precisa localizacion y relevancia
funcional en el Golgi. Asi pues, nos centramos en determinar la localizacion de la Blll
espectrina y la anquirina G119 dentro del Golgi (polaridad cis-/trans- y zona central/periférica)
y en averiguar como participan en el mantenimiento de la organizacion del Golgi. Para ello

necesitamos nuevas y especificas herramientas moleculares de trabajo.

1. GENERACION DE NUEVOS ANTICUERPOS CONTRA LA BIlI ESPECTRINA Y LA
ANQUIRINA G119 HUMANAS

Para estudiar la localizacidn exacta de la Blll espectrina y de la anquirina G119 dentro del Golgi

nos planteamos obtener anticuerpos especificos contra ambas proteinas, puesto que los
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anticuerpos comerciales y no comerciales disponibles no dieron los resultados previamente
descritos en la literatura.

Para generar nuevos anticuerpos policlonales, seleccionamos y sintetizamos varios péptidos
localizados en distintas regiones de la Blll espectrina y la anquirina G119 (Figura 17. Ver
apartado 2 de materiales y métodos para las secuencias peptidicas y la correspondiente
nomenclatura establecida). Tanto los sueros obtenidos como los anticuerpos purificados por
cromatografia de afinidad fueron testados para ver la capacidad que tenian para teiiir el Golgi
por IF y/o para reconocer una banda por WB alrededor del peso molecular esperado (270 kDa

para la Blll espectrina y 119 kDa para la anquirina G119).
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Figura 17. Representacion esquemdtica de la 8lll espectrina y la anquirina G119 humanas y las secuencias
peptidicas exclusivas. (A) La 8lll espectrina y las regiones elegidas para sintetizar los péptidos (flechas). El péptido 1
se encuentra en el dominio de union a actina; el péptido 2 estd en la primera repeticion de espectrina; los péptidos 3
y 4 estdn en regiones inespecificas y el péptido 5 se encuentra en el dominio PH. (B) La anquirina G119 y las regiones
elegidas para sintetizar los péptidos (flechas). El péptido 6 estd en el dominio de union a espectrina, y los péptidos 7

y 8 se encuentran en el dominio regulador (modificado de Bennett y Healy, 2007 y 2009).

En el caso de la Blll espectrina, sélo el anticuerpo n? 33, generado contra el péptido 5, marcaba
un compartimento peri- o yuxtanuclear en una variedad de lineas celulares que correspondia
al Golgi (Figura 18 A). Por WB, el anticuerpo n2 82 ,generado contra el péptido 1, reconocia un
doblete por encima de los 250 kDa en lisados procedentes de distintos tipos celulares y de
fracciones enriquecidas en membranas de Golgi de higado de rata (Figura 18 B). Sin embargo,
después de silenciar la expresion de la Blll espectrina con siRNAs vimos que, tanto la
intensidad del marcaje perinuclear observado por IF como una de las bandas del doblete
disminuian (Figura 18 C). Ademas, este anticuerpo reconocia a la Blll espectrina unida a una
cola myc cuando se sobreexpresaba en células RPE1. Estos resultados nos confirmaron la
especificidad de nuestros anticuerpos contra la Blll espectrina. El resto de anticuerpos eran
poco eficientes. Por todo ello, escogimos los anticuerpos n? 33 y n2 82 para realizar los
experimentos de IF y WB, respectivamente.

Por otra parte, para estar seguros de que las células con las que ibamos a trabajar expresaban
Blll espectrina, disefiamos cebadores especificos contra la proteina y realizamos PCRs

cuantitativas a partir de lisados de células RPE1, HelLa, MDCK y NRK (ver apartado 4.7 de
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materiales y métodos para las secuencias de los cebadores). Comprobamos que los tipos
celulares humanos contienen Il espectrina (Figura 19). En las células NRK también aparece

una banda pero mucho mas ténue.
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Figura 18. Caracterizacion de los anticuerpos contra péptidos exclusivos de la 8lll espectrina humana. (A) IF de
células RPE1, COS-7 y NRK con el anticuerpo n2 33 contra la 8lll espectrina. Escala Bar, 10 um. (B) WB de lisados de
varios tipos celulares y fracciones enriquecidas en membranas de Golgi de higado de rata, con el suero pre-inmune y
la fraccion purificada por afinidad del anticuerpo n® 82 contra la 8lll espectrina. La punta de flecha indica la banda
correspondiente a la 8lll espectrina. (C) WB de lisados de células RPE1 que expresaban la 8llll espectrina unida a una
cola myc con anticuerpos contra myc y contra la 81l espectrina (n° 82). También se muestra el patrdn de bandas de
un lisado de células RPE1 control o silenciadas contra la 8lll espectrina para corroborar que la banda reconocida por

el anticuerpo anti-myc es la banda del doblete que desaparece después del silenciamiento de la 8lll espectrina.

En el caso de la anquirina G119, ninguno de los anticuerpos purificados por afinidad reconocia
a la proteina ni por IF ni por WB (Figura suplementaria 1). Ademas, tampoco pudimos elucidar
si nuestras células expresaban la proteina puesto que las PCRs no ampificaron ningun
fragmento con el tamafio esperado (Figura suplementaria 2). Por estos motivos decidimos

centrar todo el estudio en la Blll espectrina.
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Blanco  RPE1 RPE1 MDCK MDCK HeLa Hela  NRK _NRK Figura 19. Las células RPE1 y Hela expresan la 6liI
espectrina humana. PCR para amplificar el ADNc
que codifica para la 8lll espectrina humana. La
punta de flecha indica el fragmento amplificado

con un tamaiio de 192 pb.

2. PARTICIPACION DE LA BIll ESPECTRINA EN EL MANTENIMIENTO DE LA
ARQUITECTURA DEL COMPLEJO DE GOLGI

Una vez caracterizados los anticuerpos y estar seguros de su especificidad, estudiamos la
distribucidn subcelular de la Blll espectrina en el Golgi de células RPE1. Mediante microscopia
confocal realizamos estudios de colocalizacién con marcadores de los compartimentos
proximales (GM130y CTR433) y distales (Golgina97 y TGN46) del Golgi (Figura 20). En todas las
células el marcaje de Blll espectrina se solapaba con todos los marcadores de Golgi (Figura 20
A) pero colocalizaba mas con los marcadores de trans-Golgi y del TGN (Figura 20 B). A parte del
marcaje de Golgi, también observamos un marcaje basal citoplasmdtico y nuclear de

intensidad variable dependiendo de la célula que se examinaba.
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Figura 20. La 6lll espectrina estd
Golgina97 TGN46 enriquecida en los compartimentos
distales del complejo de Golgi. (A)
Colocalizacion de la 8lll espectrina con los
diferentes marcadores de Golgi. Las
células RPE1 se procesaron para IF usando
anticuerpos contra la 8lll espectrina y

anticuerpos contra el cis- (GM130),

medial- (CTR433), trans-Golgi (Golgina97)
o contra el TGN (TGN46). Las imdgenen solapadas muestran la colocalizacién de la 811l espectrina con los respectivos
marcadores Golgi (pixeles en blanco). Escala Bar, 10 um. (B) Andlisis cuantitativo de las imdgenes mostradas en el
panel (A) en el que cada columna representa el nimero de pixeles rojos (81l espectrina) que se superponen con los

pixeles verdes (marcador de Golgi) respecto el total de pixeles rojos.
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Estos resultados indican que, si bien la Blll espectrina se encuentra a lo largo de todo el stack
del Golgi, estd mas enriquecida en los compartimentos distales.

Estudios previos han mostrado que la espectrina parece tener un papel estructural en el Golgi
(Beck y col., 1994). Sin embargo, hay pocas evidencias de la que la Blll espectrina interviene en
el mantenimiento de la morfologia en forma de cinta tan caracteristica del Golgi (Siddhanta y
col., 2003). Con la finalidad de caracterizar el papel de la Blll espectrina en la estructura del
Golgi, analizamos si el silenciamiento de la Blll espectrina afectaba a su morfologia. Para
disminuir la expresion de la Blll espectrina utilizamos el sistema de silenciamiento mediado por
siRNAs (ver apartado 4.5 de materiales y métodos para las secuencias de los siRNAs).
Analizamos por WB la expresién de la Blll espectrina en los lisados de células RPE1
transfectadas con los diferentes

siRNAs solos (siRNA 9-12) o combinados. Observamos una reduccidon de los niveles de
expresion de la Blll espectrina después de 96 h de silenciamiento (Figura 21 A) siendo el efecto
mayor cuando se combinaron los cuatro siRNA (alrededor del 85%; Figura 21 Ay B). Por tanto,
decidimos realizar los experimentos de silenciamiento utilizando la combinacién de los cuatro
siRNA. Como control, utilizamos una combinacion de cuatro siRNA que no codificaban para
ninguna proteina (siRNA non-targeting). Para comprobar que la disminucion de los niveles
proteicos de la Blll espectrina era debida a una disminucién del ARNm, realizamos PCRs
cuantitativas en tiempo real y obsevamos una disminucién del ARNm del 90% en las células
silenciadas con los siRNAs de la BlIl espectrina (Figura 21 C). Como era de esperar, a nivel de IF
observamos que las células silenciadas no presentaban marcaje para la Blll espectrina, aunque
tanto el marcaje citoplasmatico como el nuclear persistian (Figura 21 D). En estas células, el
Golgi estaba fragmentado en grado diverso pero manteniendo siempre su localizacion
perinuclear (Figura 21 D). Cuantificamos este fenotipo usando el indice de compactacién del
Golgi que consiste en medir el area y el perimetro de cada Golgi (Bard y col., 2003).
Observamos que las células silenciadas tenian un Golgi menos compactado (es decir, mas
fragmentado) que las células control (Figura 21 E). La fragmentacion del Golgi en ausencia de
la BlIl espectrina también se reprodujo en células Hela (Figura 21 F, G).

Otro abordaje experimental que utilizamos para determinar qué papel tiene la Blll espectrina
en la estructura del Golgi fue microinyectar los anticuerpos anti-Blll espectrina.
Microinyectamos la fraccidon IgG del anticuerpo n2 33 en el citoplasma de células NRK
conjuntamente con rojo dextrano para poder identificar aquellas células microinyectadas.
También observamos una fragmentacion del Golgi 5 h después de la microinyeccidn. Como

control, microinyectamos la fraccién IgG del suero preinmune n2 33. En estas condiciones, el
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Figura 21. El silenciamiento de la 8lll espectrina fragmenta el complejo de Golgi. (A) Silenciamiento de la 8l
espectrina en células RPE1 (izquierda) y células Hela (derecha). Lisados totales de RPE1 y Hela transfectadas
durante 96 h con siRNAs control (carril 1) o con siRNAs contra la 8lll espectrina (mezcla de cuatro, carril 2; los cuatro
por separado, carriles 3-6) se procesaron para WB utilizando anticuerpos anti-8lll espectrina y anti-RhoGAP p190
como control de carga. La punta de flecha indica la banda correspondiente a la 8lll espectrina que es la que
disminuye después del silenciamiento. (B) Cuantificacion del resultado de las células RPE1 mostrado en el panel (A),
en el cual las columnas representan la ratio obtenida de las respectivas densitometrias de la 8lll espectrina y la p190
RhoGAP de cada condicion experimental. Los valores son la media + SEM de tres experimentos independientes. La
significacion estadistica, p < 0.001 (***). (C) Cuantificacion del resultado de las células RPE1 mostrado en el panel
(A), en el cual las columnas representan la ratio obtenida de los valores obtenidos de la 8lll espectrina y GAPDH
(utilizado como control). (D) Las células RPE1 control y las silenciadas con los siRNAs contra la 8lll espectrina se
fijaron a las 96 h después de la transfeccion. Posteriormente se procesaron para IF usando anticuerpos anti-6/I1
espectrina y anti-Golgina97. El asterisco muestra las células que no presentan marcaje de 8lll espectrina. Los
insertos muestran diferentes fenotipos de fragmentacion del Golgi en ausencia de 8lll espectrina. Escala Bar, 10 um.
(E) Andlisis cuantitativo de la fragmentacidn del Golgi de células RPE1 silenciadas y células control mostradas en el
panel (D) midiendo el indice de compactacion del Golgi. Los valores son la media + SEM de tres experimentos
independientes La significacion estadistica, p < 0.001 (***). (F) Células Hela tratadas como en el panel (D).
Posteriormente se fijaron y procesaron para IF usando el marcador de Golgi GM130. Escala Bar, 10 um. (G) Andlisis
cuantitativo de la fragmentacion del Golgi de células Hela silenciadas y células control mostradas en el panel (F)
midiendo el indice de compactacion del Golgi. Los valores son la media + SEM de tres experimentos independientes

La significacion estadistica, p < 0.05 (*).

Golgi permanecia inalterado y no se distinguia del Golgi de las células vecinas no

microinyectadas (Figura 22).
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Figura 22. La microinyeccion de
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Todos estos resultados demuestran que la Blll espectrina es necesaria para mantener la
organizacién estructural del Golgi en forma de cinta o ribbon.

Hemos observado que tanto el silenciamiento de la Blll espectrina como la microinyeccién de
anticuerpos anti-Blll espectrina alteran la morfologia del Golgi a nivel de microscopia de
epifluorescencia. El siguiente paso fue examinar su efecto a nivel ultraestructural. En las
células control, el Golgi aparecia como una estructura altamente organizada, compuesta por
cuatro, cinco o seis cisternas aplanadas y apiladas formando el caracteristico stack o
dictiosoma, con pocos perfiles tubulo-vesiculares cerca de las cisternas (Figura 23 A). Por el
contrario, las células silenciadas mostraron una estructura del Golgi desorganizada, con las
cisternas dilatadas en grado variable, especialmente en la parte distal y un incremento de
perfiles vesiculares muy préximos a las cisternas mas distales (Figura 23 B-D), aunque éstas
parecian mantener el apilamiento aparentemente normal. También apreciamos una dispersion
de los dictiosomas en concordancia con lo observado por microscopia de epifluorescencia.
Tenemos que destacar que en la mayoria de las dilataciones de la zona distal del Golgi
aparecieron estructuras de tipo vacuolar con una masa electrodensa en su interior (Figura 23 B

y E) adyacentes a las cisternas del Golgi.
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Figura 23. La deplecion de la 8lll espectrina induce la desorganizacién estructural del complejo de Golgi, una
fragmentaciéon y dilatacion variable de las cisternas y un incremento de perfiles vesiculares en los
compartimentos trans-Golgi. Las células RPE1 control (A) y silenciadas para la 8lll espectrina (B-E) se fijaron y
procesaron para MET. (C) Imagen panordmica de una célula RPE1 silenciada para la 81l espectrina. (D) Inserto del
panel (C). El silenciamiento de la 8lll espectrina desorganiza la estructura del Golgi, fragmentdndola y dilatando en
grado variable las cisternas, especialmente las mds distales. La punta de flecha indica vesiculas de clatrina. Aumenta
también el numero de perfiles vesiculares alrededor de las cisternas. (E) En la zona distal del dictiosoma aparecen
estructuras vacuolares con un cuerpo electrodenso en su interior (flechas). N, nucleo; G, complejo de Golgi; ER,

reticulo endoplasmadtico. Escala Bar, 200 nm.
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Il. IMPLICACIONES DE LA pBlll ESPECTRINA EN EL TRAFICO DE
MEMBRANAS DE LA ViA SECRETORA

Antecedentes y Objetivo

Varios estudios relacionan a la Blll espectrina con el transporte de proteinas. Por un lado, se ha
observado que la sobreexpresién del dominio de unién a membrana del extremo amino de la
BIz* espectrina altera el transporte de la ATPasa Na’/K" hacia la MP (Devarajan y col., 1997).
Por otra parte, se ha demostrado que determinadas mutaciones en la Blll espectrina afectan al
transporte post-Golgi del transportador de glutamato EAAT4 y otras proteinas sinapticas
(Ikeda y col., 2006; Clarkson y col., 2010; Perkins y col., 2010; Stankewich y col., 2010; Lorenzo
y col., 2010). A pesar de todas estas evidencias, la funcionalidad de la Blll espectrina en el Golgi
no estd bien establecida. Con ayuda de los nuevos anticuerpos generados contra la Bl
espectrina humana y de las técnicas de ARN de interferencia, pretendemos clarificar el papel
que tiene la BlIl espectrina en las distintas vias de transporte secretor en la zona RE/Golgi y

post-Golgi empleando ensayos de transporte especificos.

1. PAPEL DE LA BlII ESPECTRINA EN EL TRAFICO INTRACELULAR DE PROTEINAS EN LA
ZONA DEL RETICULO ENDOPLASMATICO Y EL COMPLEJO DE GOLGI

Para estudiar el papel de la Blll espectrina en el transporte de proteinas en la zona del
RE/Golgi, examinamos el efecto del silenciamiento de la Blll espectrina y la consecuente
disrupcion de la estructura del Golgi sobre el flujo de membrana anterdgrado (de RE a Golgi) y
retrogrado (de Golgi a RE). Para ello, tratamos células RPE1 silenciadas con siRNAs control o
siRNAs contra la Blll espectrina con BFA (ver apartado 5.1 de materiales y métodos el
mecanismo de accién de la BFA). En las células tratadas con BFA, las proteinas residentes del
Golgi que se encuentran en la zona perinuclear se redistribuyeron al RE, adquiriendo el
caracteristico patron reticular propio del RE al mismo tiempo que las células control (Figura 24
A). Tal y como se habia descrito anteriormente, la Blll espectrina también se redistribuyé
rapidamente del Golgi al citoplasma. Sin embargo, cuando se eliminé la BFA del medio para
estudiar el flujo de membrana anterdgrado observamos un bloqueo de la reconstitucion del
Golgi de las células silenciadas empleando tanto marcadores del stack como del TGN (Figura
24 B). La cuantificacion muestra que no hay cambios significativos en la cinética de
desensamblaje del Golgi (flujo retrégrado) de las células silenciadas respecto a las control

(Figura 24 C). Sin embargo, la cinética de reensamblaje del Golgi (flujo anterégrado) estaba
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inhibida ya que 60 min después de eliminar la BFA, un 90% de las células silenciadas todavia

permanecian con el Golgi desensamblado (Figura 24 C).
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Figura 24. El silenciamiento de BlIl espectrina bloquea el reensamblaje pero no el desensamblaje del complejo de
Golgi al emplear la brefeldina A. (A) Las células RPE1 silenciadas con siRNAs control o contra la 8lIll espectrina se
trataron con BFA (2.5 ug/ml; 0, 5, 10 y 30 min), se fijaron y se procesaron para IF usando anticuerpos anti-TGN46
para visualizar el Golgi (ver insertos del panel). (B) Las células RPE1 silenciadas se trataron con BFA (2.5 ug/ml; 90
min), se lavaron para eliminar la BFA del medio y se fijaron a diferentes tiempos (0, 15, 30, 45 y 60 min) para ser
procesadas como en (A). Escala Bar, 10 um. (C) Andlisis cuantitativo de los resultados mostrados en (A) y (B). Los
valores son la media + SEM de tres experimentos independientes. La significacion estadistica, p < 0.05 (*), p < 0.01

(**) y p < 0.001 (***).
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También estudiamos la dindmica del desensamblaje y reensamblaje del Golgi tratando las
células con NZ, una droga que despolimeriza los MTs (ver apartado 5.1 de materiales y
métodos el mecanismo de accién del NZ). No detectamos ninguna diferencia en la cinética del
desensamblaje del Golgi entre las células silenciadas y las control puesto que al cabo de 1 h se
formaban las estructuras de Golgi mini-stacks. Sin embargo, al eliminar el NZ del medio, el
Golgi del 50% de las células silenciadas permanecia todavia altamente fragmentado mientras
que el de las células control se reformd correctamente (Figura 25). Estos resultados se
reprodujeron empleando otros marcadores de Golgi (GM130 y Golgina97).

Estos resultados muestran que la PllIl espectrina participa en el flujo de membrana
anterégrado (de RE al Golgi) pero no en el retréogrado (de Golgi al RE) en la zona RE/Golgi.
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Figura 25. El silenciamiento de la 8lll espectrina bloquea el reensamblaje pero no el desensamblaje del complejo
de Golgi al emplear nocodazole. (A) Las células RPE1 silenciadas con siRNAs control o contra la 8lIll espectrina se
trataron con NZ (10 ug/mi; 3 h). Posteriormente se lavaron para eliminar el NZ del medio y se fijaron a diferentes
tiempos (0, 1 y 2 h) para ser procesadas para IF utilizando anticuerpos anti-TGN46. Escala Bar, 10 um. (B) Andlisis
cuantitativo del resultado mostrado en el panel (A). Los valores representados son la media + SEM de tres

experimentos independientes. La significacion estadistica, p < 0.05 (*).

2. PAPEL DE LA BIIl ESPECTRINA EN EL TRAFICO INTRACELULAR DE PROTEINAS HASTA
LA MEMBRANA PLASMATICA

Para estudiar mas en detalle estas alteraciones observadas con los ensayos de flujo de

membrana del Golgi examinamos el transporte anterégrado de cargo. Para ello, usamos la
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glicoproteina G del virus de la estomatitis vesicular o VSV-G. Existe una variante termosensible
del virus (ts045-VSV) que permite sincronizar el transporte del VSV-G a lo largo de la via
secretora. Asi pues, cuando las células se mantienen a la temperatura no permisiva (40 °C), el
VSV-G se retiene en el RE puesto que no adquiere una correcta conformacion. Una vez que el
VSV-G se ha acumulado en el RE, las células se incuban a 32 °C (que es la temperatura
permisiva) y tiene lugar el transporte sincronizado del VSV-G hacia la MP pasando previamente
por el Golgi. Para este tipo de ensayos, usamos las células Hela que expresaban de forma
constitutiva el VSV-G unido a GFP. Asi pues, silenciamos las células Hela-VSV-G-GFP con
siRNAs control o siRNAs contra la Blll espectrina durante 96 h y las incubamos a 40 °C la noche
anterior de hacer el experimento. Al dia siguiente, hicimos el cambio de temperatura y
examinamos la cinética del transporte de la glicoproteina desde el RE hasta la MP (Figura 26
A). En las células control, el transporte del VSV-G desde el RE al Golgi tenia lugar a los 15 min.
Esta llegada se detectaba porque la proteina adquiria un patrén de distribucion perinuclear en
lugar de tener el tipico patrén reticular del RE. Posteriormente, el VSV-G seguia su camino
hasta la MP, alcanzandola a los 60 min del cambio de temperatura (Figura 26 B y C). En el caso
de las células silenciadas, el transporte del VSV-G del RE al Golgi se producia mas lentamente,
de manera que a los 15 min del cambio de temperatura, sélo el 50% de las células presentaban
el VSV-G en el Golgi frente al 75% de las células control. La cinética de transporte hasta llegar a
la MP también se enlentecia respecto a la de las células control, de manera que a los 60 min a
32 °C, el 25% de estas células aun tenian la glicoproteina en el Golgi frente el 75% de ellas en
las que el VSV-G se localizaba en la MP (Figura 26 By C).

Para complementar estas observaciones morfoldgicas, también analizamos la cinética de
adquisicion de resistencia a la enzima endoglicosidasa H (endo H), que es indicativa del
transporte desde el RE hasta el compartimento medial del Golgi. Esta enzima corta los residuos
glucidicos ricos en manosa que tienen las proteinas cuando salen del RE pero no puede
procesar los residuos de N-glicanos mas complejos que presentan las moléculas maduras
después de haber sido modificadas en el Golgi. En las células HelLa-VSV-G-GFP control vimos
que la banda resistente a la endo H aparecia claramente a los 30 min y aumentaba hasta las 2
h. En las células que no expresaban BlIl espectrina, la banda resistente también aparecia a los
30 min del cambio de temperatura pero no aumentaba a partir de este tiempo (Figura 26 D y

E), sugiriendo que la llegada del VSV-G al Golgi era mas lenta en ausencia de la Blll espectrina.
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Figura 26. El silenciamiento de la B8lIl espectrina bloquea el transporte anterdgrado del VSV-G (A) Imdgenes
representativas de células Hela que expresan constitutivamente el VSV-G-GFP, en las cuales la glicoproteina se
localiza en el RE, el Golgi o la MP. Escala Bar, 10 um. (B) Imdgenes de las células HelLa-VSV-G-GPF tratadas con
siRNAs control o contra la 81l espectrina durante 96 h e incubadas a 40 °C durante las ultimas 16 h. Posteriormente,
las células se incubaron a 32 °C y se fijaron a distintos tiempos (0, 15, 30, 60 y 90 min). Escala Bar, 10 um. (C)
Cuantificacion de la cinética del transporte del VSV-G-GFP de células Hela silenciadas. Las grdficas muestran el % de
células que presentan el VSV-G-GFP en el RE, el Golgi o la MP. Observamos que las células silenciadas tienen un
retraso en la llegada del VSV-G-GFP al Golgi y a la MP. Los valores son la media + SEM de tres experimentos
independientes. (D) Ensayo bioquimico del transporte del VSV-G-GFP utilizando la endo H. Las células HelLa-VSV-G-
GFP se silenciaron con los siRNAs control o contra la 8lIl espectrina durante 96 h y se incubaron a 40 °C las ultimas
24 h. Después, las células se pasaron a 32 °C para inducir el transporte del VSV-G desde el RE, se lisaron a distintos
tiempos (0, 15, 30, 60, 90 y 120 min) y se trataron con la enzima endo H. Posteriormente las muestras se procesaron
para WB con anticuerpos anti-GFP. Las flechas indican la proteina resistente (R) y la sensible (S) a la endo H. (E)
Cuantificacion del resultado mostrado en el panel (D), en el cual las columnas representan la ratio obtenida de la
proteina resistente a la endo H respecto la proteina total (proteina resistente + proteina sensible). Los valores

representan la media + SEM de tres experimentos independientes. La significacion estadistica, p < 0.05 (*).
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Por otro lado, nos preguntamos si las alteraciones observadas en el transporte de proteinas
transmembrana cuando la Blll espectrina estaba deplecionada también se producian en el
transporte de proteinas solubles. Para ello, analizamos la cinética de secrecién post-Golgi de
las proteinas solubles marcadas con aa (Met/Cys) marcados con azufre radioactivo [S*].
Silenciamos las células RPE1 como hemos descrito anteriormente. Como controles positivos
tratamos las células RPE1 con BFA o las incubamos a 4 °C. Una vez incubamos las células con
[$®], las mantuvimos durante 3 h a 19 °C para acumular las proteinas de nueva sintesis en el
Golgi, sincronizando de este modo el transporte de salida hasta el medio extracelular. En este

caso observamos que las células silenciadas contra la Blll espectrina tenian una disminucion

significativa en cuanto a la secrecion global de proteinas solubles (Figura 27).
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precipitaron y cuantificaron mediante un contador de centelleo. Como controles positivos, el ensayo se realizé con
células a 4 °C o tratadas con BFA. Los valores representados son la media + SEM de cuatro experimentos

independientes. La significacion estadistica, p < 0.01 (**), p < 0.001 (***).

Todos estos resultados nos permiten concluir que la Blll espectrina es necesaria para el
transporte anterdgrado secretor tanto de proteinas solubles como de proteinas de membrana.
Teniendo en cuenta que los resultados obtenidos con la BFA y el NZ indican que el flujo de
membrana retrégrado no se ve alterado en ausencia de BlIl espectrina, quisimos corroborarlos
examinando el transporte retrégrado de un cargo desde la MP hasta el RE, pasando por el
Golgi. En este caso usamos el fragmento B de la toxina de Shigella (STxB). Esta toxina se une al
glicolipido Gb3 de la MP y se endocita siguiendo la via de los endosomas tempranos.
Seguidamente, se transporta al RE atravesando el Golgi. Las células control y las células
silenciadas contra la BlIl espectrina se incubaron con la STxB, que esta unida al fluorocromo
Cy3 vy lleva acoplado en el extremo C-terminal la secuencia KDEL (STxB-KDEL-Cy3) que la

retiene en el RE una vez alcanza este compartimento. Se incubaron las células con la toxina a 4
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°C durante 1 h para permitir su unién con el Gb3 vy sincronizar posteriormente su

internalizacién. Después, las células se lavaron para retirar la STxB-KDEL-Cy3 no unida y se

incubaron a 37 °C para inducir su transporte hacia el RE (Johannes y col., 1997). Después de 30

min a 37 °C, la STxB-KDEL-Cy3 alcanzaba el Golgi (identificado por el marcaje yuxtanuclear) y a

las 4 h ya se observé un patrén reticular como consecuencia de su llegada al RE (Figura 28). No

observamos diferencia alguna en la cinética de transporte y llegada al RE de la STxB-KDEL.

siRNA non-targeting siRNA BIIl espectrina

STxB-KDEL-Cy3

37°C

30 min
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Figura 28. El transporte retrogrado de la
STxB-KDEL hacia el reticulo
endoplasmdtico no estd alterado en
ausencia de la Blll espectrina. Cinética
del transporte retrogrado en células
control y en células silenciadas contra la
Blll espectrina del fragmento B de la
toxina de Shigella que contiene la
secuencia de retencion en el RE (KDEL). La
incubacion inicial de la STxB-KDEL-Cy3 se
llevé a cabo a 4 °C para permitir la union
con el receptor Gb3. Después las células
se incubaron a 37 °C para inducir el
transporte de la toxina y se fijaron a
distintos tiempos siguiendo su llegada al
Golgi (identificado por el marcaje
yuxtanuclear) y posteriormente al RE
(identificado por el patron reticular).

Escala Bar, 10 um.
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En resumen, estos resultados indican que la Blll espectrina es necesaria para el transporte
anterégrado de proteinas solubles y asociadas a membrana. No lo es, en cambio, para el
transporte retrégrado ni para la via endocitica.

Con los experimentos de localizacion de la Blll espectrina en el Golgi observamos que, a pesar
de que la proteina se encuentra distribuida por todo el organulo, es mds abundante en el
trans-Golgi y en el TGN. Gracias a los experimentos de secrecién post-Golgi vimos que la
ausencia de BllIl espectrina afecta al transporte de proteinas solubles desde el post-Golgi hacia
el medio extracelular. Con todos estos resultados nos planteamos si la Blll espectrina podria
tener un papel importante en la salida de cargo a nivel post-Golgi en direccién a los
compartimentos lisosomales. Para ello examinamos la distribucion subcelular del receptor de
la manosa 6-fosfato (M6PR). El M6PR es una proteina transmembrana que regula el transporte
de las enzimas a los lisosomas. El dominio extracelular de este receptor tiene sitios de
reconocimiento de residuos de manosa 6-fosfato (M6P) presentes en proteinas luminales
destinadas a lisosomas (enzimas lisosomales). Estas enzimas se sintetizan en el RE y adquieren
el residuo M6P en la regidn cis-Golgi e interactian con los MPRs en la regién trans-Golgi. Los
complejos ligando-receptor son transportados por vesiculas cubiertas de clatrina que emergen
del TGN hacia los compartimentos endosomales tardios en donde el complejo se disocia.
Finalmente, el M6PR es reciclado hacia el TGN y las enzimas permanecen en los lisosomas. El
MG6PR se localiza tanto en el TGN como en numerosas estructuras puntiformes citoplasmaticas
que ciclan entre el TGN y los endosomas tardios. La modificacidon de esta distribucién refleja
una alteracion en el transporte secretor en la zona post-Golgi. En las células silenciadas contra
la BlIl espectrina, este marcaje citoplasmatico puntiforme del M6PR se reducia y aumentaba el
marcaje en la zona perinuclear. En cambio, el patron de marcaje de las células control estaba
mas disperso por todo el citoplasma (Figura 29 A). Al cuantificar la localizacién del M6PR con
un marcador residente en el TGN, determinamos que la distribucion del M6PR en las células
silenciadas se solapaba mas con el marcador TGN46 que en las células control (Figura 29 B),

sugiriendo que la salida del M6PR del TGN esta dafiada en ausencia de la Blll espectrina.
3. GENERACION DE UNA LINEA CELULAR ESTABLE QUE NO EXPRESE BlIl ESPECTRINA

HUMANA

Con el fin de abordar los estudios sobre el papel de la Blll espectrina en la funcionalidad y la
ultraestructura del Golgi, nos planteamos una alternativa a los experimentos de silenciamiento

de la BlIl espectrina con siRNAs debido al largo tiempo de incubaciéon que requerian (cinco
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B Figura 29. El silenciamiento de la Blll espectrina altera el patron de
2 ] + distribucion del receptor de la manosa 6-fosfato. (A) Distribucion
g% 304 subcelular del M6PR usando anticuerpos anti-M6PR y anti-TGN46 en
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‘(—g 5 2] células RPE1 control o silenciadas contra la 8l espectrina. Escala Bar, 10
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o SIRNA nom- SIRNA gl solapan con los pixeles rojos (TGN46) respecto el total de pixeles verdes.
targeting espectrina

La significacion estadistica, p < 0.05 (*).

dias). Quisimos desarrollar una linea estable de células RPE1 que no espectrina humana. Para
ello, generamos unos plasmidos lentivirales pLKO.1-puromicina que codificaban shRNAs contra
la BlIl espectrina (ver apartado 4.6 para las secuencias de los shRNAs) y los introdujimos en las
células empaquetadoras HEK293 conjuntamente con los vectores lentivirales que codificaban
los genes de la capside y de la envuelta del lentivirus. Las células RPE1 se infectaron con los
lentivirus y se seleccionaron las que eran positivas con puromicina. Se comprobd el
silenciamiento de la BlIl espectrina mediante IF a los cuatro y siete dias después de la
infeccidn, pero lamentablemente en ningln caso detectamos disminucidon del marcaje de la
Blll espectrina (Figura suplementaria 3). Después de varios experimentos advertimos que
teniamos muchos problemas con la produccién de los lentivirus, puesto que generamos varias
tandas de ellos y cada una se comportaba de una forma distinta, en cuanto a términos de
infeccidn, haciendo dificil la reproduccién de los experimentos. Por este motivo decidimos
utilizar particulas lentivirales comerciales. Para ello usamos vectores lentivirales pLKO.1-

neomicina que contenian los shRNAs en los que la secuencia nucleotidica era la misma que la
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de los siRNAs que nos habian funcionado previamente (siRNA n2 9, 10 y 12 mds un control
non-targeting). Infectamos las células RPE1 previamente tratadas con polibreno, un polimero
de carga positiva que incrementa la eficiencia de infeccidn porque facilita la adhesion de la
particula lentiviral a la MP de las células, con distintas MOls (del inglés multiplicity of infection).
La MOl es el numero de particulas lentivirales transductoras por célula; es decir, el nimero de
lentivirus que se internalizaran en una célula. Al dia siguiente reemplazamos el medio de las
células por uno que contenia el antibidtico de seleccion G418 y comprobamos el
silenciamiento de la BlIl espectrina por IF y WB a las 96 h después de la infeccidén (Figura
suplementaria 4). En ningun caso observamos una disminucion del marcaje de la proteina.

Por otra parte, al ver que nuestros shRNAs no funcionaban, adquirimos cinco clones
lentivirales pLKO.1-puromicina comerciales ya testados. Seguimos la misma estrategia descrita
anteriormente y observamos que aquellas células infectadas con los virus n2 29, 30 y 31 no
presentaban marcaje de Blll espectrina por IF (Figura suplementaria 5). Curiosamente, al aislar
estas células para hacer clones estables observamos que las células no se dividian y acababan
muriendo, haciendo imposible la creacién de una linea celular estable carente de Bl

espectrina.

IIl. DETERMINANTES DE MEMBRANA EN LA LOCALIZACION DE LA BliI
ESPECTRINA EN EL COMPLEJO DE GOLGI

Antecedentes y Objetivo

Se ha descrito previamente que tanto el dominio de unién a actina como el dominio 1 de
asociacion a membrana dirigen a la BIZ* espectrina hacia el Golgi en células MDCK (Devarajan
y col., 1997). Por otro lado, estudios in vitro han demostrado que la subunidad de la dinactina
Arpl/centractina se une con mas eficiencia a la Blll espectrina que la actina (Holleran y col.,
2001). También se ha descrito que la Blll espectrina interacciona con PI(4,5)P, (Godi y col.,
1998 y 1999; Muresan y col., 2001) y en ausencia de su sintesis, la Blll espectrina se fosforila en
residuos de serina y/o treonina y se disocia de las membranas del Golgi, causando una
fragmentacién del organulo (Siddhanta y col., 2003). Teniendo en cuenta estos antecedentes,
nos planteamos investigar cuales son los elementos determinantes en la localizacién de la BllI

espectrina en el Golgi in vivo.

127



Resultados

1. PAPEL DEL FOSFATIDILINOSITOL 4-FOSFATO EN LA LOCALIZACION DE LA Bl
ESPECTRINA EN EL COMPLEJO DE GOLGI

Experimentos in vitro sugieren que el dominio PH de la B espectrina se une a PI(4,5)P, con baja
afinidad y poca especificidad (Harlan y col., 1994; Hyvénen y col., 1995; Lemmon y col., 2002).
A pesar de que otros estudios, también realizados in vitro, han demostrado que los niveles de
PI(4,5)P, son los mediadores de la unién de la Blll espectrina a las membranas del Golgiy a los
liposomas (Godi y col., 1998; Muresan y col., 2001), es bien sabido que los niveles intrinsecos
de PI(4,5)P, en el Golgi son muy bajos (De Matteis y col., 2005; ver apartado 4 de la
introduccion). Estos datos nos hacen pensar que, o bien el dominio PH de la Blll espectrina es
poco o nada relevante in vivo, o bien que existen otras especies de Pls que contribuyen
significativamente al reclutamiento de la Blll espectrina a las membranas del Golgi. Puesto que
el PI(4)P es el Pl mas abundante en el Golgi (De Matteis y col., 2005; D’Angelo y col., 2012),
estudiamos su contribucion en la localizaciéon de la BlIl espectrina al Golgi. Para ello,
deplecionamos el acimulo de PI(4)P del Golgi mediante el reclutamiento de la Sacl al Golgi,
una fosfatasa citosdlica responsable del recambio del PI(4)P (Szentpetery y col., 2010) (Figura
30 A). Células COS-7 se cotransfectaron con el pldsmido TGN38-FRB-CFP, que es el plasmido
reclutador al Golgi, conjuntamente con el plasmido mRFP-FKBP12 solo o con el mRFP-FKBP12-
Sacl, que codifica para la fosfatasa citosédlica. (Figura 30 B). Para comprobar el efecto de la
Sacl sobre el acumulo de PI(4)P asociado al Golgi, se monitorizé la ausencia de marcaje de
Golgi en aquellas células que expresaban el dominio PH de la proteina OSH1 unido a GFP
(Figura 30 C). Después de incubar las células con rapamicina, un agente que induce la
formacidén de un dimero formado por las dos proteinas codificadas por los dos constructos, la
fosfatasa Sacl se trasloca al Golgi e hidroliza el PI(4)P. Las células se fijaron (Figura 31 A) y se
procesaron para IF con anticuerpos anti-Blll espectrina (Figura 31 B). Observamos que en
aquellas células en las que la fosfatasa Sacl se habia reclutado al Golgi, no habia marcaje de
BlIl espectrina. Al cuantificar los niveles de fluorescencia de la Blll espectrina en el Golgi,
determinamos que la Blll espectrina se deslocalizaba del orgdnulo en las células en las que se
habia deplecionado el PI(4)P (Figura 31 C). En algunos casos, el control tenia algun efecto sobre
la morfologia del Golgi que se atribuyo al reclutador TGN38-FRB-CFP y por este motivo sélo
nos fijamos en aquellas células que presentaban una expresién baja del plasmido.

Para complementar los resultados obtenidos con el ensayo de la rapamicina, estudiamos cémo
la Blll espectrina, a través de su dominio PH, interacciona con los Pls y otros lipidos.

Examinamos si el dominio PH de algunas proteinas que se localizan en el Golgi, gracias a la
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Distribucion del TGN38-FRB-CFP y del mRFP-FKBP citosdlico unido a la fosfatasa Sacl en las células COS-7. (C) El
reclutamiento de la Sacl al Golgi disminuye la localizacién del dominio PH de la OSH1, que se usa como un indicador
de los niveles de PI(4)P. La disminucion de la intensidad del dominio PH de la OSH1 unido a GFP en el Golgi va
paralela al incremento de la sefial de la mRFP-FKBP-Sacl en la misma drea de observacion (modificado de

Szentepery y col., 2010).

unién de este dominio con el PI(4)P de las membranas del organulo (Levine y Munro, 2002) era
capaz de desplazar a la Bl espectrina del Golgi. Se ha demostrado que los
dominios PH de las proteinas OSBP (del inglés oxysterol-binding protein) y FAPP1 (del inglés
four-phosphate adaptor protein 1) reconocen especificamente el PI(4)P del Golgi in vitro
(Dowler y col., 2000). Puesto que niveles elevados de expresién de los dominios PH pueden
inducir la fragmentacién del Golgi y alterar el trafico proteico asociado a éste (Colon-Franco y
col.,, 2011), solamente analizamos aquellas células con niveles de expresion bajos de los
dominios PH. Asi, las células RPE1 que expresaban el dominio PH de la FAPP1 unido a GST o el
dominio PH de la OSBP unido a GFP (Figura 32) en el Golgi no tenian marcaje de Blll espectrina,
reforzando pues la hipotesis de que la Bl espectrina se une al PI(4)P del Golgi.

Para estudiar con mas detalle el papel del dominio PH de la BlIl espectrina en su localizacién en

el Golgi, clonamos el dominio en un vector de expresion GFP. Cuando lo expresamos en las
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Golgi de células en las que el mRFP-FKBP12 solo o el mRFP-FKBP12-Sac1 se localizan en el Golgi. Se cuantificaron
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media + SEM de tres experimentos independientes. La significacion estadistica, p < 0.0001 (***).

células RPE1 detectamos que la fluorescencia del GFP se localizaba en los llamados ruffles u
ondulaciones de membrana pero no en el Golgi. También observamos un marcaje
citoplasmatico muy difuso (Figura 33). Este resultado no nos sorprendié puesto que otros
trabajos han demostrado que el dominio PH de otras isoformas de B espectrina, como la BIZII
espectrina, se localiza en la MP (Wang et al., 1996). Este resultado es indicativo de que la unién
de la Blll espectrina a las membranas del Golgi necesita de otras interacciones a través de este
dominio o de otros dominios de la Blll espectrina para localizarse en el Golgi.

El hecho de localizar el dominio PH de la Blll espectrina en la MP nos hizo pensar que

probablemente era debido a su mayor afinidad por el PI(4,5)P, localizado mayoritariamente en
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Blll espectrina GST-PH-FAPP1

GFP-PH-OSBP

Figura 32. La sobreexpresién de dominios PH que se unen especificamente al fosfatidilinositol 4-fosfato del
complejo de Golgi desplaza la 8lll espectrina de las membranas del orgdnulo. Las células RPE1 que expresan el
dominio PH de la FAPP1 o el dominio PH de la OSBP se fijaron y procesaron para IF con anticuerpos anti-8lll

espectrina. Los asteriscos muestran las células transfectadas. Escala Bar, 10 um.

Blll espectrina . GFP-PH-BIIl espectrina

Figura 33. El dominio PH de la 8l espectrina aislado se localiza en la membrana plasmadtica. Las células RPE1 que
expresan el dominio PH unido a GFP se fijaron, se procesaron para IF utilizando anticuerpos anti-8lll espectrina y se

analizaron por microscopia confocal. El asterisco muestra la célula transfectada. Escala Bar, 10 um.
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la MP, lo cual ya se habia descrito anteriormente in vitro (Godi y col., 1998; Muresan y col.,
2001). Con la idea de forzar el reclutamiento del dominio PH al Golgi, pensamos en estrategias
para aumentar los niveles de PI(4,5)P, en el Golgi sabiendo que sus niveles en el mismo son
muy bajos. Para ello, las células RPE1 se cotransfectaron con el dominio PH de la Blll espectrina
junto con la PIP5K [la quinasa responsable de generar PI(4,5)P, a partir de PI(4)P]. Observamos
que el dominio PH tampoco se localizaba en el Golgi (Figura 34). El hecho de visualizar cometas

de actina nos sirvié como control positivo de la expresién de la PIP5K (Duran y col., 2003).

GFP-PH-BIll espectrina Myc-PIP5K

Figura 34. El dominio PH de la 8lil espectrina no se localiza en el complejo de Golgi en células que sobreexpresan
la PIP5 quinasa. Las células RPE1 se cotransfectaron con el dominio PH de la 8lll espectrina y la quinasa PIP5 y se

incubaron durante 20 h. Después se procesaron para IF utilizando anticuerpos anti-myc. Escala Bar, 10 um.

Paralelamente, realizamos un ensayo in vitro de unién proteina-lipido con unas membranas
hidrofdbicas impregnadas con todas las especies de Pls y otros lipidos importantes (Figura 35
A). Generamos una proteina recombinante que consistia en el dominio PH de la Blll espectrina
unido a GST y la incubamos con las membranas de Pls, siguiendo el protocolo habitual de WB.
Curiosamente, al revelar las membranas con anticuerpos anti-GST no detectamos ningua sefal
de reconocimiento de la proteina para ninguna especie de Pl. Sin embargo, observamos un
marcaje positivo para el acido fosfatidico y para la fosfatidilserina (Figura 35 B). Como control
positivo, incubamos las membranas de Pls con la proteina recombinante comercial PLC-61-
dominio PH unida a GST que se une especificamente a PI(4,5)P, (Figura 35 C). Este resultado
nos sorprendié puesto que esperabamos que el dominio PH de la espectrina se uniera a PI(4)P
y a PI(4,5)P,, pero también es cierto que estos dominios son poco espcificos y estd bien

establecido el hecho de que necesitan de otras interacciones para unirse a los Pls. Sin
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embargo, otros estudios han descrito la interaccion de la espectrina con la fosfatidilserina

(Mombers y col., 1980; Kavran y col., 1998).

Acido lisofosfatidico l: . Esfingosina-1-fosfato
Lisofosfocolina L: L: PI(3,4)P2
prl O O |PiEse2
PP | (O (O | Piase2 ® | rics
pap | (O () | puz.as)es ‘ g . ;
pisip | () () | Acido fosfatidico : y Acido fosfatidico
Fosfatidiletanolamina | () () | Fosfatidilserina ; Fosfatidilserina
Fosfatidilcolina | (") () | Blanco 5 .

Figura 35. La proteina recombinante del dominio PH de la Blll espectrina se une in vitro al dcido fosfatidico y a la
fosfatidilserina pero no al fosfatidilinositol 4-fosfato ni al fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato (A) Membrana
hidrofobica impregnada con las distintas especies de Pls y otros lipidos (100 pmoles). (B) La proteina recombinante
del dominio PH de la 8lIl espectrina (5 ug) se incubé con las membranas de Pls y se procesé para WB utilizando
anticuerpos anti-GST. (C) Control positivo utilizando 2.5 ug de la proteina recombinante del dominio PH de la PLC51

unido a GST.

2. PAPEL DE LA DINAMICA DE ACTINA EN LA LOCALIZACION DE LA BIIl ESPECTRINA
EN EL COMPLEJO DE GOLGI

Los resultados anteriores sugieren que el dominio PH de la Blll espectrina por si solo no es
capaz de dirigir la proteina al Golgi. Nos planteamos si el dominio de unidén a actina, el dominio
ABD, podria ser determinante en la localizacion de la Blll espectrina en el Golgi, ya que
previamente se habia descrito que existe una asociacion entre la maquinaria molecular
implicada en el reclutamiento y polimerizacidn de los filamentos de actina y las membranas del
Golgi (Chen y col., 2004; Matas y col., 2004). Por otro lado, se sabe que todas las B espectrinas
tienen un dominio ABD en en N-terminal responsable de su unidn con el citoesqueleto de
actina y los MTs (Shotton y col., 1979; Holleran y col., 2001). Por tanto, clonamos el dominio
ABD en un vector de expresion GFP y lo expresamos en células RPE1 y Hela. Tal y como
observamos con el dominio PH, el dominio ABD también se localizaba en la MP, sobretodo en
estructuras que podrian ser lamelipodios (Figura 36), pero no se encontré en el Golgi.

A continuacion, nos planteamos averiguar si la dindmica de actina contribuia de alguna forma
a la localizacién de la BlIl espectrina en el Golgi. Para ello, tratamos las células RPE1 con
agentes anti-actina que despolimerizan (latrunculina) o estabilizan (jasplakinolide) los

filamentos de actina y estudiamos su efecto en el emplazamiento de la Blll espectrina en el
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Blll espectrina ABD-BIIl espectrina-GFP

Figura 36. El dominio de unién a actina de la 8lIl espectrina se localiza en la membrana plasmdtica. Las células
RPE1 que expresan el dominio ABD unido a GFP se fijaron, se procesaron para IF utilizando anticuerpos anti-8lll

espectrina y se analizaron por microscopia confocal. El asterisco muestra la célula transfectada. Escala Bar, 10 um

Golgi. Como esperdbamos, el Golgi de las células RPE1 tratadas con LtB estaba compactado y la
BlIl espectrina seguia presente en las membranas del organulo. Con el tratamiento de Jpk
tampoco vimos ningln cambio de localizacién respecto a las células control (Figura 37 A). Estas
observaciones se confirmaron cuando sometimos a fraccionamiento subcelular las células
RPE1 tratadas con LtB o Jpk y aislamos las fracciones citosdlicas y de membrana. En las células
tratadas con los agentes anti-actina detectamos la Blll espectrina en la fraccién de membrana
(Figura 37 B). La ratio entre ambas fracciones permanecio inalterada después del tratamiento
(Figura 37 C). Estos resultados muestran que la dinamica de actina no participa activamente en

la asociacidon de la BlIl espectrina con las membranas del Golgi.

3. FOSFORILACION DE LA BlIl ESPECTRINA

Estudios in vitro han descrito que la fragmentacién del Golgi en respuesta a una disminucion
de la sintesis de PI(4,5)P, se podria atribuir a la disociaciéon de la Blll espectrina de las
membranas del Golgi como consecuencia de su fosforilacién (Siddhanta y col., 2003). Por otra
parte, se ha descrito que las fosforilaciones de los dominios PH contribuyen a su unién a las
membranas de los orgdnulos. Nuestros experimentos muestran que la unién de la Bl
espectrina al Golgi se debe en parte al PI(4)P.

Con estos datos nos planteamos averiguar si la Blll espectrina podia ser fosforilada en algun

residuo del dominio PH. Nos fijamos en otras proteinas que tuvieran elementos en comuin con
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Figura 37. La disrupcion de la dinadmica de actina no altera la asociacion de la 8lll espectrina con las membranas
del complejo de Golgi. (A) Las células RPE1 se trataron con LtB (500 nM, 1 h) o con Jpk (500 nM, 1 h), se fijaron y se
procesaron para IF con anticuerpos anti-8lll espectrina y anti-GM130 para visualizar el Golgi. Escala Bar, 10 um. (B)
Fraccionamiento subcelular de las células mostradas en el panel (A). La 8lIl espectrina se detecté con anticuerpos
anti-Bl1l espectrina (punta de flecha). El TrfR y la RhoGDI se usaron como indicadores del grado de enriquecimiento y
como controles de carga de las fracciones de membrana y citosdlicas, respectivamente. T, fraccion total; C, fraccion
citosdlica; M, fraccion de membrana. (C) Cuantificacion de los resultados mostrados en el panel (B), en la cual las

columnas representan la ratio obtenida de las densitometrias de la 8lll espectrina en la fraccidn citosdlica respecto

la fraccion membranosa. Los valores son la media + SEM de tres experimentos independientes.
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la BlIl espectrina, como que se localizaran en el Golgi (en los compartimentos trans-Golgi) y
que tuvieran un dominio PH que se uniera a PI(4)P. Las proteinas OSBP y CERT cumplian ambos
requisitos (Levine y Munro, 1998 y 2002; Hanada y col., 2003) siendo ademas fosforiladas por
la proteina quinasa D (PKD), disminuyendo asi su afinidad por el PI(4)P y disociandose de las
membranas del Golgi (Hanada y col., 2003; Toth y col., 2006; Fugmann y col., 2007; Nhek y col.,
2010). Para ello, hicimos uso del programa de prediccién de interacciones usando secuencias
concenso cortas denominado Scansite. Asi, realizamos un andlisis de la secuencia de la Bl
espectrina para poder identificar secuencias concenso que podian ser reconocidas por
dominios modulares de sefializacion, que podian ser fosforiladas por serina/treonina quinasas
o por tirosina quinasas o que podian mediar interacciones con ligandos proteicos o lipidicos
(Obenauer y col., 2003). Encontramos que la serina en posicidon 2254 era potencialmente
fosforilable, estaba conservada en otras especies y se hallaba dentro del dominio PH.
Razonamos, pues, que la fosforilaciéon de esta serina podria afectar a la unién con el PI(4)P
incrementando la carga negativa local.

La PKD es un regulador clave en el Golgi que controla la fision de los ITs destinados a la MP.
Hasta hace poco, la PI4KIIIB era el Unico sustrato local identificado (Hausser y col., 2005). Para
determinar si la Blll espectrina podria ser un sustrato para la PKD, utilizamos un anticuerpo
que reconocia un péptido sustrato especificamente fosforilable por la PKD conocido como
pMOTIF, que contiene motivos concenso de fosforilacion por la PKD (Doppler y col., 2005).
Esta secuencia es LxRxxS* donde S es serina fosforilada en posicion 0, R es arginina en posicién
-3, L es lisina en posicion -5 y X es un aa cualquiera en posiciones -1, -2 y -4. La serina 2254 de
la Bl espectrina se encuentra en una secuencia (LxRxS*) muy parecida a la descrita
anteriormente. Las células RPE1 se transfectaron con la Blll espectrina unida a una cola myc o
con su dominio PH unido a GFP y se procesaron para WB usando anticuerpos anti-pMOTIF
(para visualizar los residuos fosforilados por la PKD), anti-GFP (para visualizar el dominio PH) y
anti-myc (para visualizar la BllIl espectrina sobreexpresada). El anticuerpo anti-pMOTIF
reconocia bandas con el mismo peso moelcular que las reconocidas por los anticuerpos anti-
myc y anti-GFP (Figura 38), lo que sugeria que podria reconocer tanto la proteina enddgena
como el dominio PH.

Posteriormente, estudiamos si estas bandas coincidentes con la Blll espectrina correspondian
realmente a la misma proteina. Para ello transfectamos células RPE1 con el dominio PH unido
a GFP, se inmunoprecipitd con el anticuerpo anti-GFP y se procesd para WB con el anticuerpo
anti-pMOTIF. Lamentablemente, la banda inmunoprecipitada no se tefiia con el anticuerpo

anti-pMOTIF (Figura 39).
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Figura 39. El anticuerpo anti-pMOTIF no reconoce el dominio PH de la 8lll espectrina como sustrato de la proteina
quinasa D. Las células RPE1 que expresaban el dominio PH de la 8lll espectrina unido a GFP se lisaron y se incubaron
con anticuerpos anti-GFP para inmunoprecipitar el dominio PH o sin anticuerpos como control. Posteriormente se
analizaron para WB usando anticuerpos anti-pMOTIF o anti-GFP como control del ensayo. (A) Film mds expuesto, (B)
Film menos expuesto. La punta de flecha indica el inmunoprecipitado detectado con los anticuerpos anti-GFP. Ac,

anticuerpo; I, input; SN, sobrenadante; P, pellet.

Teniendo en cuenta estos resultados concluimos que la serina 2254 del dominio PH de la Il
espectrina no es susceptible de reconocimiento y fosforilacién por la PKD. Paralelamente
realizamos estudios con forbol 12,13-dibutirato (PDBu), un compuesto que estimula la
actividad quinasa de la PKD de forma dependiente de PKC (Wang, 2006). Hipotetizamos que el
reclutamiento de la PKD al Golgi por un aumento de los niveles de diacilglicerol (DAG) en el
mismo podria incrementar la posibilidad de fosforilar a la Blll espectrina (en caso de ser

sustrato) y ello produciria su desplazamiento de las membranas del Golgi. Tratamos las células
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RPE1 con PDBu y las procesamos para IF. Tampoco observamos cambio alguno en la
localizacién de la Bl espectrina (Figura 40). Estos resultados apuntan a que la PKD no fosforila

a la Bl espectrina.

Bl espectrina GM130

Control

+ PDBu

Figura 40. La estimulacion de la proteina quinasa D con PDBu no altera la distribucion de la 8lll espectrina. Las
células RPE1 se trataron con PDBu (1 uM, 30 min) y se procesaron para IF con anticuerpos anti-8lll espectrina y anti-

GM130. Escala Bar, 10 um.
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IV. FIGURAS SUPLEMENTARIAS

A
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Figura suplementaria 1. Caracterizacion de los anticuerpos policlonales de conejo generados contra la anquirina
G119. (A) IF de células RPE1 con el anticuerpo n2 60 (fraccion IgG, volumen eluido y fracciones 1y 2 purificadas por
cromatografia de afinidad). (B) WB de lisados de células RPE1 (carril 1), células NRK (carril 2) y fracciones
enriquecidas con membranas de Golgi de higado de rata (carril 3), con el anticuerpo n® 60 (fraccion IgG, volumen

eluido y fracciones 1y 2 purificadas por cromatografia de afinidad).
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Blanco RPEL RPEL MDKCMDCK Hela Hela NRK NRK

400 pb- -

Figura suplementaria 2. Ninguno de los tipos celulares muestra el amplicon correspondiente a la anquirina G119.
PCR para amplificar el ADNc que codifica para la anquirina G119 humana. El amplicon no aparece en el tamafio

esperado, que es de 370 pb.
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Cuatro dias de infeccion Siete dias de infeccion

Blll espectrina GM130 Blll espectrina GM130

shRNA non-targeting

shRNA BIll espectrina

shRNA-GFP

Figura suplementaria 3. La infeccion de células RPE1 con la primera tanda de lentivirus contra la 8lll espectrina
humana no inhibe la expresion de la proteina. Las células RPE1 infectadas con las particulas lentivirales control o
contra la Blll espectrina se fijaron a los cuatro y a los siete dias después de la infeccion. Posteriormente se
procesaron para IF usando anticuerpos anti-GM130 y anti-8lIl espectrina. Como control adicional infectamos las

células RPE1 con el vector lentiviral pLKO.- GFP.
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. - a é Bl espectrina

BN e B B | o190 RhoGAP

shRNA non-targeting shRNA n2 9 shRNA n2 10 shRNA n2 12

Blll espectrina

GM130

Figura suplementaria 4. La infeccion de células RPE1 con la segunda tanda de lentivirus contra la 8lll espectrina
humana no inhibe la expresion de la proteina. (A) Andlisis de la expresion de la 8lll espectrina en lisados de células
RPE1 infectadas con los shRNAs non-targeting (NT) o con los shRNAs contra la 81l espectrinan®9, 10y 12 a MOI 2
después de 96 h de la infeccion. La p190 RhoGAP se utilizé como control de carga. (B) Paralelamente, las células del

panel (A) de procesaron para IF utilizando anticuerpos anti-8lll espectrina y anti-GM130.
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Blll espectrina Golgin97 Bl espectrina Golgin97

shRNA non-targeting

shRNA Blll espectrina 30  shRNA BlIl espectrina 29

shRNA Blll espectrina 27

shRNA BlIl espectrina 28
shRNA Bl espectrina 31

Figura suplementaria 5. La infeccion de células RPE1 con la tercera tanda de lentivirus contra la 8lll espectrina
humana inhibe la expresion de la proteina. Andlisis de la expresion de la 81l espectrina en células RPE1 infectadas
con los shRNAs non-targeting o con los shRNAs contra la 8lll espectrina n® 27-31 a MOI 5 después de 96 h de la
infeccion. Posteriormente las células se fijaron y se procesaron para IF usando anticuerpos anti-8lll espectrina y anti-

Golgina97. Los asteriscos indican las células que no expresan 8lIl espectrina.
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Discusion

Los elementos estructurales caracteristicos del Golgi en células de mamifero consisten en una
serie de cisternas planas y apiladas que estan conectadas lateralmente entre si formando un
sistema continuo de membranas. Su organizacién, funcidn y localizacidon requieren de la
participacion de proteinas estructurales, como las golginas y las GRASPs (del inglés Golgi
reassembly protein) (Ramirez y Lowe, 2009) y del citoesqueleto de MTs (Thyberg y Moskalewsi,
1999). Estudios de varios laboratorios han implicado los filamentos de actina (Ladzaro-Diéguez y
col., 2006), las proteinas reguladoras y de unidn a actina (Matas y col., 2004), los motores de
actina (Duran y col.,, 2003) y varias isoformas del citoesqueleto de espectrina en el
mantenimiento de la estructura y del transporte proteico del Golgi (Siddhanta y col., 2003;
Devarajan y col.,, 1997; Gough y Beck, 2004). Se ha especulado sobre la localizacién de la
isoforma BlIl espectrina dentro del Golgi (Devarajan y col., 1997; De Matteis y Morrow, 1998) y
se la ha implicado en el transporte desde el RE al Golgi (Devarajan y col., 1996; De Matteis y
Morrow, 2000), pero estos resultados son controvertidos ya que no se han podido reproducir
en otros laboratorios y los anticuerpos descritos son de dudosa especificidad.
Consecuentemente, todavia no se sabe su precisa distribucidon en el Golgi, su relevancia en
cuanto a su organizacién en las células de mamifero y su implicaciéon funcional en cuanto al

transporte secretor.

I. LA BlIl ESPECTRINA Y SU IMPLICACION EN EL MANTENIMIENTO DE LA ORGANIZACION
ESTRUCTURAL DEL COMPLEJO DE GOLGI

Como ya hemos mencionado anteriormente, aunque se ha descrito la existencia de un
citoesqueleto de espectrina en el Golgi, las herramientas moleculares existentes son poco
fiables debido a la reactividad cruzada que hay entre las distintas isoformas de las espectrinas.
Por este motivo desarrollamos nuevos anticuerpos policlonales especificos contra varios
dominios funcionales de la proteina PBllIl espectrina humana. Mediante microscopia de
fluorescencia detectamos la Blll espectrina en la zona perinuclear en varios tipos celulares que
corresponde al Golgi y en los ensayos bioquimicos detectamos un doblete por encima de 250
kDa en lisados celulares asi como en fracciones enriquecidas en membranas de Golgi
obtenidas de higado de rata. Gracias a los experimentos de silenciamiento e
inmumoprecipitaciones desvelamos que la banda de mayor movilidad electroforética es la que
corresponde a la Blll espectrina, puesto que es la Unica que desaparece al deplecionar la
proteina. También observamos una disminucién del marcaje de la Blll espectrina en las células
silenciadas. Ademas, comprobamos que éstos también reconocen a la Blll espectrina

sobreexpresada y pueden inmunoprecipitarla, dandonos seguridad en el uso de nuestras
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herramientas. Estos resultados revelan que nuestros anticuerpos son especificos para la Bl
espectrina.

Los resultados de colocalizacion muestran que la Blll espectrina se encuentra en todos los
compartimentos del Golgi, siendo mdas abundante en las zonas distales, como el trans-Golgi y
el TGN. Hay que destacar que el patrén de marcaje de nuestros anticuerpos no es continuo a lo
largo de la cinta o ribbon del Golgi, sino que aparece con un patrén puntiforme que se situa a
lo largo de los compartimentos del Golgi identificados con los distintos marcadores de
proteinas residentes que usamos. No sabemos muy bien qué significado tiene este marcaje
discontinuo, pero pensamos que podria representar el marcaje de una de las dos regiones
definidas en el stack del Golgi: la zona central, mas compacta y lisa, o la zona lateral que
corresponde al area mas dilatada y fenestrada (Kepes y col., 2005). En esta region mas
periférica aparecen dos tipos de proteinas de cubierta que también estan en las vesiculas
nacientes y en la periferia de las cisternas (Weidman y col., 1993). Si hacemos homologia con
lo que ocurre en los eritrocitos, la parte central de las cisternas del Golgi corresponderia a la
zona central y mds deprimida del disco bicdncavo, que es donde se encuentra el citoesqueleto
de espectrina, dandole esta forma tan caracteristica a los glébulos rojos y facilitando su
deformacién a su paso por los capilares (Bennett y Baines, 2001). Esta distribucion iria en
consonancia con la idea de que la Blll espectrina podria actuar como una proteina
estabilizadora del Golgi, siendo un elemento clave de la malla proteica del mismo (De Matteis
y Morrow, 1998; Lorra y Huttner, 1999). En cambio, si nos fijamos en las porciones laterales de
las cisternas, el hecho de encontrar a la Blll espectrina enriquecida en estas partes reforzaria la
hipdtesis de que la BlIl espectrina podria ser una proteina de cubierta de los ITs, participando
asi en el movimiento de éstos y en la seleccidn del cargo a lo largo de la via secretora (De
Matteis y Morrow, 1998; Devarajan y col., 1997). Sin duda la localizacidn ultraestructural de la
Blll espectrina en el Golgi resolveria estas cuestiones, pero lamentablemente todas las
aproximaciones que hemos realizado con nuestros anticuerpos para llevar a cabo estudios de
inmunomicroscopia electrénica no han tenido éxito.

Se ha especulado mucho sobre el papel de la Blll espectrina en el mantenimiento de la
integridad de la arquitectura del Golgi. Se postula que el citoesqueleto de espectrina asociado
al Golgi podria organizar la maquinaria molecular secretora controlando la distribucion lateral
de los componentes principales del Golgi (De Matteis y Morrow, 2000). Asi, se formaria una
barrera fisica en la regidn mds compacta de las cisternas formada por el citoesqueleto basado
en espectrina y actina, conjuntamente con determinados lipidos (por ejemplo aquellos con
estructura cilindrica) y proteinas (como las glicosiltransferasas). Esta estructura restringiria una

zona en la membrana en la que biogénesis de ITs estaria impedida.
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Los resultados de silenciamiento de la Blll espectrina demuestran que ésta es necesaria para
conservar la morfologia de ribbon tan caracteristica del Golgi en las células de mamifero,
puesto que la deplecién de su expresidon mediante técnicas de ARN de interferencia conlleva a
una fragmentacién del orgdnulo. Lo mismo sugiere los resultados de microinyeccion de
anticuerpos anti-Blll espectrina, que neutralizan su funcién. Se ha postulado que el Golgi se
fragmenta como respuesta a una disminucion de la sintesis de PI(4,5)P,, hecho que podria ser
debido a la disociacién de la Blll espectrina de las membranas del Golgi y su consiguiente
fosforilacién in vitro (Siddhanta y col., 2003). No podemos descartar que la Blll espectrina sea
susceptible de ser fosforilada (ver apartado Ill de la discusidn) en las membranas del Golgi pero
con nuestros anticuerpos y nuestras condiciones experimentales no hemos podido
esclarecerlo, a pesar de que por WB detectamos un doblete que podria corresponder a la Bl
espectrina fosforilada y no fosforilada. Sin embargo, con los experimentos de silenciamiento
solamente la banda de menor peso molecular es la que disminuye.

El andlisis ultraestructural del Golgi en las células silenciadas contra la Blll espectrina muestra
una acumulacidon de perfiles vesiculares préximos a las cisternas del trans-Golgi, lo que
concuerda con su mayor localizacidn en los compartimentos distales del orgdnulo. En cuanto a
la integridad de las cisternas, esperdbamos observar una dilatacion de éstas al igual que
sucede cuando las células se tratan con agentes perturbadores de la dinamica de actina
(Lazaro-Diéguez y col.,, 2006). Sin embargo, la mayoria de las cisternas presentaban una
morfologia aplanada aunque pudimos apreciar una fragmentacion variable de éstas. No
obstante, observamos una dilatacién en las zonas mas distales del Golgi, identificadas por la
localizacién de vesiculas de clatrina. Se produjo también una desorganizacion general de la
cinta del Golgi y la aparicién de muchos stacks de menor tamafo, lo que concuerda con la
fragmentacién del Golgi vista por microscopia confocal. Este resultado sugiere que la Blll
espectrina participa en el mantenimiento del ribbon del Golgi pero no en la conservacién de la
morfologia aplanada de las cisternas proximales, por lo que no se localizaria en la zona central
de las mismas. Lamentablemente, tal y como se ha indicado anteriormente, ninguno de
nuestros anticuerpos es apto para su empleo en inmunomicroscopia electrénica. También
hemos detectado la presencia de unas estructuras vesiculares grandes con un cuerpo
electodenso en su interior en las zonas distales del Golgi. Estos elementos podrian ser
elementos muy dilatados del TGN o bien ITs que han quedado retenidos en la zona post-Golgi.
Esto Ultimo concordaria con el bloqueo observado del transporte anterégrado de proteinas
solubles y de membrana. Nuestros resultados irian en consonancia con el modelo SAATS que
postula que la BlIl espectrina podria actuar como una proteina de cubierta vesicular mediando

la captacion y el transporte anterdgrado de determinado cargo.
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I1. LA BlIl ESPECTRINA Y SU IMPLICACION EN LA FUNCIONALIDAD SECRETORA DEL COMPLEJO
DE GOLGI

Nuestros resultados demuestran que la fragmentacion del Golgi en multiples elementos
dispersos como consecuencia de la deplecidn de la Blll espectrina conlleva a una perturbacién
del transporte anterégrado de la glicoproteina G del VSV (una proteina integral de membrana)
y de proteinas luminales desde el RE hasta la MP y al medio extracelular, respectivamente.
También hemos observado un bloqueo del reensamblaje del Golgi de las células silenciadas
contra la Blll espectrina después de eliminar la BFA o el NZ del medio de cultivo, lo cual es
indicativo de alteraciones en el flujo de membrana anterdgrado desde el RE al Golgi. Estas
disfunciones podrian estar relacionadas con la reducida capacidad de reclutar el complejo
motor de dineina/dinactina en ausencia de Blll espectrina. Se ha propuesto un modelo que
postula que la interaccién de la subunidad de la dinactina Arpl con la BlIl espectrina media la
interaccion directa del complejo dineina/dinactina con los ITs, manteniendo asi activo el
transporte de cargo vesicular especifico mediado por dineina a lo largo de los MTs (Holleran y
col., 2001). De este modo, la subunidad Arp1 interaccionaria con la Blll espectrina, que estaria
actuando como cubierta de las vesiculas transportadoras, reclutando asi a la dineina hacia una
poblacién determinada de ITs. Estos resultados complementarian las observaciones anteriores
(Muresan y col.,, 2001) que mostraban que la dineina, la dinactina y la espectrina eran
necesarias para reconstituir el transporte dirigido hacia el extremo (-) de los MTs de vesiculas
axonales purificadas de calamar. Sin embargo, Holleran y col. muestran un solapamiento
parcial de la distribucion de la Arpl con la de la Blll espectrina, sugiriendo asi que estas
interacciones entre la dinactina y la PBlll espectrina podrian estar reguladas espacial y/o
temporalmente en la célula (Holleran y col., 2001).

Por otro lado, hemos observado que los fragmentos del Golgi de las células silenciadas no se
encuentran totalmente esparcidos por el citoplasma, sino que mantienen cierta localizacion
perinuclear, en la zona del centrosoma. Probablemente este fenotipo mds o menos radial de
los fragmentos de Golgi que detectamos en muchas de las células silenciadas se debe a la
actividad predominante en estas circunstancias del motor cinesina, la cual sélo podria verse
compensada (al menos parcialmente) por la actividad residual (después del silenciamiento) de
la Bl espectrina unida al complejo motor de dineina/dinactina. Seria muy interesante saber el
efecto que tendria el silenciamiento de la Arp1 sobre la Blll espectrina y sobre la estructura y
funcionalidad del Golgi.

Los resultados del transporte del fragmento B de la STx desde la MP hasta el RE y del

desensamblaje del Golgi después de tratar a las células silenciadas contra la Blll espectrina con
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BFA o NZ indican que el transporte retrégrado es independiente de BlIl espectrina. Esto podria
ser debido a la correcta funcionalidad del motor de MTs cinesina, puesto que en estudios
anteriores se ha observado que el bloqueo de esta proteina inhibe el transporte del Golgi al RE
en células tratadas con BFA (Lippincott-Schwartz y col., 1995) y la diseminacidn de los mini-
stacks del Golgi a lo largo de los MTs remanentes en fibroblastos humanos tratados con bajas
concentraciones de NZ (Minin, 1997).

En los experimentos de silenciamiento con el sistema lentiviral para generar una linea celular
estable que no expresara la Blll espectrina hemos observado una interrupcion de la divisidn
celular que a largo plazo ha derivado en la muerte celular. Estudios anteriores han demostrado
la existencia de BlIl espectrina en el surco de segmentacion y en el huso mitético de las células
en divisién (Holleran y col., 2001). Otras proteinas del citoesqueleto de espectrina también se
han localizado en el huso mitético, como la anquirina de 195 kDa asociada al Golgi (Beck y col.,
1997) y se ha demostrado que una isoforma de la proteina 4.1R interacciona con la proteina
NuMa localizada en el huso mitético, formando un complejo con la dineina y la dinactina
(Mattagajasingh y col., 1999). La dinactina y la dineina participan en varios aspectos de la
division celular, incluida la organizacién espacial y la orientacién del huso mitético, y las
interacciones de los MTs con el cinetocoro (Holleran y col., 1998). Estas proteinas también se
encuentran en el surco de segmentacidon que aparece durante la citocinesis de las células de
mamifero en cultivo (Karki y col., 1998). La interaccidn de la Blll espectrina con el complejo
dineina/dinactina podria mediar el reclutamiento del complejo hacia el huso mitético en las
células en divisidn. Por otro lado, se ha demostrado que la ausencia de ELF, una isoforma de 8
espectrina, perturba la sefalizacidon del TGFB debido a la deslocalizacion de Smad3 y Smad4 y
causa una disrupcion de la transicion G,/S del ciclo celular (Baek y col., 2006). Es posible que la
Blll espectrina intervenga de forma similar a ELF, desregulando algin punto de control del ciclo

celular.

1. LA ASOCIACION DE BIll ESPECTRINA CON LAS MEMBRANAS DEL COMPLEJO DE GOLGI

Como ya hemos comentado anteriormente, la Blll espectrina se distribuye mayoritariamente
en los compartimentos distales del Golgi (trans-Golgi y TGN). No sabemos con exactitud qué
determinantes establecen esta estructuracion en gradiente a lo largo del Golgi, pero
postulamos que el PI(4)P podria ser parcialmente responsable de ello. Esta bien establecido la
existencia de un gradiente de PI(4)P a lo largo del stack del Golgi, siendo la zona cis-Golgi la
gue esta menos enriquecida en PI(4)P y la zona trans-Golgi y TGN la que mas (De Matteis y

Luini, 2008; Graham y Burd, 2011). Hemos demostrado la importancia que tiene el PI(4)P en la
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asociacién de la Blll espectrina con las membranas del Golgi, puesto que al deplecionar el Pl
del orgdnulo, la BlIl espectrina se desensambla de las membranas y se redistribuye por todo el
citoplasma. Este resultado sugiere que la disposicién en gradiente de la Blll espectrina en el
Golgi podria seguir el gradiente del PI(4)P. Por consiguiente, la Blll podria participar en la
organizacion de las cisternas del Golgi, regulando la disponibilidad espacial del PI(4)P, que
actuaria como sustrato en la homeostasis lipidica local.

Por otro lado, la Blll espectrina también podria participar en el reclutamiento de proteinas que
se unen al PI(4)P del Golgi y que estan involucradas en la biogénesis de los ITs y en la
homeostasis lipidica, como las proteinas OSBP, FAPP2, CERT y GOLPH3 (Graham y Burd, 2011;
Dippold y col., 2009; Wood y col., 2009). La intervencién de la Blll espectrina en la regulacién
de la disponibilidad del PI(4)P del Golgi podria explicar el hecho de que los ITs del transporte
secretor contengan menos PI(4)P en sus membranas del que hay en las membranas del TGN de
las cuales han derivado (Mizuno-Yamasaki y col., 2010).

Sin embargo, todos los estudios realizados anteriormente postulan que la Blll espectrina se
une al PI(4,5)P, del Golgi, aunque éstos se han llevado a cabo in vitro. Se ha descrito que la
GTPasa de bajo peso molecular ARF regula el ensamblaje del citoesqueleto de espectrina en el
Golgi gracias a su habilidad para controlar los niveles de PI(4,5)P, de las membranas del Golgi
(Godi y col., 1998). Nuestros resultados in vivo sugieren que el PI(4)P es mas relevante que el
PI(4,5)P, puesto que cuando sobreexpresamos otros dominios PH de union al PI(4)P, la Bl
espectrina se ve desplazada de las membranas del Golgi debido, probablemente, a que su sitio
de unidn ya no es accesible.

Muchas proteinas citoesqueléticas y proteinas reguladoras del citoesqueleto, como la
espectrina, contienen un dominio PH que se une débilmente a todos los Pls. En estos casos, las
interacciones individuales con los Pls no serian suficientes para establecer las asociaciones de
membrana. Por eso se postula que estas proteinas con dominios PH necesitan asociarse con
ellas mismas y/o necesitan cooperacion con otros dominios de anclaje en la misma molécula
para dirigir la asociacion de membrana. La mayoria de dominios PH requieren asistencia de
otros dominios para ejercer sus funciones. Las interacciones débiles del dominio PH estdn
dirigidas por atracciones electrostaticas inespecificas o deslocalizadas entre el ligando anidnico
y la carga positiva del dominio PH. Estas interacciones débiles por si solas no son suficientes
para dirigir la asociacion de las proteinas que contienen un dominio PH con las membranas. El
dominio PH de la B espectrina se une débilmente a todos los Pls. Se presupone, pues, que su
ligando fisioldgico serd el PI mas abundante, el PI(4,5)P, en la MP y el PI(4)P en el Golgi. Se ha
demostrado in vitro que el dominio PH de la B espectrina se une a PI(4,5)P, con baja afinidad y

poca especifidad (Harlan y col., 1994; Hyvoénen y col.,, 1995). La red del citoesqueleto de
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espectrina contiene muchas moléculas de espectrina, y por tanto, muchos dominios PH. Estos
ensamblajes serian capaces de fortalecer la unién a membrana a pesar de que por si solos son
interacciones débiles. Por tanto el dominio PH de la Blll espectrina no seria el responsable de
dirigir la proteina hacia el Golgi pero si que es el determinante de la asociacidon de la Bl
espectrina con las membranas del organulo.

Es posible que la unidn de Pls observada in vitro no tenga relevancia in vivo, y que otros
dominios de esta proteina u otros ligandos puedan ser mas relevantes. Sin embargo, los
dominios PH de este tipo tienden a permanecer en el citoplasma cuando se expresan de forma
aislada. Nuestros resultados corroboran esta afirmacidn, puesto que al sobreexpresar el
dominio PH de la Blll espectrina lo detectamos en la MP y por el citoplasma, sugiriendo que la
unién del dominio PH de la BlIl espectrina a las membranas del Golgi a través de los Pls
coopera con otras interacciones mediadas por este mismo dominio PH o por otros dominios de
la misma proteina.

Estudios in vitro han identificado tres sitios de unién a membrana llamados dominios MAD (del
inglés membrane association domain) en las B espectrinas (MAD1-3) (Morrow y col., 1997;
Lombardo y col., 1994; Davis y Bennett, 1994). El dominio MAD1 se encuentra en el N-terminal
y se compone del dominio ABD y del sitio de unién a Arp1; el MAD2 esta en el C-terminal y
esta formado por el dominio PH; el MAD3 comprende las repeticiones de espectrina B3-B7. Se
postula que los dominios MAD1 y 2 trabajan conjuntamente para dirigir la localizacion
subcelular de la espectrina. Nuestros experimentos para elucidar la importancia de la unién de
la BlIl espectrina con la actina asociada al Golgi indican claramente que ésta no es requerida
para su localizacidn en el Golgi. Hemos demostrado que la disrupcién de la dindmica de actina
no tiene ningun efecto sobre la localizacién de la Blll espectrina en el Golgi, lo que indica que la
interacciéon con la actina podria tener un papel secundario (si es que tiene alguno). Otros
estudios han revelado que la afinidad de la interaccién actina-espectrina aumenta en
presencia de aducina (Li y Bennett, 1996), siendo esta interaccién mucho menos importante
que la de Arpl y BIlll espectrina. Sin embargo, a dia de hoy no se ha detectado ninguna
isoforma de aducina asociada al Golgi.

Una de las potenciales vias reguladoras que acontecen durante la remodelacidon de la
estructura de las membranas es la fosforilacion de la espectrina. Se ha demostrado que la
fosforilacién de la B espectrina es esencial en la desestabilizacidon de la membrana eritrocitaria
(Manno y col., 1995; Perrotta y col., 2001; Pinder y col., 1977), en el desensamblaje del
citoesqueleto durante la mitosis (Fowler y Adam, 1992) y en el control de la estabilidad del
Golgi (Siddhanta y col., 2003). Las B espectrinas de todos los tejidos animales tienen dominios

PH en los extremos carboxilos (Macias y col.,, 1994; Zhang y col., 1995). Sin embargo, la
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primera B espectrina que se aisld, la Bl espectrina de los eritrocitos humanos, tiene un C-
terminal mas corto con una region Unica que puede ser fosforilada (Tang y Speicher, 2004). Lo
mismo sucede con la Bll espectrina de los mamiferos (Hayes y col., 2000; Bignone y col., 2007).
El significado del splicing alternativo de la Bl espectrina aln se desconoce. A pesar de que
parece que esta relacionado con las propiedades mecdanicas de la membrana del eritrocito, no
parece controlar la interaccidn de los dimeros de espectrina para formar los tetrdmeros
(Manno y col., 1995; Ungewickell y Gratzer, 1978).

En el caso del extremo carboxilo mds corto de la Bll espectrina, la fosforilacién de un residuo
treonina por la quinasa dependiente de AMPc o la proteina quinasa CK2 controla la interaccién
de los dimeros de espectrina (Bignone y col., 2007). Estudios fosfoprotedmicos indican que
todas las cadenas de espectrina humana pueden ser fosforiladas en los residuos que son
distintos para cada producto génico (Rush y col., 2005; Collins y col., 2005; Olsen y col., 2006).
Ademas, la region entre la ultima repeticién de espectrina y el dominio PH de la isoforma mas
larga de la BIl espectrina es altamente fosforilable aunque la correlacién funcional de este
evento aun no estd clara. La BV espectrina también se puede fosforilar y podria estar
involucrada en el mecanismo regulador de los canales de sodio (Navl.5) a través de su
fosforilacién directa por parte de la quinasa dependiente de calcio/calmodulina Il (Hund y col.,
2010).

En cuanto a la Blll espectrina, Siddhanta y col., (Siddhanta y col., 2003) observaron que la BlII
espectrina se puede fosforilar como resultado de una disminucién en la sintesis de PI(4,5)P,.
En su modelo postulan que cuando los niveles de PI(4,5)P, son basales, la mayor parte de la BllI
espectrina no esta fosforilada y se encuentra unida a las membranas del Golgi, manteniendo
asi la morfologia normal del organulo. Cuando los niveles de PI(4,5)P, disminuyen, una
proteina quinasa regulada negativamente por el PI(4,5)P, se reclutaria y/o activaria en las
membranas del Golgi. La fosforilacion de la PBlll espectrina por una quinasa desconocida
generaria la fosfoespectrina, que al disociarse de las membranas del Golgi, fragmentaria el
organulo.

Con estas observaciones y nuestros resultados, nos planteamos establecer un modelo andlogo
con ciertas proteinas con caracteristicas similares a las de la BlIl espectrina. Asi, nos fijamos en
la proteina FAPP1. La FAPP1 es una proteina adaptadora que controla la formacidn y fision de
las vesiculas post-Golgi y regula el transporte secretor desde el TGN hasta la MP. Esta proteina
es reclutada al Golgi a través de la unién de su dominio PH con el PI(4)P del organulo y con
ARF1. La ARF1 activada recluta la PI4KIIIB a las membranas del Golgi, aumentando la

concentracién local de PI(4)P y estimulando la rdpida acumulacion de FAPP1 (Godi y col.,
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2004). A través de este mecanismo, ARF también regula la union de la espectrina con el Golgi
(Godiy col., 1998).

Es interesante resaltar que el PI(4)P del Golgi recluta al TGN las proteinas FAPP1y FAPP2, CERT
y OSBP (Levine y Munro, 1998 y 2002; Nishikawa y col., 1998; Godi y col., 2004). Se postula que
estas proteinas de union a PI(4)P son cruciales para la regulacion de la homeostasis lipidica en
el TGN. Puesto que la Blll espectrina se encuentra mayoritariamente en el TGN y se une al
PI(4)P del Golgi, ésta podria participar en el mantenimiento de esta homeostasis lipidica.

Los niveles de estas proteinas en el TGN son controlados por la PKD. La PKD es una
serina/treonina quinasa mayoritariamente citosélica que es reclutada al TGN. Su actividad
quinasa es necesaria para la formacidon de un determinado tipo de ITs que llevan a cabo el
transporte desde el TGN hasta la MP (Bard y Malhotra, 2006; Malhotra y Campelo, 2011). La
PKD tiene dominios de unién a DAG (Baron y Malhotra, 2002) y a ARF1 (Pusapati y col., 2010)
que la reclutan al TGN asi como un dominio PH que regula negativamente su actividad (lglesias
y Rozengurt, 1998).

Se han identificado al menos tres sustratos de la PKD activada en el TGN: PI4KIIIB, CERT y
OSBP. La fosforilacion por parte de la PKD incrementa la actividad quinasa de la PI4KIIIB, que a
su vez aumenta la produccién de PI(4)P en el TGN (Hausser y col., 2005). La fosforilacién de
CERT (Fugmann y col., 2007) y OSBP (Nhek y col., 2010) por la PKD causa su disociacién del
TGN. Con los trabajos mencionados anteriormente sobre la fosforilacién de la BlIl espectrina,
hipotetizamos que la BlIl espectrina del TGN podria ser fosforilada por la PKD disminuyendo asi
su afinidad por el PI(4)P con lo que se disociaria de las membranas del Golgi bajo condiciones
en las que fuera necesaria una remodelacidn del citoesqueleto, como por ejemplo durante la
mitosis. Nuestros resultados muestran que la Blll espectrina no es un sustrato fosforilable por
la PKD, lo que nos inclina a descartar esta hipdtesis. A pesar de ello, nuestros resultados sobre
la fragmentacion del Golgi son similares a los observados por Nhek y col., en los que sugieren
que la localizacidn constitutiva de la OSBP en el Golgi previene su fragmentacién (Nhek y col.,
2010). Consistentes con estos resultados, también se ha observado una fragmentacién del
Golgi al deplecionar los niveles de otra proteina de la familia OSBP (Ngo y Ridgway, 2009).
Recapitulando, este trabajo aporta nuevos datos sobre el papel de la Blll espectrina en el
Golgi:

(1) La Bl espectrina se distribuye a lo largo de todo el Golgi pero estd enriquecida en los
compartimentos distales de éste (trans-Golgi y TGN). El analisis ultraestructural de las células
silenciadas contra la Blll espectrina sugiere que ésta podria participar en el mantenimiento de
la organizacion del Golgi puesto que se aprecia cierta desorganizacion estructural del ribbon

del Golgi acompafiada de una fragmentacién de las cisternas en grado variable en ausencia de
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BIll espectrina. En cambio, parece que no seria necesaria para compactar las cisternas ya que
éstas no estaban tan dilatadas como esperabamos (sélo las cisternas mas distales). Por tanto,
proponemos un modelo mixto entre el modelo de malla y el modelo SAATS, en donde la Bl
espectrina estaria formando parte del andamiaje de proteinas que mantienen la cinta del
Golgi.

(2) El hecho de que la Bl espectrina se localice también en los compartimentos proximales
explica el bloqueo del flujo de membrana y del transporte del VSV-G anterdgrado en la zona
RE/Golgi. Estas alteraciones pueden ser debidas a la incapacidad del complejo proteico
dineina/dinactina de reclutar la Blll espectrina al complejo motor. Sin embargo, el flujo de
membrana retrégrado permanece inalterado, probablemente gracias al inalterado
funcionamiento normal del motor cinesina, que se encarga del transporte de los ITs a través de
los MTs hacia el extremo (+). Por otra parte, también observamos alteraciones en el transporte
post-Golgi de proteinas solubles y de membrana, ya que como hemos comentado
anteriormente la BlIl espectrina se encuentra enriquecida en las zonas distales. En el andlisis
ultraestructural, se observan estructuras vesiculares de gran tamano que contienen un
elemento electrodenso en su interior y que podrian ser transportadores que han quedado
bloqueados en la zona post-Golgi debido a la ausencia de BlIl espectrina o bien elementos muy
dilatados del TGN.

(3) Hasta ahora no se sabia qué elementos eran determinantes para la asociacién de la Blll
espectrina al Golgi. Como hemos comentado anteriormente, existen al menos dos MADs en la
BlIl espectrina. EIl MAD1 se encuentra en el N-terminal y es responsable de la unién de la BlII
espectrina con la actina y con la Arp1. Nuestros resultados han demostrado que la dinamica de
actina no participa activamente en la localizacién de la BllIl espectrina en el Golgi. Ademas, al
sobreexpresar el dominio ABD se observé marcaje de fibras de estrés y lamelipodios pero en
ningun caso de Golgi. Estos resultados refuerzan otros estudios que han demostrado que la
unién de espectrina-actina es débil y que predomina la unidn con la subunidad Arpl de la
dineina. Por otra parte, hay que tener en cuenta que esta interaccion con la actina se fortalece
gracias a las proteinas 4.1 y aducina. El MAD2 se encuentra en el C-terminal y es dénde se
dispone el dominio PH de unidn a Pls. Hay muchos trabajos que describen la asociacién de la
BlIl espectrina con el Golgi a través del dominio PH que se une al PI(4,5)P, del Golgi. Se sugiere
que esta asociacidon se debe principalmente a ARF1, una GTPasa pequeiia que incrementa los
niveles de PI(4)P y por tanto los de PI(4,5)P,. Nuestros resultados no descartan estas
observaciones, pero demuestran que el PI(4)P resulta determinante en la unién de la Blll
espectrina con las membranas del Golgi. Por otro lado, la fosforilacién de la Blll espectrina

también podria ser un factor a tener en cuenta en cuanto a los determinantes de union al
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Golgi, pero los resultados apuntan a que no es sustrato de la PKD, quinasa que es reclutada y
activada en el TGN. Si se sabe que la PKD fosforila a la PI4KIIIB, incrementando asi la
produccién de PI(4)P en el TGN. Los niveles elevados de PI(4)P podrian favorecer la asociacion
de la Blll espectrina con las membranas del Golgi a través de su dominio PH, con lo que la

importancia de la fosforilacidn a través de este mecanismo seria indirecta.
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Conclusiones

1. La Bl espectrina esta enriquecida en los compartimentos distales del complejo de Golgi y

participa en el transporte secretor tanto de proteinas luminales como de membrana.

2. La BlIl espectrina es necesaria para el mantenimiento de la arquitectura en cinta del

complejo de Golgi y muy probablemente en el aplanamiento de las cisternas distales.
3. El fosfatidilinositol 4-fosfato es un determinante esencial en la asociacién de la Bl
espectrina con las membranas del complejo de Golgi. En cambio, la actina no participa en esta

asociacion.

4. La BlIl espectrina no es un sustrato fosforilable de la proteina quinasa D en el complejo de

Golgi.
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expression of PH domains of Golgi proteins that
specifically recognize this phosphoinositide
both displaced Blll spectrin from the Golgi.
However, the interference with actin dynamics

Background: Il spectrin localizes to Golgi
complex but its function remains unclear.

Results: BlIl spectrin is necessary for the
organization of the Golgi complex and for the

anterograde but not retrograde transport.
Conclusion: BIIl spectrin is a major skeletal
component of distal Golgi compartments that
maintains its structure and secretory pathway,
and that, PI4P contributes to its association with
Golgi membranes.

Significance: We here show new in vivo
evidences about the role of Blll spectrin at the
Golgi complex.

SUMMARY

A spectrin-based cytoskeleton is associated
with endomembranes including the Golgi
complex and cytoplasmic vesicles but its role
remains poorly understood. Using new
generated antibodies to specific peptide
sequences of the human Blll spectrin, we here
show its distribution in the Golgi complex,
where it is enriched in the trans-Golgi and
trans-Golgi network (TGN). The use of a drug-
inducible enzymatic assay that deplete the
Golgi-associated pool of PI4P as well as the
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using actin toxins did not affect the localization
of BlIl spectrin to Golgi membranes. Depletion
of Blll spectrin using siRNA technology and the
microinjection of anti-Blll spectrin antibodies
into the cytoplasm lead to the fragmentation of
the Golgi. Using a variety of protein transport
assays, we show that the ER-to-Golgi and post-
Golgi protein transports were impaired in il
spectrin-depleted cells. However, the
internalization of the Shiga toxin subunit B to
the ER was unaffected. We state that Blll
spectrin  constitutes a major skeletal
component of distal Golgi compartments,
where it is necessary to maintain its structural
integrity and secretory activity, and unlike
actin, PIP4 appears to be highly relevant for the
association of Blll spectrin the Golgi complex.

There is a spectrin-based skeleton that supports
cell shape and maintains the organization and
stability of the plasma membrane and its
mechanical properties (1-3). Spectrin is a
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cytoskeletal protein that binds simultaneously
to integral membrane proteins, cytosolic
proteins and certain phospholipids to create a
multifunctional scaffold. Spectrins are composed
of a and B subunits, which are assembled side
by side to form rod-like afp dimers, which in turn
self-associate to form tetramers. However, B-
spectrins can also exist as homopolymeric
complexes. While mammalian red blood cells
contain only one type of spectrin tetramer (alBl
subunits), nucleated cells contain numerous
isoforms of both subunits, which are located in
diverse endomembrane systems. The existence
of a Golgi-localized, spectrin membrane skeleton
was reported almost 20 years ago (4). Similarly
to what occurs in erythrocytes and other cell
types, such as epithelial cells (5,6), Golgi-
localized spectrin could act as an extensive, two-
dimensional interactive platform on the
cytoplasmic surface of Golgi cisternae regulating
its shape and transport functions (7-9). First
evidences of spectrin on Golgi and cytoplasm
vesicles were based on the reactivity of
erythroid Bl spectrin-specific antibodies with a
single polypeptide in purified rat liver Golgi
membranes with a similar molecular weight to
erythroid B spectrin (=220 KDa), and on the
ability of Bl spectrin peptides to compete with
the function of Golgi spectrin (10,11). Due to the
problems  with its  precise  molecular
identification, this band was initially referred to
as BIZ* spectrin, but after definite identification
it was named Bl spectrin (12). Over the years,
specific isoforms of spectrin-binding partners
typically present in the plasma membrane of red
blood cells have been localized in the Golgi, such
as ankyrin (Ankg11 and Ankies) (13,14), protein
4.1 (4.1B) (15), anion exchanger (AE2) (16), and
tropomyosin (17).

Disruption of the Golgi by brefeldin A (BFA)
quickly releases spectrin from the Golgi, which
suggests that its recruitment to Golgi
membranes is ARF-dependent (4,18). plll
spectrin interacts with PI(4,5)P, (18-20), and in
the absence of its synthesis, Blll spectrin is
phosphorylated at Ser and/or Thr residues
leading to its partial dissociation from the Golgi
and to its fragmentation (21). In respect to
protein trafficking, overexpression of the N-
terminal five repeats of BIZ* spectrin disrupts
Na’/K'-ATPase delivery to the plasma
membrane (22). Post-Golgi trafficking of

glutamate transporter EAAT4 and other synaptic
proteins is also impaired when mutations in the
BlIl spectrin occur in spinocerebellar ataxia type
5 (23-27). B spectrin participates in the dynein-
mediated cargo (melanin) and organelle
transport (melanosomes) along microtubules
(28), and PBIIl spectrin binds to the dynactin
subunit Arpl in vitro (29). In late endosomes, it
requires the active action of the tripartite
complex Rab7-RILP and ORP1L for their dynein-
dependent translocation to the minus-end of
microtubules (30).

In the present report, using new polyclonal
antibodies generated against different peptides
of the human BIlll spectrin, we provide new
insights into the role of the protein at the Golgi.
We found that (i) BlIl spectrin is enriched in
distal Golgi compartments; (ii) BllIl spectrin is
necessary to maintain both the perinuclear
ribbon-like morphology of the Golgi and the
anterograde, but not retrograde protein
transport; and (iii) Pl4P contributes to the
association of Bl spectrin with Golgi
membranes.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Antibodies and reagents — Mouse monoclonal
antibodies to GM130 and Golgin97 were from
Transduction Laboratories (Lexington, KY, USA)
and Molecular Probes (Paisley, UK), respectively.
Sheep anti-TGN46 and mouse anti-GST were
purchased from Abcam (Cambridge, UK), and
mouse anti-p190 RhoGAP was from BD
Biosciences (San Jose, CA, USA). Mouse
monoclonal antibodies to myc (clone 9E10) and
transferrin receptor, and rabbit polyclonal
antibody to RhoGDI and GFP were from Sigma-
Aldrich (St Louis, MO, USA), Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA), Santa Cruz (Delaware, CA,
USA) and Molecular Probes, respectively. Mouse
monoclonal antibody to CTR433 was kindly
provided by M. Bornens (Institute Curie, Paris,
France). Cyanine 3-conjugated rabbit secondary
antibodies were from Jackson Laboratories
(West Grove, PA, USA) and Alexa Fluor 488-
conjugated anti-mouse, anti-rabbit and anti-
sheep antibodies were obtained from Molecular
Probes. Peroxidase-conjugated secondary
antibodies were from Promega (Eugene, OR,
USA). Latrunculin B (LtB), nocodazole (NZ),
rapamycin and mowiol were from Calbiochem
(Darmstadt, Germany). Brefeldin A (BFA) was
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provided by Sigma-Aldrich and jasplakinolide
(Jpk) was from Invitrogen. [**S] protein labeling
mix (**S-EXPRESS) was from PerkinElmer
(Whaltam, MA, USA). Endoglycosilase H (Endo
H) was purchased from New England Biolabs
(Ipswich, MA, USA).

Cell lines and cell culture — Immortalized human
pigment epithelial hTERT-RPE1 cells were
cultured in DMEM/F12 1:1 (Invitrogen). NRK,
COS-7 and Hela cells that constitutively express
VSV-G-GFP (a gift of V. Malhotra, Centre for
Genomic Regulation, Barcelona, Spain) were
grown in DMEM, all of them containing 10% of
FBS. All culture media were supplemented with
1 mM sodium pyruvate, 2 mM glutamine, 100
U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin.
Cells were grown in a humidified incubator in
5% CO, at 37°C.

Transfection of plasmids and siRNAs — Plasmids
were transfected with FUGENE® HD (Promega)
following the manufacturer’s recommendations.
Experiments to evaluate the effects of
transfection were performed at least 16 h later.
siRNAs for human Blll spectrin were purchased
from Dharmacon (ON-TARGETplus siRNAs; Ref.
L-012770-01-0005). siRNAs were employed in
two cycles of siRNA treatment (20 nM each)
with a delay between them of 24 h, and for a
total of 96 h using Hiperfect® as transfection
agent (Qiagen, Hilden, Germany). All siRNA-
mediated knock-down experiments were
validated with a pool of four non-targeting
siRNAs (Dharmacon, Ref. D-001810-10-05).
Immunofluorescence microscopy — Cells were
fixed in 4% paraformaldehyde in PBS for 10 min,
rinsed in PBS and incubated in PBS containing 50
mM ammonium chloride. Then, cells were
permeabilized for 10 min in PBS containing 1%
BSA and 0.1% saponin. Primary antibodies were
incubated for 1 h and secondary antibodies for
45 min diluted in PBS containing 1% BSA.
Working dilutions are: anti-Blll spectrin, 1:150;
anti-GM130, 1:1000; anti-CTR433, 1:5; anti-
Golgin97, 1:300; anti-TGN46, 1:500; anti-GST,
1:200; anti-myc, 1:200; Cy3-anti-rabbit, 1:250
and Alexa Fluor 488 anti-mouse, anti-rabbit or
anti-sheep, 1:500. Immunostained coverslips
were mounted on microscope slides using
mowiol. Microscopy and imaging were
performed either with an Olympus BX60
epifluorescence microscope with a cooled Orca-
ER CCD camera (Hamamatsu Photonics, Japan)
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or with a Leica TCS-SL confocal microscope
(Leica Microsystems Heidelberg, Manheim,
Germany). The images were processed using
Image J software and Adobe Photoshop CS
(Adobe Systems, San Jose, CA, USA). The
analysis of the compactness of the Golgi was
carried out as described (31).

Subcellular fractionation — A pellet of RPE1 cells
was resuspended in XB buffer (20 mM Hepes,
150 mM KCI, pH 7.7) supplemented with
protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich), five
times the volume of the pellet. Extracts were
mechanically cracked with an insulin syringe and
centrifuged at 1000 g for 10 min to remove cell
debris and nuclei. The supernatant (total
fraction) was subsequently subjected to a 60
min ultracentrifugation at 60,000 rpm using a
MLA-130 rotor (Beckman Coulter Inc., Brea, CA,
USA). The resulting supernatant was the
cytosolic fraction, whereas the membrane pellet
was solubilized in the same volume as the
cytosolic fraction in RIPA buffer (50 mM Tris-HCI
pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1%
Sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 1 mM EDTA
plus protease inhibitors) for 60 min at 4°C. The
membrane fraction was then re-centrifuged for
60 min at 60,000 rpm to remove insoluble
material. All subcellular fractions were subjected
to 6% or 10% (v/v) SDS—polyacrylamide gel
electrophoresis. We used Bl spectrin antibodies
(1:500) to detect the BlIl spectrin, anti-RhoGDI
antibodies (1:1000) as a cytosolic marker and
anti-transferrin receptor antibodies (1:5000) as
a membrane marker. Golgi-enriched fractions
from rat liver were prepared as described
previously (32).

Protein transport assays — To examine the VSV-G
protein transport, stable Hela cells that
constitutively express VSV-G-GFP were grown
on 35-mm dishes, transfected with the
respective pools of siRNAs and incubated at
37°C for 72 h. The cells were then incubated at
40°C for 16 or 24 h. Cycloheximide was added to
a final concentration of 100 pg/ml (on the last
30 min) and then the cells were shifted to 32°C
to allow transport. At the indicated times, cells
were fixed and processed for
immunofluorescence analysis. In addition, the
cells were solubilized with 0.5% SDS and 1% 2-
mercaptoethanol (0.1 ml/dish) and heated at
100°C for 10 min. A portion of lysate was
digested with Endo H following the
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manufacture’s protocol and then subjected to
SDS-PAGE on 8% gels. VSV-G-GFP was visualized
by immunoblotting with a polyclonal anti-GFP
(1:25,000) antibody, and intensities of the
immunostained bands were quantified.

For the protein secretion experiments, RPE1
cells transfected with siRNA non-targeting,
siRNA BlII spectrin or treated with BFA (acting as
a positive control) were starved for 30 min in
Met/Cys-free media and then pulse-labeled with
20 pCi of [*°S]-Met/Cys mix per well in a 6-well
plate for 10 min. Then, cells were rinsed with
cold complete media and transferred to 19°C for
3h to let the accumulation of [*S]-labeled
proteins synthesized de novo. After the
incubation, cells were washed twice with 5%
BSA in PBS and then shifted to 37°C. To
determine the kinetics of secretion, culture
supernatants were collected at different times.
[*S]-labeled secreted proteins were precipitated
with 20% trichloroacetic acid (TCA), washed with
cold acetone and quantified by scintillation
counting. To determine total incorporation of
[**S]-Met/Cys into cellular proteins, cells were
lysed with 0.1 N sodium hydroxide in 0.1%
sodium-deoxicholate, treated with TCA and
processed as above. For additional control, cells
remained on ice before supernatants were
collected.

To follow the retrograde transport of Shiga toxin
(STxB), RPE1 cells treated with siRNA non-
targeting or siRNA Il spectrin were starved for
30 min in medium without FBS and then
incubated with 0.5 pg/ml of cyanine 3-tagged
STxB-KDEL for 1 h at 4°C, washed with cold PBS
to remove the unbound toxin and transferred to
37°C for indicated times. Cells were then
processed by indirect immunofluorescence.
Microinjection experiments — NRK cells were
plated onto 25-mm-diameter poly-D-lysine
coated-coverslips one day before the
microinjection. Purifed IgG fractions of anti-plll
spectrin antibody #33 or preimmune serum
together with dextran red were co-
microinjected into the cell cytoplasm with an
automated microinjection system (Leica AS TP).
After microinjection, the coverslips were
transferred to a Petri dish containing fresh
culture medium and returned to the incubator.
After 5 h, cells were fixed and the Golgi was
immunostained as indicated above.

Plasmids - Plasmids encoding GST-PH-FAPP1 and
GFP-PH-OSBP were provided by M. A. de
Matteis (Univeristy of Naples, Italy) and T.
Levine (University College London, London, UK),
respectively. Untagged and myc-tagged human
BlII spectrin plasmids were kindly provided by L.
Ranum (University of Minnesota, MN, USA). The
PH domain of BlIl spectrin was amplified from
the untagged BIlll spectrin plasmid with the
forward and reverse primers: 5’-
TTTGAATTCTCCACCATCCACACAAGCACCC-3’ and
5'TTTGGATCCCTACTTGTTCTTCTTAAAGAAGCT-3'.
Then, the PCR product was subcloned into the
pEGFP-C1 vector after cutting with EcoRl and
BamHI restriction enzymes. The actin-binding
domain (ABD) of Blll spectrin was generated
from the untagged Il spectrin construct using
the following forward and reverse primer pairs:
5’-AGCTGAATTCACCACCATGAGCAGCACGCTGTC
ACCC-3’ and 5’AGCTGGTACCCAGCTCCGAAGGCC
AGGGACTC-3’. This piece was then inserted
between the EcoRI-Kpnl sites of the pEGFP-N3
vector. Human mRFP-FKBP12-Sacl, mRFP-
FKBP12 only and TGN38-FRB-CFP have been
used as previously described (33).

8lll spectrin antibody preparation — A first round
of anti-Blll spectrin antibodies was produced at
the University Pompeu Fabra, Barcelona, Spain.
Briefly, peptides #3 and #5 were synthesized,
conjugated to a keyhole limpet hemocyanin
(KLH) and used to immunize rabbits to produce
antibodies #33 to #38 (see figure 1A). Final
bleedings  were purified by  affinity
chromatography with the respective peptides. A
second round of anti-Blll spectrin antibodies was
produced by Eurogentec (Liége, Belgium) using
peptides #1, #2 and #4 which were also
conjugated to KLH and injected to immunize
rabbits. Final bleedings were also affinity
purified.

RESULTS

BIll spectrin is enriched in distal Golgi
compartments — We generated a set of new
rabbit polyclonal antibodies from synthesized
peptides corresponding to different regions of
BlIl spectrin (Fig. 1A). For each antiserum, the
corresponding 1gG fraction and high-affinity
purified antibodies were tested for their ability
to stain the Golgi by indirect
immunofluorescence and/or by western blotting
to recognize a band with the expected
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molecular weight of the protein (=270 KDa). By

indirect immunofluorescence, antibody #33
stained a peri- or juxtanuclear nuclear
compartment corresponding to the Golgi

complex in several clonal cell lines (Figs. 1B and
2). Antibody #82 recognized by western blotting
an immunoreactive double band above 250 KDa
in a variety of whole cell lysates and in Golgi-
enriched fractions from rat liver (Fig. 1C).
However, after knocking-down BIll spectrin
expression by RNAI, only the lower band of the
doublet was affected (see Figs. 3A and
supplemental Fig. S1). Antibody #82 also
recoghized the exogenously expressed myc-
tagged Bl spectrin in RPE1 cells (supplemental
Fig. S1). The rest of antibodies where much less
efficient, and therefore, we chose antibodies
#33 and #82 for immunofluorescene and
western blotting experiments, respectively. To
examine in more detail the subcellular
distribution of Bl spectrin in the Golgi, we
performed co-localization studies using confocal
microscopy with well-established markers of the
proximal (GM130 and CTR433) and distal
(Golgin97 and TGN46) Golgi compartments (Fig.
2). In RPE1 cells, Bl spectrin distribution
overlapped with all the Golgi markers tested
(Fig. 2A), but the co-localization was much
tighter with the trans-Golgi and TGN markers
(Fig. 2B). Furthermore, we always observed
persistent cytoplasmic and nuclear (excluding
nucleoli) stainings (Fig. 3B), the presence and
intensity of which was variable depending on
the cell examined.

BIll spectrin is necessary for the structural
integrity of the Golgi — To determine the
contribution of Bl spectrin to the structural
organization of the Golgi, we imaged RPE1 cells
following BIIl spectrin depletion using siRNA
technology (Fig. 3). Cells transfected for a total
of 96 h with a pool of four siRNAs against human
BlIl spectrin exhibited a significant reduction in
BIIl spectrin protein level (up to 85%) (Fig. 3A).
Note that the use of individualized siRNA did not
improve the level of protein reduction and
therefore, we chose the pool of siRNAs (Fig. 3A,
lane 2) for subsequent knock-down
experiments. In knocked-down cells, BlIl spectrin
was not observed at the Golgi, although the
diffuse nuclear and/or cytoplasmic staining
persisted. Concomitantly to the absence of Blll
spectrin, knocked-down cells showed a
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fragmented Golgi (Fig. 3B), which was quantified
using an index of “compactness” calculated from
measurements of the area and perimeter of
each Golgi element in control and knocked-
down cells (31). Results showed that the Golgi in
BllIl spectrin-depleted cells is significantly less
compact than in non-silenced cells (Fig. 3C). A
fragmented Golgi phenotype was also observed
in cells microinjected with purified anti-lll
spectrin  1gG fraction or affinity purified
antibodies into their cytoplasm (supplemental
Fig. S2).

811l spectrin participates in the secretory but not
the retrograde protein transport — We next
investigated whether the depletion of Plll
spectrin and the resultant Golgi fragmentation
have impact on the secretory membrane
trafficking. We first examined the anterograde
(ER-to-Golgi) and retrograde (Golgi-to-ER)
membrane flux at the ER-Golgi interface using
BFA. Whereas the addition of BFA produced the
rapid redistribution of Blll spectrin from the
Golgi to the cytoplasm (4), no delay in the
disassembly of the Golgi and subsequent
merging with the ER was observed
(supplemental Fig. S3). However, when the
anterograde membrane flux was examined after
the BFA wash-out, the reassembly of the Golgi
was blocked in Bl spectrin-silenced cells (Fig.
4A, C). We also examined the dynamic
disassembly and reassembly of the Golgi in cells
treated and subsequently washed-out with
nocadozole (NZ). No difference in the kinetics of
Golgi fragmentation after NZ treatment was
observed between control and silenced cells
(supplemental Fig. S3). However, after the wash-
out of NZ, the Golgi remained largely
fragmented in knocked-down cells, whereas the
Golgi was normally reformed in control cells
(Fig. 4B, C). These results are indicative that the
anterograde but not the retrograde membrane
trafficking between the ER and the Golgi is
impaired by the absence of Blll spectrin.

To explore these alterations in more detail, we
monitored the trafficking of cargo such as
membrane VSV-G and soluble proteins for the
anterograde transport (ER-to-Golgi/plasma
membrane), and the Shiga toxin subunit B for
the retrograde transport (plasma membrane-to-
Golgi-to-ER). We first investigated whether
depletion of BlIl spectrin interferes with VSV-G
transport (Fig. 5). Hela cells constitutively
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expressing VSV-G-GFP were transfected for 96 h
with non-targeting or Bl spectrin pool of
siRNAs. The transfected cells were incubated at
40°C to accumulate VSV-G in the ER. Upon the
shift to the permissive temperature (32°C), the
VSV-G exits from the ER and travels to the
plasma membrane passing through the Golgi
(Fig. 5A). The arrival of VSV-G to the plasma
membrane in knocked-down cells was slower
than in control cells (Fig. 5B and C). The analysis
of the kinetics of the acquisition of Endo H
resistance showed that the delivery of VSV-G
from the ER to the Golgi was significantly
delayed in BlIl spectrin-depleted cells (Fig. 5D).
We next examined whether the depletion of Blll
spectrin equally affected the secretion of [**S]-
labeled proteins from the Golgi. RPE1 cells were
transfected with non-targeting or Blll spectrin
targeting siRNA pools. As additional controls,
cells were previously treated with BFA or
incubated at 4°C. We observed that BlIl spectrin
depleted cells showed a two-fold reduction in
the secretion of labeled proteins (Fig. 5E).

The impact of BllIl spectrin on retrograde
transport of the subunit B of the Shiga toxin that
contains in its carboxyl-terminus the ER
retention sequence KDEL (STxB-KDEL) was also
investigated (supplemental Fig. S4). Briefly,
control and Bl spectrin-depleted RPE1 cells
were incubated with STxB-KDEL at 4°C for 1 h,
rinsed and then shifted to 37°C to allow its
internalization until the ER with transit in early
endosomes and the Golgi (33). No difference in
the appearance of the STxB-KDEL to the Golgi
and to the ER was observed between control
and Bl spectrin-silenced cells.

PI4P but not actin contributes to the association
of Blll spectrin to the Golgi — It has been
previously reported that the actin-binding
domain (ABD) and the membrane associated
domain MAD1 target BIZ* spectrin to the Golgi
in MDCK cells (22). On the other hand, the
dynactin subunit Arpl binds in vitro more
efficiently than actin to Pl spectrin (29).
Keeping all this in mind, we next investigated to
what extent phosphoinositides and actin
dynamics contribute to the localization of Blll
spectrin to the Golgi in vivo. It has been
previously reported in vitro that the PH domain
of B spectrin binds to PI(4,5)P, with low affinity
and poor specificity (35—37). Whereas previous
work have shown that PI(4,5)P, levels mediate in

vitro the association of Blll spectrin with Golgi
membranes and liposomes (18,20), it is also
well-known that the intrinsic level of PI(4,5)P, in
the Golgi is very low (38). Therefore, the PH
domain of BlIl spectrin either has little or no
relevance in vivo or, alternatively, other
phosphoinositide(s) significantly contribute to
BlIl spectrin recruitment to Golgi membranes.
Since PI4P is highly enriched in Golgi membranes
(38,39), we investigated its potential
contribution to the association of Blll spectrin to
Golgi membranes. For this purpose, the Golgi-
associated pool of PI4P was depleted by the
rapamycin-induced targeting of a recruitable
Sacl phosphatase to the Golgi (33). COS-7 cells
were co-transfected with the Golgi-targeted
CFP-TGN38-FRB and the cytosolic mRFP-FKBP12
or the cytosolic mRFP-FKB12-Sacl phosphatase,
whose action onto the Golgi-associated Pl4P
pool was monitored by the GFP-fused PH
domain of OSH1. Cells were fixed and incubated
with BlIl spectrin antibodies after incubation
with rapamycin. We observed a loss of Blll
spectrin staining in cells where the Sac-1
phosphatase was recruited to the Golgi (Fig. 6A).
Recruitment of FKBP12 without the Sacl
phosphatse was used as a control. Although this
negative control also showed some effect in a
few cells, its much smaller effect was
attributable to the expression of the TGN38
recruiter construct. Therefore, special attention
was paid to compare cells where the TGN38
recruiter was not expressed at high level. As a
complementary approach, we also examined
whether the PH domain of proteins that are
recruited to the Golgi through binding to PI4P
were able to displace BlIl spectrin from the Golgi
(40). The PH domains of oxysterol-binding
protein (OSBP) and the four-phosphate-adaptor
protein 1 (FAPP1) have been shown to recognize
PI4P (41). It has to be noted that Golgi
recruitment of these PH domains is Arfl-
dependent and at high expression levels, they

can also sequester Arfl to induce Golgi
fragmentation and interfere with Golgi
trafficking  via this mechanism (42).

Nevertheless, RPE1 cells expressing the GST-
tagged PH domain of FAPP1 or the GFP-PH
domain of OSBP at moderate levels did
effectively displace BlIl spectrin from the Golgi
(Fig. 6B). Next, the isolated PH domain of Bl
spectrin was cloned into a eukaryotic expression
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vector tagged with GFP. Strikingly, when this
construct was expressed in RPE1 cells, the GFP
fluorescence was localized only to the plasma
membrane (supplemental Fig. S5A). This result
indicated that the lipid binding by the PBlll
spectrin PH domain alone is not sufficient for
Golgi localization and has to cooperate with
other interactions to drive multivalent Golgi
membrane association of the full BlIl spectrin
molecule. In this respect, we reasoned that the
ABD could be one of them. Thus, we cloned and
GFP tagged the isolated ABD of Blll spectrin and
it was subsequently expressed in RPE1 cells. As
with the PH domain, the ABD-GFP only localized
to the plasma membrane (supplemental Fig.
S5B). Next, we examined the contribution of
actin dynamics in the localization of Blll spectrin
to the Golgi. Thus, RPE1 cells were treated with
actin  drugs that either depolymerize
(latrunculin) or stabilize (jasplakinolide) actin
filaments and subsequently co-stained for
GM130 and Blll spectrin (supplemental Fig. S6A).
Confocal analysis of immunofluorescence
images showed that the compact Golgi was
invariably stained for Blll spectrin with no
significant changes in response to treatment
with either drug. This observation was
confirmed when the cytosolic and membrane-
associated pools of BlIl spectrin were examined
by cell fractionation and western blotting
analysis (supplemental Figs. S6B, C).

DISCUSSION

Studies from several laboratories, including our
own, have implicated actin filaments, actin-
binding and regulatory proteins, actin motors
and spectrin-based cytoskeleton isoforms in
maintaining the structure and protein transport
of the Golgi complex in mammalian cells.
Whereas the importance of a non-erythroid
spectrin-based cytoskeleton at the Golgi in
mammalian cells preceded the evidence
concerning the involvement of actin-binding and
regulatory proteins and myosins, new insights to
define the role of spectrin in the Golgi and in the
secretory pathway was lagging due, at least in
part, to the limited availability of specific
molecular tools. Here we provide new insights in
the role of spectrin-based cytoskeleton at the
Golgi using new antibodies raised against
specific peptide sequences of human Bl
spectrin and the siRNA technology to knock-
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down the expression of the protein. We show
that PI4P is necessary for the binding of Bl
spectrin to the Golgi and that Bl spectrin is
important for the maintenance of normal Golgi
morphology and for anterograde transport of
both membrane and soluble proteins.

In regard to the subcellular localization of PllI
spectrin at the Golgi, we found that (i) Pl
spectrin  is  enriched in distal Golgi
compartments (see below), and (ii) the staining
pattern observed under the confocal microscopy
does not show a continuity, but a punctated and
dashed pattern that variably matches the Golgi
compartment. We do not know what might be
the significance of this observation, but we
speculate that it might represent the staining of
some of the two regions that defines the Golgi
stack: the central, compact or poorly
fenestrated, or the lateral, non-compact or
highly fenestrated (43). The former would be
analogous to what occurs in red blood cells
whose submembraneous localization
determines their characteristic discoid shape;
conversely, the latter would be consistent with
the previously postulated role of B spectrin as an
exocytic coat protein (9). Ultrastructural
localization of BlIl spectrin at the Golgi should
definitively resolve this possibility but,
unfortunately, none of our antibodies were
suitable for immuno-EM techniques.

The co-localization of Blll spectrin was the
highest with markers of the distal Golgi
compartments. A gradient of PI4P enrichment
across the Golgi stack has been postulated with
cis-Golgi harboring the least amount of PI4P and
the TGN the greatest (44,45). Given the
importance of PI4P for the association of Blll
spectrin to the Golgi, the enrichement of plll
spectrin to distal Golgi could also follow this
PI4P gradient. Conversely, BlIl spectrin could
actively  participate in the membrane
organization of cisternae by regulating the
spatial availability of the pool of PI4P which is
used as substrate in the local lipid homeostasis,
and/or as a lipid recruiter of PI4P-binding
proteins involved both in transport carrier
biogenesis (cargo sorting, packaging and
trafficking) and lipid homeostasis such as OSBP1,
FAPP2, CERT or GOLPH3 (45-47). The potential
regulation of BlIl spectrin on the PI4P availability
could also explain the observation that secretory
transport carriers contain less PI4P than do the
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TGN membranes from which they are budded
(48).

BlIl spectrin participates in the maintenance of
the characteristic morphology of the Golgi
complex since depletion of the protein by
siRNAs leads to the fragmentation of the
organelle. Previously it was postulated that the
fragmentation of the Golgi in response to
decreased PI(4,5)P, synthesis might be
attributed to the dissociation of BlIl spectrin
from Golgi membranes and concomitantly to its
phosphorylation observed in vitro (21). We
cannot rule out that Blll spectrin is subject to
phosphorylation in Golgi membranes, but our
antibodies and experimental conditions do not
allow to reach any conclusion concerning this
question. Although some of the antibodies
labeled two closely migrating bands in total cell
lysates with the expected molecular weight of
the protein, only the lower band was affected
after silencing with the siRNAs. Therefore, the
structural integrity of the Golgi architecture
seems to be linked to a function of BlIl spectrin
related to phosphoinositide homeostasis, in
which PI4P appears more relevant than
PI(4,5)P,.

The fragmentation of the Golgi complex as a
result of the depletion of Bl spectrin is
accompanied by a blockade in the protein
transport of the integral membrane VSV-G and
luminal proteins to the plasma membrane and
the extracellular medium, respectively. We also
observed a complete blockade of the Golgi
reassembly during recovery from BFA and NZ
treatments, consistent with a defect in the
anterograde membrane flow from the ER. Such
impairments could be linked to the reduced
capacity to recruit dynein/dynactin motor
complex in the absence of Bl spectrin. Under
normal conditions this motor complex mediates
binding to Arp1 (29). Curiously, the dispersion of
the fragments of the Golgi are not completely
scattered throughout the cytoplasm, but are
restricted around the centrosome area, whose
phenotype probably reflects the predominant
unaffected activity of microtubule plus-end
kinesin motor activity which can be only partially
compensated by the residual minus-end
directed activity of BllIl spectrin linked to
dynein/dynactin complex motor.

In conclusion, the use of new antibodies to
human BlIl spectrin unequivocally demonstrates

its presence in the Golgi complex in a variety of
mammalian cell lines and reveals its enrichment
in distal compartments of the organelle.
Moreover, knock-down experiments provided
clear evidence for the importance of Blll spectrin
in the maintenance of the structural integrity of
the Golgi and in the anterograde secretory
trafficking. Finally, PI4P is found to be a major
determinant for the association of BlIl spectrin
to Golgi membranes.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. Characterization of antibodies against specific peptide sequences of human Blll spectrin.
(A) Schematic representation of human BlIl spectrin and targeted regions are indicated by arrows.
Peptide #1 targets the actin-binding domain (ABD); peptide #2 to the first spectrin repeat (Sp);
peptides #3 and #4 to the non-specific region; and peptide #5 to the PH domain. Table shows the
complete aminoacid sequence of the five selected peptides. The names of obtained antibodies are
also given. (B) Immunostaining of RPE1, COS-7 and NRK cells employing antibody #33. The images
were analyzed by confocal microscopy. Bar, 10 um. (C) Western blotting analysis using preimmune
serum or affinity purified antibody #82 of whole cell lysates from indicated cell types and Golgi-
enriched fractions from rat liver. Arrowhead indicates the expected Blll spectrin band.

FIGURE 2. BIlI spectrin is enriched in distal Golgi compartments. (A) Co-localization of BlIl spectrin
with Golgi markers. RPE1 cells were co-stained with anti-Blll spectrin antibody #33 and antibodies
against cis- (GM130), medial- (CTR433), trans-Golgi (Golgin97) or the TGN (TGN46) proteins. Merge
pixels are shown in white to facilitate the visualization of the co-labeling. Bar, 10 um. (B) Quantitative
analysis of the co-localization shown in (A).

FIGURE 3. Depletion of Blll spectrin fragments the Golgi. (A). Silencing of Blll spectrin in RPE1 cells.
Total cell lysate from RPE1 cells transfected for 96 h with control siRNA (non-targeting siRNA pool;
lane 1) or Bl spectrin siRNA pool composed of four siRNAs (lane 2) or individualized siRNA (from #1
to #4; lanes 3, 4, 5 and 6, respectively) were subjected to immunoblot analysis using affinity purified
antibodies against BlIl spectrin. Note the reduction of the lower electrophoretic band indicated with
the arrowhead. Values are the mean = SEM from three independent experiments. Statistical
significance according to one-way ANOVA, using Bonferroni’s multiple comparison test (***p < 0.001
respect to siRNA non-targeting). p190 RhoGAP was used as a loading control. (B) Fragmentation of
the Golgi in BlIl spectrin-depleted RPE1 cells. Cells transfected with control siRNA or Blll spectrin
siRNA pool were stained with anti-Blll spectrin antibodies and the trans-Golgi marker Golgin97. Note
the fragmented and variably dispersed Golgi phenotypes observed in Blll spectrin-depleted cells
(asterisks). Bar, 10 um. (C) Quantitative analysis of the fragmentation of the Golgi in control and BllI
spectrin-depleted cells shown in (B). The data show the mean * SEM from three independent
experiments. Statistical significance using the Student’s t-test, ***p < 0.001.

FIGURE 4. Depletion of BIll spectrin blocks the reassembly of the Golgi. Cells transfected with
control or BlIl spectrin siRNA pools were first treated with (A) BFA (2.5 pg/ml for 90 min; +BFA) or (B)
NZ (10 uM for 3 h; +NZ). Thereafter, cells were washed-out, fixed at different time points (until 60
min for BFA or 2 h for NZ treatments), and co-stained with antibodies to Blll spectrin (not shown) and
to TGN46. Insets are representative images of enlarged cells. Bar, 10 um. (C) Quantitative analysis of
the reassembly of the Golgi marker GM130 after BFA or NZ washed-out in control and Blll spectrin-
depleted cells. Values are the mean + SEM from three independent experiments (100 cells each).
Statistical significance according to two-way ANOVA using Bonferroni’s post-tests (*p < 0.05; **p <
0.01; ***p <0.001).

FIGURE 5. Depletion of Blll spectrin impairs the anterograde transport of the VSV-G and the post-
Golgi secretion of [**S]-labeled proteins. (A) Representative images of Hela cells constitutively
expressing VSV-G-GFP mutant form ts045 show the viral protein in the ER at 40°C, or in the Golgi (30
min) or the plasma membrane (PM; 90 min) when cells were shifted to 32°C. Bar, 10 um. (B)
Representative images of VSV-G-GFP expressing Hela cells silenced with non-targeting or Blll
spectrin siRNAs after 15 and 60 min after being shifted to 32°C. (C) Quantitative analysis of results
partially shown in B. The graph shows the percentage of the cells in which VSV-G-GFP is mainly
visualized to the ER, to the Golgi or to the PM. Data is shown as the mean * SEM of three
independent experiments (100 cells each). (D) Biochemical transport assay for VSV-G-GFP using Endo
H. Hela cells constitutively expressing VSV-G-GFP were transfected for 96 h with siRNA control or
against Blll spectrin and incubated at 40°C for the last 24 h. Then, cells were shifted at 32°C to induce
the transport of VSV-G from the ER, lysed at indicated times and subjected to Endo H treatment. R
and S indicate Endo H-resistant and —sensitive forms, respectively. The ratio of the amount of Endo
H-resistant form to that of total amount is plotted. Values are represented as the mean + SEM of
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three independent experiments. Statistical significance according to two-way ANOVA using
Bonferroni’s post-tests (*p < 0.05). (E) RPE1 cells were transfected with control or with BlIl spectrin
siRNA. Ninety-six h after the transfection, cells were pulse labeled with [*9] Met/Cys, incubated at
19°C for 3 h and then shifted to 37°C. At the indicated times, proteins in the culture supernatants and
the cell lysates were precipitated and quantified by scintillation counting. As additional controls, the
secretion assay was performed at 4°C or in cells treated with BFA. Results are the mean + SEM from
at least three independent experiments. Statistical significance according to two-way ANOVA using
Bonferroni’s post-tests (**p < 0.01 and ***p < 0.001).

FIGURE 6. The association of Blll spectrin to Golgi membranes requires PI4P. (A) COS-7 cells were
transfected with the Golgi-targeted TGN38-FRB-CFP and the cytosolic mRFP12-FKBP only or with the
cytosolic mRFP-FKBP12-Sacl phosphatase. Live cells were preincubated for 5 min with rapamycin
(100 nM), fixed and incubated with antibodies against Blll spectrin. Bar, 10 um. (B) RPE1 cells either
expressing the GST-tagged PH domain of FAPP1 or the GFP-tagged PH domain of OSBP were fixed
and stained with anti-GST and anti-Blll spectrin antibodies, or only with anti-Blll spectrin antibodies,
respectively. Note that cells with the Golgi-recruited PI4P Sacl phophatase or with the presence of
the PH domain of either FAPP1 or OSBP in the Golgi showed no staining for Blll spectrin (asterisks).
Bar, 10 um.
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FIGURE 2.
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FIGURE 3.
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FIGURE 4.
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FIGURE 5.
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FIGURE 6.
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SUPPLEMENTAL DATA

FIGURE S1. Further characterization of antibodies raised to specific peptide sequences of
human BIll spectrin. Western blotting analysis of RPE1 cells expressing myc-tagged Blll
spectrin using anti-myc or anti-Blll spectrin antibodies #82. As shown, Blll spectrin antibodies
reveal the same immunoreactive band using anti-myc antibodies. Furthermore, this
experiment help us to undoubtedly identify the Blll spectrin band as the lower electrophoretic
one observed in whole cell lysates of RPE1 cells (arrowhead), which is in addition the only
immunoreactive band that decreases after the depletion of Blll spectrin.

FIGURE S2. Fragmentation of the Golgi in cells microinjected with anti-Blll spectrin
antibodies. NRK cells were co-microinjected with dextran red (to identify microinjected cells)
and preimmune or purified 1gG fraction #33 against Blll spectrin serum. After 5 h, cells were
fixed and stained for the Golgi marker GM130. Note that the Golgi of microinjected cells
(asterisks) with anti-BllIl spectrin IgG fraction resulted in a variable fragmentation in contrast to
the virtually unaltered Golgi observed in cells microinjected with the preimmune serum or
neighboring non-microinjected cells. Bar, 10 um.

FIGURE S3. Depletion of BIll spectrin alters neither the Golgi disassembly nor the Golgi
fragmentation induced respectively by BFA and NZ. RPE1 cells transfected with control siRNAs
or with siRNA pool directed against BlIl spectrin were treated with BFA (30 min) or with NZ (2
h) for different times, fixed and co-stained for Blll spectrin (not shown) and TGN46. The Golgi
was equally disassembled in control and knock-down cells after drug treatments. Insets are
representative images of enlarged cells. Bar, 10 um.

FIGURE S4. The retrograde transport of STxB-KDEL to the ER is unaltered in the absence of
BlII spectrin. Immunofluorescence microscopy of the retrograde transport kinetics of the cy3-
tagged Shiga toxin fragment B containing the ER-retention signal KDEL (STxB-KDEL) in control
and BlII spectrin knocked-down RPE1 cells. Plasma membrane internalization of bound STxB-
KDEL at 4°C was performed at 37°C for different times until the arrival to the ER (identified by
the reticular staining pattern), crossing firstly the Golgi (identified by the juxtanuclear staining).
Both in control and silenced cells, the arrival to the ER occurred simultaneously. Bar, 10 um.
FIGURE S5. Isolately expressed GFP-tagged Pleckstrin homology (PH) or actin-binding (ABD)
domains of BlIl spectrin localize only in the plasma membrane. RPE1 cells expressing for 18 h
the GFP-PH domain (A) or ABD-GFP domain (B) of BlIl spectrin, were fixed, stained for BllI
spectrin and analyzed by confocal microscopy. The localization of BlIl spectrin of transfected
cells resulted unaffected (asterisks). Bar, 10 um.

FIGURE S6. The interference with the actin dynamics does not alter the association of llIl
spectrin to the Golgi. (A) RPE1 cells were treated with latrunculin B (LtB; 500 nM for 1 h) or
jasplakinolide (Jpk; 500 nM for 1 h), fixed and co-stained for Blll spectrin and GM130. Bar, 10
pm. (B) Cellular fractionation assay showing total lysate (T) membrane (M) and cytosolic (C)
fractions of RPE1 cells treated or not with actin toxins indicated in panel A. The transferrin
receptor (TrfR) and RhoGDI were used as indicators of the enrichment degree and loading
controls of membrane and cytosolic fractions, respectively. (C) Quantitative analysis of results
shown in panel B. Values are the mean + SEM from at least three independent experiments.
Note that actin toxin treatments perturb neither the localization of BlIl spectrin to the Golgi
nor its membrane and cytosolic-associated pools.
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FIGURE S5.
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FIGURE S6.
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