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Introduccié

1.1 IMPORTANCIA BIOLOGICA I COMPLEXITAT BIOSINTETICA
DELS ISOPRENOIDES VEGETALS

Les plantes sintetitzen una gran varietat de compostos isoprenoides que es correspon
amb una gran diversitat d’‘estructures i funcions (figura 1). Alguns d‘aquests compostos
isoprenoides son essencials pel creixement i desenvolupament de la planta (fitohormones,
pigments fotosintétics, esterols, etc.) mentre que d’altres juguen un paper important en la
interaccié de la planta amb el seu entorn, com per exemple els monoterpens volatils o els
sesquiterpens de defensa (revisat a McCaskill, 1998; Chappell, 2002). En contrast amb la seva
gran diversitat, tots els compostos isoprenoides deriven d’un precursor comu de cinc atoms de
carboni, l'isopentenil difosfat (IPP). Per I'addicié successiva d’IPP sobre el seu isomer actiu (el
dimetilal-lildifosfat o DMAPP) es sintetitzen una série de prenildifosfats de cadena lineal per
I'accié de les preniltransferases (figura 1). D’aquesta manera es sintetitzen el geranildifosfat o
GPP (de 10 carbonis o C10), el farnesildifosfat o FPP (C15) i el geranilgeranildifosfat o GGPP
(C20). A partir d'aquests prenildifosfats deriven les diferents branques de la via, on es
produeixen elongacions electrofiliques, ciclacions i reordenacions per tal d’originar tota la
varietat d’isoprenoides. (revisat a Gray, 1987; Chappell, 1995b; McGarvey i Croteau, 1995). En
base a aix0, els isoprenoides s’han classificat en funcidé del nombre de carbonis. Aixi, els
compostos de 5 carbonis (C5) s'anomenen hemiterpens i deriven de I'IPP; els compostos C10
s'anomenen monoterpens i deriven del GPP; els compostos C15 s’anomenen sesquiterpens i
deriven del FPP; els compostos C20 s’anomenen diterpens i deriven del GGPP. Per condensacio
de dues molécules de FPP es produeixen els triterpens (C30), mentre que per condensacié de
dues molécules de GGPP es produeixen els tetraterpens (C40). Es pot observar que tots els
isoprenoides tenen un nimero de carbonis multiple de 5, doncs deriven del precursor IPP o
isopré. En conjunt, estem davant d’una via metabolica extremadament complexa i ramificada, i

de vital importancia per la planta.

CLASSE EXEMPLES FUNCIO

> > CITOQUININES............... Regulador del creixement
IPP HEMITERPENS (C5) ISOPENTENIL-RNA.......Traduccié

GPP —» MONOTERPENS (C10) = OLIS ESSENCIALS......... Aromes

* SESQUITERPENS (C15)=— FITOALEXINES............... Substancies de defensa
b" FPP < TRITERPENS (C30) > ESTEROLS.........ccovvmunnd Estructura de membranes
PRENILACIO * BRASSINOSTEROIDES..Regulador del creixement
DE PROTEINES

DITERPENS (C20) — GIBEREL-LINES... ..Regulador de creixement
GGPP / CLOROFIL-LES............... Fotosintesi

(cadenes fitol)

TETRATERPENS (C40) > CAROTENOIDES............ Fotosintesi
AcCID ABSCISIC Regulador del creixement

UBIQUINONA...........ceuu Transportador d’electrons
POLITERPENS (>C40) ——p>
PLASTOQUINONA ......... Transportador d’electrons

DOLICOLS

Glicosilacié de proteines

Figura 1. Esquema de la biosintesi d’isoprenoides a partir dels prenildifosfats IPP, GPP, FPP i GGPP.
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1.1.1 Distribucio subcel-lular de la biosintesi d’isoprenoides

En els dltims anys, s’ha pogut establir que en les plantes existeixen dues rutes de
biosintesi d'IPP independents que operen en diferents compartiments subcel-lulars. Per una
part, la ruta del mevalonat (MVA) esta localitzada en el citosol/reticle endoplasmatic i utilitza
acetil-CoA per la produccié d’IPP (figura 2). L'enzim HMG-CoA reductasa (HMGR), objecte
d’estudi del present treball, catalitza la conversi6 d'HMG-CoA en mevalonat, etapa considerada
com a limitant de flux en la biosintesi d’isoprenoides citosolics. D’altra banda, la ruta del
metileritritol-4-fosfat (MEP), que s’ha dilucidat recentment, utilitza piruvat i gliceraldehid-3
fosfat (G3P) per a la produccié d’IPP i esta localitzada als plastidis (revisat a Rodriguez-
Concepcién i Boronat, 2002). La compartimentacié subcel-lular de la via permet la biosintesis
d’isoprenoides al citosol/reticle endoplasmatic o RE (on es produeixen principalment esterols),
als plastidis (on es produeixen basicament les cadenes de fitol de les clorofil-les i els

carotenoides) i als mitocondris (on es produeix |'ubiquinona).

CITOSOL/RE
(via del MVA)
iC MITOCONDRI
(via del MEP) * UBIQUINONA

IPP MEP<—DXP<—Pi":-vat HMG-CoA

, S o

GPP —» MONOTERPENS Mevalonat

Y

IPP <—» omapp

GGPP —» CLOROFIL-LES

\\A CAROTENOIDES /
PLASTOQUINONES \’ FPS SESQUITERPENS
\ g CITOQUININES l
GIBBEREL-LINES PRENILACIO FPP—=——— Esqualé
DEPROTEINES  GGPS sas
V\ ESTEROLS
GGPP  BRASSINOSTEROIDES

Figura 2. Esquema simplificat de la distribucié subcel-lular de la biosintesi d’isoprenoides en cél-lules
vegetals (adaptat de Rodriguez-Concepcién i Boronat, 2002). S’ha destacat la reaccié catalitzada per
I’enzim HMG-CoA reductasa (HMGR), objecte d’estudi del present treball. També es mostra les reaccions
catalitzades per l'esqualé sintasa o SQS (primera etapa especifica de la biosintesi d’esterols), la
farnesildifosfat sintasa o FPS i la geranilgeranildifosfat sintasa o GGPS.

1.1.2 La ruta del mevalonat

Tal com s’ha indicat anteriorment, la biosintesi d’isoprenoides citosolics es produeix a
partir de I'IPP generat a través de la ruta del MVA. Aquesta ruta metabolica (revisada a
McGarvey i Croteau, 1995) s’inicia amb la condensacid seqliencial de tres molécules d'acetil-CoA
(figura 3) per produir 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzim A (HMG-CoA), i s‘aconsegueix en dues
reaccions independents catalitzades pels enzims acetoacetil-CoA tiolasa (AACT) i HMG-CoA
sintasa (HMGS). L'enzim HMG-CoA reductasa (HMGR) redueix I'HMG-CoA i produeix MVA, que
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és la primera molécula especifica de la ruta. Posteriorment, el MVA és doblement fosforilat per
I'acci6 de la mevalonat quinasa i la fosfomevalonat quinasa (MVK i PMK, respectivament).
Finalment, I'enzim mevalonat 5-difosfat descarboxilasa (PMD) promou la descarboxilacié del
mevalonat-5-PP per donar lloc a la molécula d'IPP. L'enzim IPP isomerasa (IDI) catalitza la

isomeritzacié de I'IPP en el seu isomer actiu DMAPP.

/ﬁ\ 5 HMGS \></ﬁ\
—

S-CoA S-CoA
Acetil-CoA Acetoacetil-CoA HMG-CoA
HMGR
PMK OH MVK v OH

\ /OH
HO2C €— Ho: - HOzC\></\
\/PF\/\

@@ o® oH

Mevalonat-5-PP Mevalonat-5-P Mevalonat (MVA)
PMD
)\/\ IDI )\/\
o®®
DMAPP

Figura 3. La ruta del mevalonat. AACT: acetoacetil-CoA tiolasa; HMGS: HMG-CoA sintasa; MVK:
mevalonat quinasa; PMK: fosfomevalonat quinasa; PMD difosfomevalonat decarboxilasa; IDI: IPP
isomerasa (adaptat de Gonzalez, 2002).

1.1.3 L’enzim HMG-CoA reductasa catalitza una etapa limitant de flux en la
biosintesi d’isoprenoides citosolics

L'enzim 3-hidroxi-3-metilgutaril Coenzim A reductasa (HMG-CoA reductasa o HMGR)
catalitza la conversio irreversible d'HMG-CoA en mevalonat, utilitzant NADPH com a donador
d’electrons i requerint d’un grup tiol reduit per una activitat optima. L'HMGR ha estat
ampliament estudiada en mamifers i en llevat, doncs catalitza una etapa limitant de flux en la
biosintesi de colesterol i ergosterol, respectivament (revisat a Goldstein i Brown, 1990;
Hampton, 2002). En aquests sistemes, la cél-lula exerceix un control molt fi sobre l'activitat
HMGR, que s’aconsegueix mitjangant multiples mecanismes reguladors que actuen a temps
curts (inhibici6 competitiva, efectes al-lostérics, fosforilacid reversible i proteolisi regulada
mediada per proteosoma) i a llarg termini (transcripcional). També s’han descrit mecanismes
que controlarien I'estabilitat del missatger i l'eficiéncia traduccional (revisat per Goldstein i
Brown, 1990).

En el cas de les plantes, s’ha proposat que I'HMGR també catalitza la primera etapa

limitant per la biosintesi d’isoprenoides citosolics com els esterols (Stermer et al., 1994;
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Chappell et al., 1995; Gonzalez, 2002). Tot i aixi, donada la complexitat biosintética i la
diversitat de funcions que exerceixen els isoprenoides en les plantes, és logic pensar que tant la
organitzacié de la via com els mecanismes de regulacié de les activitats enzimatiques (com
I’HMGR) siguin, fins i tot, més complexes que en animals o llevats. A continuacid, es presenten
alguns aspectes d‘organitzacié génica, regulacié i estructura de I'HMGR de plantes que,
efectivament, suggereixen una divergéncia respecte els models d‘animal i de llevat (Chappell,
1995b; McGarvey i Croteau, 1995; McCaskill, 1998).
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1.2 FAMILIES MULTIGENIQUES IMPLICADES EN LA
BIOSINTESI D’ISOPRENOIDES CITOSOLICS: INTRODUCCIO A
L’ESPECIALITZACIO FUNCIONAL

Un aspecte caracteristic de la biosintesi d’isoprenoides citosolics en plantes és que molts
dels enzims de la via estan codificats per families multigéniques. Sén nombroses les aportacions
que s’han fet en aquest sentit en diferents sistemes vegetals, on el nombre de gens de cada
familia varia en funcioé de I'especie. A tall d’exemple, la familia multigéncia de I'HMGR presenta
2 gens en Arabidopsis, 3 en arros, 4 en tomaquet o 9 en patata. En el cas d'Arabidopsis,
diferents enzims de la via presenten families multigéniques (taula 1). No és estrany que els
diferents gens de cada familia s’expressin de manera diferencial i/o produeixin isoformes
enzimatiques amb localitzacions subcel-lulars diferents. Aquests fets suggereixen que la
maquinaria biosintética d’isoprenoides s’ajusta finament a les necessitats d’isoprenoides
especifics de cada teixit o tipus cel-lular.

Taula 1. Families multigéniques que codifiquen per alguns dels enzims de la biosintesi d’isoprenoides

citosolics en Arabidopsis (adaptat de Marin, 2003).

[Enzim___________]Gens__|isoformes | Caracteristiques Referéncies

Acetoacetil-CoA tiolasa AAT1 AACT1 Citosolica; Expressio (Ahumada, 2001)
(AACT) constitutiva
AAT2 AACT2
Peroxisomal; Expressio en
inflorescéncies i en arrels

HMG-CoA sintasa HMGS1 HMGS Diez i col, comunicacio
(HMGS) personal
HMG-CoA reductasa HMG1 HMGR1L Expressio en plantules, (Enjuto et al., 1994)
(HMGR) arrels i inflorescéncies
HMGR1S Expressio constitutiva (Lumbreras et al., 1995)
HMG2 HMGR2 Expressio en teixits (Enjuto et al., 1995)
meristematics i florals
Mevalonat quinasa MVK MVK Expressio constitutiva (Lluch, 2000)
(MVK)
Fosfomevalonat quinasa PMK
(PMK)
Mevalonat 5-difosfat PMD1 PMD1 (Cordier et al., 1999)
descarboxilasa (PMD) PMD2 PMD2 (Lange i Ghassemian,
2003)
Farnesildifosfat sintasa FPS1 FPS1L Mitocondrial; expressio en  (Cunillera et al., 1997)
(FPS) inflorescéncies
FPS1S Citosolica; Expressio (Cunillera et al., 1996)
constitutiva
FPS2 FPS2 Expressio en (Cunillera et al., 2000)
inflorescéncies
Esqualé sintasa (SQS) SQS1 SQSH1 citosolica/RE (Del Arco, 1999)
SQS2 SQS2
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1.2.1 Especialitzacioé funcional de les isoformes d’'HMGR en plantes

S’ha proposat que la preséncia de multiples gens i isoformes en molts enzims de la via
possibilitaria I'ajust de la maquinaria biosintética als requeriments d’isoprenoides especifics en
resposta a diferents estimuls. En el cas de I'HMGR, enzim codificat pels gens HMG, existeixen
diferents exemples que reforcen aquesta idea. En patata, s’ha vist que quan es produeix una
ferida s’indueix l'expressié dels gens HMG1 i SQS, fet que precedeix a un increment en la
produccié d’esterols (Choi et al., 1992). S’ha interpretat que aquesta acumulacié d’esterols
serviria per reparar les membranes cel-lulars lesionades (figura 4). Ara bé, si es realitzen
tractaments amb un elicitor fingic o amb patogens després de la ferida, s’observa una induccio
dels gens HMG2 i HMG3 (enlloc de I'HMG1) i del gen de la sesquiterpe ciclasa, fets que
finalment determinen una acumulacié de fitoalexines de defensa. Aquests resultats clarament
apunten a que existeix una especialitzacid funcional de les isoformes de I'HMGR de patata:
mentre que la isoforma codificada pel gen HMG1 esta implicada en la biosintesi d’esterols, les
isoformes codificades pels gens HMG2 i HMG3 estan implicades en la biosintesi de
sesquiterpens.

e FERIDA...
HMG1 sQs
. Sintesi d’esterols
Acetil-CoA —» HMG-CoA ->_> MVA = induida per ferida
HMG2i
HMG3

e FERIDA + TRACTAMENT AMB PATOGENS O ELICITORS...

HMG1 > Esterols

Acetil-CoA =» HMG-CoA _—>> MVA
‘ Sintesi de fitoalexines

HMG2i sesquiterpé defensives induida per patogen

HMG3 ciclasa

Figura 4. Especialitzaci6 funcional dels gens HMG1, HMG2 i HMG3 de patata.

Un altre exemple molt clar té lloc durant el desenvolupament del fruit de tomaquet. En
les primeres fases del desenvolupament del tomaquet, hi ha una elevada expressié del gen
HMG1 que es correlaciona amb la fase de creixement del fruit, on, per tant, hi ha un gran
requeriment d’esterols per sintetitzar noves membranes. Rodriguez-Concepcion i col-laboradors
van observar que si en aquest estadi s’injectava I'elicitor flngic acid araquidonic es reprimia
I'expressié del gen HMG1 i s’induia I'expressié del gen HMG2 (Rodriguez-Concepcion i Gruissem,
1999). Aix0 provocava una aturada en el creixement del fruit, fet que suggereix que la isoforma
codificada pel gen HMG1, perd no I’'HMG2, esta implicada en la biosintesi d’esterols necessaria
pel creixement del fruit. De nou, els resultats apunten a que les isoformes codificades per cada
gen HMG estan implicades en la biosintesi exclusiva d’algun grup d’isoprenoides, la qual cosa

implica que dins la familia existeix una especialitzacié funcional dels diferents gens HMG.
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1.2.2 La familia multigénica HMG d’'Arabidopsis

Tal com es mostra a la taula 1, Arabidopsis conté dos gens d’HMG (HMG1 i HMG2) que
codifiquen per 3 isoformes d'HMGR (HMGR1S, HMGR1L i HMGR2) que s’‘expressen de manera
diferencial (Enjuto et al., 1994). El gen HMG1 produeix dos transcrits derivats de la utilitzacié de
dos inicis de transcripcid alternatius (figura 5) (Lumbreras et al., 1995). El transcrit curt, que
s'acumula a alts nivells i de forma generalitzada, codifica per la isoforma curta de I'HMGR1
(HMGR1S). El transcrit llarg s’acumula a nivells menors i només en alguns teixits (flors,
plantules etiolades i cel-lules de la linia T87), i codifica per la isoforma llarga de I'HMGR1
(HMGR1L). L'HMGRL1L és idéntica a I'HMGR1S perd presenta una extensié de 50 aminoacids en
posicid N-terminal (regié 1lLextra). Finalment, el gen HMG2 s’expressa a nivells baixos en
determinats teixits meristematics i florals (Enjuto et al., 1995) i codifica per la isoforma HMGR2.
Es de destacar que tots els gens s‘expressen més en plantules etiolades que en plantules

crescudes en llum (figura 5).

HMGI HMG?2
TATATATA TATA
1 1l 11} v 1 1] 1] \']
— 31— ] — IO|—
v‘}”G UGA Vave UGA
L |

L 1]

isoforma HMGRI1S (592 aa) isoforma HMGR?2 (562 aa)

AUG AUG UGA

HMG1L mRNA

&

isoforma HMGRIL (642 aa)

§ 5’0& N
N \J
© © A LN
3 OF o) S & e Sb )
IR S S &
2 <t VQ ¥ & %0 (') o@ E}\O
HMG1L
- . @ ~ HMG2

(7 dies d’exposicié) ) .
(7 dies d’exposicid)

wapns @ - oo
(1 dia d’exposicio)

Figura 5. Esquema i expressié dels gens HMG1 i HMG2 d’Arabidopsis. A la part superior es mostra un
esquema dels gens HMG1 i HMG2 on les caixes representen els exons. El transcrit HMG1L presenta un codo
AUG proximal i produeix la isoforma HMGRI1L, que és idéntica a I'HMGR1S perdo conté una extensid
aminoterminal de 50 aminoacids. A la part inferior es mostra el patré d’expressié dels transcrits HMG1S i
HMGI1L (extret de Lumbreras et al., 1995) i del gen HMG2 (extret de Enjuto et al., 1994). Entre paréntesi
s’ha indicat els temps de contacte de cadascun dels films revelats, que és indicatiu dels nivells d’expressio
dels gens.



Introduccié

1.2.3 Existeix una especialitzacié6 funcional de les isoformes d'HMGR
d’Arabidopsis?

El fet que els gens HMG d’Arabidopsis s’expressin de manera diferencial podria indicar
que les corresponents isoformes estarien especialitzades en la produccié d’isoprenoides concrets
en cadascun dels teixits. Tot i aixi, les dades que es tenen fins ara només sén a nivell
d’expressid geénica, i, per tant, faltaria comprovar si aquestes diferéncies es corresponen amb

una distribucié tissular diferencial de les isoformes d'HMGR.

D’altra banda, les tres isoformes d'HMGR (HMGR1S, HMGR1L i HMGR2) s’han
sobreexpressat en plantes transgéniques d’Arabidopsis (Gonzalez, 2002). En les diferents linies
transgéniques obtingudes s’hi va mesurar l'activitat HMGR i el contingut d’esterols, un dels
productes finals majoritaris de la via. En el cas de la sobreexpressio de I'HMGR1S es van obtenir
plantes amb nivells d’activitat HMGR incrementats quatre cops, que comportaven un increment
en el contingut d’esterols de I'ordre de 3 vegades. Aquestes dades van confirmar que I'HMGR1S
catalitza una etapa limitant de flux en la biosintesi d’esterols en Arabidopsis. Per contra, la
sobreexpressiéo de les isoformes HMGR1L i HMGR2 no van produir increments destacables
d’activitat HMGR ni de contingut d’esterols.

Recentment, s’han caracteritzat mutants per inserci6 de T-DNA en els gens HMG1 i
HMG2 (Muranaka et al., 2003). Si bé no s’ha observat cap efecte fenotipic aparent pel mutant
HMG2, el mutant HMG1 mostra un fenotip drastic amb diferents caracteristiques: 1) inhibicié de
I’elongacié de les arrels i de I'expansio dels cotiléedons en plantules, 2) enanisme en planta
adulta, 3) esterilitat masculina per manca d’elongacié del tub pol:linic, i 4) senescéncia
avancada en les fulles. Aquests fenotips sén rescatats per I'addicié de mevalonat de manera
exodgena, cosa que suggereix que els fenotips sén deguts a una deficiéncia en la produccié de
mevalonat per part de la planta. Molecularment, les plantes mutants mostren nivells disminuits

en el contingut d’esterols (reduccié d’'un 40% respecte el control).

L'analisi de plantes transgéniques i mutants confirma que la isoforma HMGR1S és una
isoforma “housekeeping”, implicada en la biosintesi basal d’isoprenoides essencials per la planta
com els esterols. Aix0 s’havia suggerit préviament, ja que ’'HMGR1S s’expressa de manera forta
i generalitzada (Enjuto et al., 1994). El fet que les isoformes HMGR1L i HMGR2 s’expressin de
manera feble i en teixits determinats suggereix que aquestes isoformes exercirien funcions més
especifiques que encara no s’han determinat. En base al patré d’expressié s’ha suggerit que
I’THMGZ2 estaria implicada en la biosintesi d‘isoprenoides en teixits amb elevades taxes de divisio
com els meristems (Enjuto et al., 1995). Totes aquestes evidéncies indiquen que, en

Arabidopsis, també existiria una especialitzacio funcional de les diferents isoformes d’'HMGR.
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1.3 L'HMGR DE PLANTES

1.3.1 Estructura

L'HMGR de plantes és una proteina de membrana que conté dos segments
transmembrana i les regions N- i C-terminal encarades al citosol (figura 6). Aquest model
topologic ha estat demostrat per assaigs bioquimics i genétics, de manera que s’ha pogut
determinar que la proteina s’insereix eficientment en la membrana del reticle endoplasmatic
(Campos i Boronat, 1995; Denbow et al., 1996; Re et al., 1997). Tanmateix, 'HMGR de plantes
es divideix en quatre regions o dominis: la regid6 N-terminal citosolica (NT), el domini de
membrana, la regid linker i el domini catalitic (CD).

El domini catalitic s’estén sobre la regiéo C-terminal de I’enzim, i presenta una elevada
similitud en tots els organismes. En 'HMGR humana, aquest domini ha estat cristal-litzat (Istvan
et al., 2000), i s’ha vist que forma un tetramer on les quatre subunitats donen lloc a quatre
centres catalitics, cadascun d’ells format a la interfase de dos mondomers. En el cas de plantes
no existeixen evidéncies directes de si el domini catalitic oligomeritza, tot i que s’ha suggerit
que I'HMGR d’Hevea i de rave formaria tetramers (Bach, 1987) mentre que I'HMGR de patata
formaria dimers (Kondo i Oba, 1986).

El conjunt de regions situades en posicid6 N-terminal del domini catalitic de 'HMGR de
plantes constitueix un domini que no té referent en cap altre organisme. Es per aixdo que
inicialment es va anomenar com a domini N-terminal d’'HMGR especific de plantes. Aquest
domini agrupa tres regions: 1) el domini de membrana, que inclou els dos segments
transmembrana H1 i H2 i la regié del lumen (LS). Aquest domini esta molt conservat entre les
HMGR de plantes; 2) la regid linker, que és una regiéo molt divergida que connecta els dominis
de membrana i catalitic; 3) la regid N-terminal citosolica (NT), que també és una regio divergida
i candidata a conferir propietats especifiques per a cada isoforma. Tal com es discutira més
endavant, aquesta regid podria determinar la localitzacié subcel-lular de I'enzim (Campos i
Boronat, 1995).

Les grans diferéncies entre 'HMGR de plantes i la de mamifers o llevat, recauen, de fet,
en la sequéncia i estructura dels seus dominis N-terminal. En el cas de I'HMGR de mamifers,
aquest domini conté 8 segments transmembrana (Olender i Simon, 1992) i constitueix un
domini sensor dels nivells d’esterols (Kuwabara i Labouesse, 2002). Aquest domini és capag de
determinar una proteolisi regulada de I'enzim en resposta a nivells creixents de colesterol.
D’altra banda I’enzim de llevat conté 7 segments de membrana seguint I'esquema de I'HMGR
d’animals (Hampton et al., 1996).

La divergencia estructural entre el domini N-terminal de ’'HMGR de plantes respecte el
de mamifers o llevat podria estar reflectint diferents propietats de |'enzim entre aquests
organismes. Donada |'especial importancia i la diversitat dels compostos isoprenoides en
plantes, es pot preveure que en aquests organismes existeixi una divergencia en la regulacio i/o

la localitzacio subcel-lular de la seva maquinaria biosintética. A continuacid, es recullen alguns
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dels aspectes de regulacid i de localitzacié subcel-lular de I'HMGR de plantes que, efectivament,

confirmen aquesta divergencia.

Domini de
membrana

Regié6 citosol
.. . Linker
Regié N-teminal
citosolica (NT)

Catalitic

4

Figura 6. Estructura de I'HMGR de plantes. LS: regié del lumen; H1 i H2: regions
transmembrana 1 i 2. El domini N-terminal de I'enzim esta format per la regié N-
terminal citosolica, el domini de membrana i la regid linker.

1.3.2 Regulacio

S’ha descrit que l'activitat HMGR de plantes es pot regular en resposta a estimuls de
desenvolupament i ambientals (revisat a Stermer et al., 1994). També s’han implicat alguns
efectors que mediarien aquestes respostes (figura 7), tot i que moltes de les dades que es

tenen s’han obtingut a través d’evidéncies indirectes.

Pel que fa als estimuls que actuen durant el desenvolupament, s’ha observat que els
teixits que contenen nivells més alts d’activitat HMGR sén aquells amb elevades taxes de divisio
i de creixement cel-lular. Aquest fet s’ha correlacionat amb |'elevada demanda d’esterols que
presenten aquests teixits per la sintesi de noves membranes cel-lulars. Per exemple, durant el
desenvolupament del fruit de tomaquet s’ha observat que els pics d’activitat HMGR es
concentren en les etapes de creixement del fruit, les quals impliquen divisid i elongacid cel-lular
(Rodriguez-Concepcion i Gruissem, 1999). També s’han detectat nivells incrementats
d’expressié i activitat HMGR en fulles joves (amb taxes de divisi6 més elevades) respecte de

fulles madures, tant de patata com d’Arabidopsis (Learned i Connolly, 1997; Korth et al., 2000).

L'activitat HMGR també esta regulada per diferents factors ambientals. D'una banda, la
induccio de I'activitat HMGR en resposta a ferida i a I'atac per patogens (comentada en |'apartat
1.2.1) s’ha interpretat en termes de reparacié de membranes cel-lulars (produccié d’esterols) i
defensa (produccidé de fitoalexines sesquiterpéniques). D’altra banda, és conegut que la llum
regula negativament I'activitat HMGR, en un procés depenent de fotorreceptors com el fitocrom

(Learned, 1996; Learned i Connolly, 1997). De fet, s’ha establert una correlacio inversa entre la
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quantitat de llum amb la qual es creix la planta i els nivells d’activitat HMGR. Aix0 es posa de
manifest de manera molt clara en plantules crescudes en foscor, on l'activitat HMGR és
superior. En el cas d’Arabidopsis, s'ha vist que en plantules crescudes en foscor els gens HMG1 i
HMG2 presenten nivells d’expressi6 més elevats (figura 5). També s’ha suggerit que alguns
isoprenoides influeixen en els nivells d’activitat HMGR (Stermer et al., 1994; Cowan et al.,
1997). Aix0 es duria a terme per regulacié de tipus feed-back o per l'accié de reguladors del
creixement vegetal, molts dels quals sén de naturalesa isoprenoide (citoquinines,
brassinosteroides, giberel-lines i ABA). Recentment s’ha descrit que el bloqueig de la biosintesi
d’esterols per inhibici6 de I'esqualé sintasa en ceél-lules de tabac provoca un increment
d’expressié i d'activitat HMGR (Wentzinger et al., 2002).

2NADP*
CoA

2NADPH
HMG-CoA AZ» Mevalonat

HMGR

* Desenvolupament | Transcripcié

: Ee:ida « Proteolisi
: Lla ogens « Fosforilacié
um « Calci

* Isoprenoides

Figura 7. Recull de factors que influeixen sobre l'activitat HMGR de plantes. A
I’'esquerra hi ha diferents estimuls que afecten I'activitat HMGR, i a la dreta possibles
mecanismes reguladors d’aquesta activitat.

Moltes de les respostes a factors de desenvolupament i ambientals sén de tipus
transcripcional i, sovint, impliquen |'activacié selectiva d’'un determinat gen HMG. Al marge dels
efectes transcripcionals, s’han descrit altres mecanismes moleculars reguladors de l'activitat
HMGR, tot i que encara es desconeix en quines respostes fisiologiques hi estarien implicats. Aixi,
s’ha vist que l'activitat HMGR de plantes, tal com ocorre amb les HMGR de mamifers, és sensible
a l'accié de les cistein-proteases (Stermer et al., 1994). S’ha determinat que en preséncia
d’inhibidors especifics d’aquestes proteases es poden detectar nivells d’activitat HMGR 10
vegades superiors. D’altra banda, en la regid linker d’algunes sequéncies d'HMGR de plantes
s’ha identificat una seqlieéncia PEST (Caelles et al., 1989), seqliéncia caracteristica de proteines

amb elevades taxes de proteolisi.

De manera equivalent al que succeeix en mamifers, diversos estudis han posat de
manifest que I'HMGR de plantes s’inactiva per fosforilacié reversible d’una serina conservada en
el domini catalitic (figura 8) (Mackintosh et al., 1992; Sugden et al., 1999). Les principals
diferéncies recauen en el fet que la quinasa responsable de la fosforilacié de ’'HMGR de plantes
(HRK, d'HMGR quinasa, que posteriorment s’ha renombrat com SnRK, de Snf-1 related kinase)
no es regula per AMP. In vitro, s’ha vist que les SnRKs de plantes son activades per fosforilacié
mediada per la HRK quinasa de mamifers i inactivades per defosforilaci6 mediada per la
proteina fosfatasa 2A i 2C (PP2A i PP2C). Aix0 dona idea del grau de conservacié d’aquests
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processos entre mamifers i plantes. D’altra banda, s’ha pogut purificar una HRK de coliflor capag
de fosforilar i inactivar el domini catalitic de 'HMGR1 d’Arabidopsis expressat i purificat a partir
d’E.coli (Dale et al., 1995). Aquest procés és revertit per I'addicié d’'un excés de fosfatasa PP2A
bovina. També s’ha pogut identificar que el residu fosforilat correspon a la serina 577, el qual
esta conservat en moltes espécies. Malauradament, totes aquestes evidéncies in vitro no s’han
acompanyat d’estudis sobre el sentit fisiologic que pot tenir aquesta fosforilacié. Tampoc es

tenen dades sobre la fosfatasa que seria responsable de la defosforilacié de I’'enzim.

SnRK-OH

PP2A .
PP2C Tl HRK quinasa

SnRK-P

—
<—

citosol  Fnsfatasa

Domini

lumen lumen

citosol

Domini

Catalitic Catalitic
D \Ser-OH T Nger-p
HMGR Activa HMGR Inactiva

Figura 8. Inactivacié de I'HMGR per fosforilacio.

El calci i la calmodulina també podrien estar involucrats en la regulacié de l'activitat
HMGR (revisat a Stermer et al., 1994). En Hevea, un tractament amb calci i amb una
calmodulina derivada del latex incrementa 2,5 cops l'activitat HMGR. Els autors van observar
que aquesta activacié estava mediada per fosforilacid reversible. En pésol, en canvi, s’ha
observat que concentracions baixes de calci sén capaces d’inhibir I’activitat HMGR microsomal
de manera independent de proteases i de calmodulina. Les diferéncies entre un i altre cas poden
ser degudes a l'origen dels extractes o a les diferents maneres de processar els mateixos. En
qualsevol cas, no queda clar de quina manera ni en resposta a qué es donaria aquesta

modulacié de I'activitat HMGR per calci.

1.3.3 Importancia del domini N-terminal en la regulacié i localitzacié
subcel-lular de 'HMGR de plantes

El fet que tant el substrat com el producte de la reaccié catalitzada per I'HMGR siguin
aparentment solubles contrasta amb la localitzacid en la membrana de I'enzim. Aquest fet
suggereix que el domini N-terminal de I'HMGR (que conté el domini de membrana) podria estar
implicat en algun aspecte de regulacid i/o de localitzacié subcel-lular de I’enzim, tal com

succeeix en I'HMGR de mamifers i llevat.

La importancia del domini N-terminal en la regulacié de I'HMGR de plantes ha quedat
palesa recentment (Gonzalez, 2002). Es van generar plantes transgéniques d’Arabidopsis que

sobreexpressaven una versio truncada de 'HMGR1 que només contenia el domini catalitic i que,
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per tant, no presentava el domini N-terminal (plantes CD1). La comparacié entre les plantes
CD1 i les plantes 1S (que sobreexpressaven I'HMGR1S completa) va revelar que les primeres
acumulaven nivells 3 o 4 cops superiors d’activitat HMGR i de proteina codificada pels
transgens. A més, les plantes CD1 eren capaces d’acumular 4 vegades més esterols que les
plantes 1S. Considerant que els nivells dels RNA missatgers dels transgens eren inclUs inferiors
en les plantes CD1, els resultats clarament indiquen que el domini N-terminal té un paper en el

control dels nivells de proteina i activitat HMGR.

Pel que fa a la localitzacié de I'HMGR de plantes, en experiments in vitro s’ha vist que el
domini N-terminal és necessari i suficient per la insercid co-traduccional de la proteina en el
reticle endoplasmatic (RE) (Campos i Boronat, 1995). Aquest procés és mediat per la SRP
(signal recognition particle), la qual reconeix els segments transmembrana H1 i H2 de 'HMGR
(que actuen de sequéencies senyal internes). Aquestes dades han servit per argumentar que el
desti subcel-lular primari de I’enzim és el RE. D'altra banda, de I'analisi de multiples seqliéncies
primaries d’'HMGRs vegetals s’ha deduit que, a la regié N-terminal citosolica (NT) de I'enzim,
existeix un motiu conservat ric en residus d’arginina (figura 9). Tot i que hi ha certa variacié en
aquest motiu, es pot definir un consens: M[D,E][L,V,I]RRR. Es a dir, la metionina inicial, un
aminoacid amb carrega negativa, un aminoacid hidrofobic i tres arginines. Es ldgic especular
que un motiu tan conservat hauria d’exercir una funcié rellevant i, consegtientment, la regié N-
terminal citosolica esdevindria una regié important per I'enzim. En aquest sentit, és destacable
que aquest motiu presenta homologia amb el motiu de dues-arginines present en la regié N-
terminal citosolica d'algunes proteines de membrana de tipus II de mamifers, i que actuen com
a senyal de retencié en el RE (Schutze et al., 1994). En base al consens de retencié en RE
definit en cél-lules animals es poden establir tres classes de motius en les HMGRs de plantes
(figura 9): els motius consens (grup I), els motius propers al consens (grup II), i els motius
variacié del consens (grup III). Tot plegat, les dades apunten a que la regid6 N-terminal

citosolica podria tenir un paper en la localitzacié de I'enzim en el RE.

Tot i aixi, existeixen multiples treballs en els quals s’ha suggerit que I'HMGR estaria
present a organels com mitocondris o cloroplastes (revisat a Bach, 1987). Per exemple, en
Arabidopsis s'ha descrit que un 60-80% d’activitat HMGR esta present en una fraccié que
sedimenta a 16.000xg, també dita fraccié organelar (Gonzalez, 2002), de forma que només un
20-40% de Il'activitat queda associada a la fraccid6 que sedimenta a 105.000xg (fraccio
microsomal, enriquida en membranes derivades de RE, Golgi i membrana plasmatica). La
deteccidé d’activitat en la fraccié organelar s’ha atribuit a la possible preséncia de I'HMGR en
algun organel dens com peroxisomes, mitocondris o cloroplastes. D’acord amb aquestes
observacions, recentment s’ha identificat una isoforma d’'HMGR humana en peroxisomes
(Breitling i Krisans, 2002). Tot i aixi, els estudis basats en fraccionament subcel-lular i deteccid
d’activitat enzimatica sovint han estat desacreditats degut a possibles contaminacions entre
fraccions durant el procés de disrupcié cel-lular i fraccionament. Per tant, tot i I'amplia
acceptacido de I'HMGR com a proteina de RE, la identitat de I'estructura que sedimenta a

16.000xg on es detecta activitat HMGR continua essent desconeguda.
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MDLRRR At-HMGR1S, LI1, St4
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Figura 9. Motiu N-terminal conservat en les HMGR de plantes (adaptat i ampliat de Campos i Boronat, 1995).
Les isoformes d'HMGR de plantes es poden classificar en tres grups en funcié de la similitud del seu motiu N-
terminal conservat amb el consens de la senyal de retencié en el RE descrit en cél-lules animals (Schutze et
al., 1994). Les sequeéncies del grup I tenen dos arginines en posicions de 1 a 5 i, per tant, s’'ajusten al
consens. Les sequiéncies del grup II tenen les arginines un residu més allunyat de I'extrem N-terminal i, per
tant, es desvien lleugerament del consens. En les seqiéncies del grup III existeix major diversitat
d’aminoacids basics i del seu posicionament respecte I'extrem N-terminal. Els aminoacidos basics (R, Ky H) es
destaquen en vermell. Les seqliéncies han estat deduides a partir de clons de cDNA o ESTs depositades en les
bases de dades publiques.

El nimero d’accessié de les seqiiéncies en el GenBank i la especie a que pertanyen son els seglients: At-
HMGR1S (P14891), AtHMGR1L (AAB35696) i At-HMGR2 (P43256) d’'Arabidopsis thaliana; Aal (AAA68965)
i Aa2 (AAA68966) d'Artemisia annua; Bvl (BI543436) de Beta vulgaris; Cal (AAB69726), Ca2 (AAB69727) i
Ca3 (P48021) de Camptotheca acuminata; Cm1l1l (BAA36291) de Cucumis melo; Cpa (AAD28179) de
Capsicum annuum; Crl (Q03163) de Catharanthus roseus; Gm1 (AW132229) i Gm2 (BE211556) de Glycine
max; Gal (BF277945) de Gossypium arboreum; Gh1l (AAC05088) i Gh2 (AAC05089) de Gossypium
hirsutum; Hb1 (P29057) i Hb3 (QO00583) d'Hevea brasiliensis; LI1 (BG153912) de Lupinus luteus; Lel
(L40938), Le2 (P48022) i Le3 (numero no disponible) de Lycopersicon esculentum; Lhl (AW616289) de
Lycopersicon hirsutum; Lpl (BG136352) i Lp2 (BG137251) de Lycopersicon pennellii; Md1 (AAK95406) i
Md2 (AAL03986) de Malus x domestica; Mtl (BG644380), Mt2 (BE999267), Mt3 (AW685537), Mt4
(AW686600) i Mt5 (AW584544) de Medicago truncatula; Mcl (BE577251) de Mesembryanthemum
crystallinum; Mal (AAD03789) de Morus alba; Ns1 (Q01559) de Nicotiana sylvestris;, Nt1 (AAB87727) de
Nicotiana tabacum; Os1 (P48019), Os2 (CAA92821) i Os3 (AAD38873) d'Oryza sativa; Ps1 (AAL37041) i
Ps2 (numero no disponible) de Pisum sativum; Rsl (S29622) i Rs2 (S29623) de Raphanus sativus; Stl
(P48020), St2 (AAB52551), St3 (AAB52552) i St4 (BE472635) de Solanum tuberosum; Tel (AAC15475) i
Te2 (AAC15476) de Tagetes erecta; Tal (BE430132) de Triticum aestivum; i Zm1 (CAA70440) de Zea mays.
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1.4 MODELS D’ORGANITZACIO DE LA BIOSINTESI
D'ISOPRENOIDES CITOSOLICS

1.4.1 Organitzacio de la via en canals metabolics

El fet que molts dels enzims de la via estiguin codificats per families multigeniques
(apartat 1.2), juntament amb I'existéncia d’especialitzacio funcional de les isoformes codificades
pels diferents gens de cada familia (apartat 1.2.1), ha servit per proposar un model
d’organitzacié de la biosintesi d’isoprenoides citosolics en canals metabolics o metabolons
(Chappell, 1995a). En aquest model, els intermediaris de les reaccions es canalitzen
eficientment d’enzim a enzim sense que difonguin al medi. Cada canal metabolic estaria format
per una agrupaciéo d’isoenzims determinada, i estaria especialitzat en la biosintesi d’un
determinat grup d’isoprenoides. Per exemple, mentre que un canal metabolic estaria dedicat a
la biosintesi d’esterols, un altre es dedicaria a la biosintesi de sesquiterpens (figura 10). El
model prediu que determinats subdominis del reticle endoplasmatic o determinades estructures
del citoesquelet estarien especialitzades en la formacié de determinats metabolons. El model
també implica que cada isoforma tindria la informacié necessaria per accedir a un determinat
metabold, ja sigui per assolir la seva localitzacié subcel-lular o per interaccionar amb altres
isoenzims o proteines del complex. Aquest model tant atractiu i versatil ha guanyat molts
adeptes desde que es va proposar l'any 1995, tot i que encara no s’han aportat evidéncies

experimentals directes en favor del mateix.

nucleus
/
Acetyl -CoA

Acetyl CoA

Sterols \\

Sesqunterpenes

Acetyl CoA

Figura 10. Model d’‘organitzacié de la biosintesis d’isoprenoides citosolics en
canals metabolics (adaptat de Chappell, 1995b).

1.4.2 Subcompartimentaci6 de I'HMGR en subdominis del reticle
endoplasmatic

En el context del model general d'organitzacié de la via de sintesi d’isoprenoides en
canals metabolics, s'ha proposat que cada isoforma de [I'HMGR podria estar
subcompartimentada en diferents subdominis del RE. En aquests subdominis, les diferents

isoformes s’especialitzarien en la biosintesi exclusiva d’un grup d’isoprenoides. Aix0 implica que

15



Introduccié

cada isoforma tindria la informacid necessaria per localitzar-se en aquests suposats subdominis.
En aquest sentit, s’ha suggerit que les diferéncies en el motiu N-terminal conservat entre les
diferents isoformes d’HMGR podrien determinar la localitzacié en un o altre subdomini del RE
(Campos i Boronat, 1995; Lumbreras et al., 1995). A més, posteriorment s’ha determinat que
algunes isoformes de I'HMGR presenten un lloc de N-glicosilacié en la regié del lumen del RE
(regid LS, figura 6), que, in vitro, s’ha observat que és funcional (Denbow et al., 1996). Altres
autors han observat en diferents espécies vegetals que aquelles isoformes d’'HMGR associades a
la produccié de sesquiterpens, presenten el lloc de glicosilacié (McCaskill, 1998). Aquest motiu
esta absent en aquelles isoformes associades a la biosintesi constitutiva d’esterols. Aquesta
correlacié ha permeés proposar als autors un model de subcompartimentacié de ’'HMGR en el RE:
les isoformes d’'HMGR especialitzades en la biosintesi de fitoalexines sesquiterpéniques serien
glicosilades i dirigides a un subdomini del RE diferent al de les HMGR especialitzades en la
biosintesi d’esterols (figura 11). Aquest model es veu reforcat pel fet que el RE de les cél-lules
vegetals és un sistema dinamic i amb nombrosos subdominis especialitzats en multiples
funcions (Staehelin, 1997).

HMGR —

MVA
MVA \
¥
Fitoalexines
Esterols
( Glicosilacio
Lumen

Citoplasma

Figura 11. Model de subcompartimentacié de les isoformes d’HMGR en
diferents subdominis del RE (adaptat de McCaskill, 1998).

Existeixen alguns antecedents en altres organismes en favor de la subcompartimentacié
de I'HMGR en el RE. En llevat —on existeixen dues isoformes codificades per dos gens— s’ha
descrit que mentre la isoforma HMG1p es troba en el RE perinuclear, ’'HMG2p es troba en el RE
periféric (Hampton et al., 1996). Aquest comportament de les proteines de llevat s’ha associat
al fet que responen a estimuls diferents: mentre que I'HMG1p és estable, I'HMG2p es degrada

rapidament en resposta a un increment en el flux de la via de biosintesi d’esterols.

Aguest model, pero, limita la localitzacié de les isoformes de ’'HMGR en el RE, quan, de
fet, en les plantes s’ha detectat activitat HMGR en una fraccié que sedimenta a 16.000xg (vegeu
apartat 1.3.3). Aquesta observacié suggereix que hi ha una redistribuci6 de determinades
isoformes de I'HMGR desde el RE cap a altres organels, sense descartar que aquests suposats

organels siguin, de fet, subdominis especialitzats del RE.
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En l'actualitat, un dels reptes més interessants consisteix en esbrinar si les diferents
isoformes de I'HMGR de plantes es localitzen en compartiments subcel-lulars diferents (ja siguin
subdominis del RE o altres organels). D’altra banda, com ja s’ha comentat anteriorment, també
sembla prioritari coneixer si la preséncia de I'HMGR en la fraccié que sedimenta a 16.000xg es
correspon a la preséncia de la proteina en alguna estructura cel-lular determinada. Molt
probablement el domini N-terminal de cada isoforma (incloent la regié N-terminal citosolica, el
domini de membrana i la regio linker) tindra una influéncia directa en els processos de transport
de I'HMGR a compartiments subcel-lulars determinats. La identificacié de les sequencies
peptidiques responsables del transport i localitzacié subcel-lular de I'HMGR i la caracteritzacié

dels mecanismes moleculars implicats constitueix, clarament, un dels reptes de futur.

1.4.3 La regio N-terminal citosolica com a candidata a determinar
mecanismes especifics d’isoforma

El concepte d’especialitzacié funcional de les diferents isoformes d’HMGR significa que
cada isoforma estaria implicada en la biosintesi d’un grup determinat d’isoprenoides. Per qué
aquesta especialitzacié sigui possible, cada isoforma ha de tenir propietats exclusives que, per
exemple, podrien venir determinades per diferéncies de regulacié o de localitzacié subcel-lular.
En aquest sentit, la regido N-terminal citosolica (NT) de I'HMGR (figura 6) és una regio candidata
per definir propietats especifiques d'isoforma. D’una banda, aquesta és una regié que esta prou
divergida entre isoformes com per determinar-ne mecanismes reguladors especifics. De l'altra,
ja s’ha comentat que aquesta regié conté el motiu N-terminal conservat en les HMGRs vegetals
que presenta homologia amb senyals de retencid en el RE (apartat 1.3.3), fet que converteix a
aquesta regid en candidata a determinar la localitzacié subcel-lular final de I'enzim (Campos i
Boronat, 1995). Els processos que confereixin especialitzacié a les isoformes d’HMGR estaran

possiblement determinats per proteines que interaccionin especificament amb aquesta regid.

L'estudi d’aquests processos en la planta model Arabidopsis thaliana presenta alguns
avantatges. Primerament, és un sistema on I'HMGR esta ampliament caracteritzada. Arabidopsis
presenta dos gens (HMG1 i HMG2) que s’expressen diferencialment i que codifiquen per tres
isoformes: HMGR1L, HMGR1S i HMGR?2 (apartat 1.2.2). També es coneix que les tres isoformes
s'insereixen en membranes derivades del RE. Respecte a la seva seqiéncia, les isoformes
d’Arabidopsis contenen les caracteristiques tipiques de 'HMGR: presencia del motiu N-terminal
conservat en la regid N-terminal citosolica (figura 9) i d'un possible lloc de glicosilacié addicional

en la regid del lumen de la isoforma HMGR2.

D’altra banda, cada isoforma d’HMGR d’Arabidopsis presenta certes particularitats en la
regido N-terminal citosolica que les fa molt interessants per a la cerca de mecanismes especifics
d'isoforma. Primerament, cal considerar la longitud aminoacidica d’aquesta regié: mentre que la
regié NT citosolica de 'HMGR2 té 32 aminoacids, les corresponents regions en I'HMGR1S i 1L
contenen 50 i 100 aminoacids, respectivament. En referéncia al motiu N-terminal conservat
també presenten diferéncies (figura 9): si 'HMGR1S s’ajusta al consens, 'HMGR2 és propera al
mateix, mentre que I'HMGR1L en representa una variacié (figura 12). Considerant I'hnomologia

d’aquest motiu amb els senyals de retenciéo en RE en cél-lules animals (Schutze et al., 1994),
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s'ha especulat que les variacions que existeixen entre les diferents isoformes d'HMGR
d’Arabidopsis en el motiu conservat podrien estar relacionades amb el transport diferencial de
les mateixes a subdominis especifics del RE (Campos i Boronat, 1995; Lumbreras et al., 1995).

regié NT citosolica. L'HMGR1L és una isoforma idéntica a I'HMGR1S, pero presenta una extensio
de 50 aminoacids a I'extrem N-terminal. El fet que aquesta extensid bloquegi directament la

regid N-terminal citosolica de I'HMGR1S fa pensar que pugui tenir conseqléncies en la seva

Les diferéncies entre les isoformes HMGR1S i HMGR1L també centren l'interés en la

localitzacidé subcel-lular.
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Figura 12. Representacio de les isoformes d'HMGR en Arabidopsis. S’ha ressaltat la
regid N-terminal citosolica i els motius N-terminal conservats.
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1.5 LA PROTEINA FOSFATASA 2A (PP2A)

1.5.1 Estructura i funcié

La fosforilacid reversible de proteines constitueix una modificacid posttraduccional
implicada en la regulacid de multiples processos cel-lulars. No és d’estranyar, doncs, que
processos tant diversos com l'activitat enzimatica, la proteodlisi, el transport subcel-lular o la
interaccié proteina-proteina estiguin modulats per fosforilacié. D’acord amb aixd s’han descrit
multiples proteines fosfatases amb capacitat de controlar I’'estat de fosforilacié de les seves
proteines diana. Una de les serina/treonina fosfatases majoritaries és la proteina fosfatasa 2A o
PP2A (Millward et al., 1999; Janssens i Goris, 2001; Schonthal, 2001).

La PP2A conté un nucli heterodimeéric format per una subunitat catalitica de 36kDa
(PP2A-C o subunitat C), i una subunitat A o estructural de 65 kDa (PR65 o PP2A-A). En aquest
nucli dimeéric s’hi pot afegir una tercera subunitat reguladora (subunitat B o PP2A-B) que modula
I'activitat i li confereix especificitat de substrat i/o localitzacié subcel-lular al complex (Janssens i
Goris, 2001). La gran diversitat de fosfatases PP2A radica, basicament, en el fet que existeixen

multiples variants de subunitats reguladores B (figura 13).
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Figura 13. Estructura de la proteina fosfatasa 2A (PP2A). S'hi representen les
subunitats A (estructural), C (catalitica) i B (reguladora) del complex PP2A. En
mamifers existeixen dues isoformes de subunitats A i C (a i B). La subunitat B és
encara més variable, ja que existeixen 4 families independents (B, B’, B” i B")
formades per diferents membres (adaptat de Schonthal, 2001).

La subunitat A o PR65 actua de subunitat estructural del complex atés que serveix de
punt d‘anclatge per les subunitats PP2A-C i PP2A-B. La subunitat A ha estat cristal-litzada
(Groves et al., 1999) i s'ha vist que esta formada per 15 repeticions imperfectes de 39
aminoacids situades en tandem. Aquestes repeticions s‘anomenen motius HEAT, i
estructuralment sén 2 hélix superposades separades per un loop. De fet, constitueixen un motiu
d'interaccié proteina-proteina, que li permet unir a la subunitat reguladora PP2A-B per N-
terminal i a la subunitat catalitica PP2A-C per C-terminal (Strack et al., 2002). El model que
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s’ha proposat és que les repeticions HEAT d'1l a 10 de la PR65 participarien en la unid a la
subunitat B (figura 14), mentre que les repeticions 11-15 estarien implicades en la unid a la
subunitat C (Ruediger et al., 1994; Groves et al., 1999; Zhou et al., 2003a). El fet que les

subunitats B tenen un Unic lloc d’unié a la PR65 explica que siguin mutuament excloents.

B subunit or catalytic
T antigen C subunit

Intra-repeat
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Figura 14. Model d’unié de les subunitats B i C als diferents motius HEAT de la
subunitat estructural PR65 (adaptat de Zhou et al., 2003a).

Un altra caracteristica de la PP2A recau en el fet que existeixen isoformes per a
cadascuna de les subunitats del complex (figura 13). En animals, les subunitats A i C presenten
dues isoformes cadascuna, mentre que la subunitat B o reguladora presenta multiples variants
que es poden agrupar en 4 families independents. Moltes de les subunitats coexisteixen en la
cél-lula, cosa que permet un gran ventall de combinacions que probablement tindran propietats
particulars. Aquesta versatilitat permetria la implicacié de la PP2A en multiples processos
cel-lulars tals com el cicle cel-lular, el desenvolupament, la transduccié de senyal, el transport o
el metabolisme (Millward et al., 1999). Les isoformes a i B de les subunitats A i C s’expressen a
diferents nivells i en diferents moments en el desenvolupament (Zhou et al., 2003a; Zhou et al.,
2003b), i s’ha vist que estan involucrades en processos independents. Zhou i col-laboradors
demostren que l'especialitzacié funcional de les isoformes o i B de les subunitats A i C no ve
donada per la seva capacitat d'unir exclusivament alguna de les variants de subunitat B, ni
tampoc perqué confereixi propietats catalitiques diferencials. La implicacié d’'una PP2A en un
procés especific sovint ve determinada per la subunitat B o reguladora, cosa que ha fet que en
els Ultims anys es dediquessin molts esforcos per cercar dianes cel-lulars que interaccionin amb
aquestes subunitats (figura 15). Tot i aixi, també s’han descrit nombroses proteines que
interaccionen amb les subunitats A i C.

La gran divergéncia existent entre les diferents families de subunitats B reguladores
recolza la participaciéo de les mateixes en multiples processos. Tot i axi s’ha pogut determinar
dos dominis conservats, ASBD1 i ASBD2 (A subunit binding domain 1 i 2), que permetrien la
unioé de les subunitats B a la subunitat A (Li i Virshup, 2002).
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Figura 15. Interaccions descrites entre les diferents subunitats de la PP2A i altres
proteines (adaptat de Virshup, 2000).

1.5.2 La subunitat reguladora B"” de la PP2A

El primer membre identificat de la familia B” de subunitats reguladores de la PP2A va
ser la PR72 humana, i la seva variant extesa per N-terminal PR130 (Hendrix et al., 1993). S’ha
observat que PR130 interacciona amb CG-NAP (de centrosome and Golgi localized PKN-
associated protein), un modul senyalitzador o adaptador molecular (scaffolding protein) que
recluta varies proteines com les fosfatases PP2A i PP1, o les quinases PKA i PKN (Takahashi et
al., 1999). Un altre membre de la familia, I'homoleg PR59 de ratoli, es va identificar com a
proteina que interacciona amb p107, una proteina relacionada amb retinoblastoma (Voorhoeve
et al., 1999). Els autors van veure que la sobreexpressié de PR59 en cél-lules U2-0OS provocava
una aturada del cicle cel-lular en la fase G1, atribuible a la defosforilacié de p107 mediada per
PR59. La proteina PR48 humana també ha estat identificada com a membre de la familia. Es va
descriure que PR48 interaccionava amb Cdc6, un component essencial dels complexes pre-
replicatius del DNA (Yan et al., 2000). De nou, la sobreexpressio de PR48 en cél-lules Hela va
provocar una aturada del cicle cel-lular en la fase G1, aquest cop atribuible a la defosforilacié de
Cdc6 mediada per PR48 que evitaria l'inici de la replicacio del DNA.

Una troballa molt significativa ha estat la recent identificacié de dos motius d'unid a calci
de tipus EF-hand (EF1 i EF2) en la seqliencia primaria de PR72 (Janssens et al., 2003). A través
d’aquests motius la PR72 uneix calci, fet que potencia la seva interacci6 amb la subunitat PR65
in vitro. Els autors proposen que es tracta d’una interaccié depenent de calci. També assignen
una funcié especifica als motius EF: d’una banda, EF2 uneix calci amb més afinitat que EF1,
determina la unié depenent de calci a PR65 i promou la localitzacié nuclear de PR72. De l'altra,
els autors descriuen que la sobreexpressié de PR72 en cél-lules U2-OS provoca una aturada en
el cicle cel-lular en fase G1, un procés parcialment depenent de la integritat d'EF1. La
importancia dels resultats radica en el fet que per primer cop s’'implica al calci com a regulador
de la PP2A. Aquest fet seria exclusiu de la familia B”, doncs els motius EF-hand estan
conservats en tots els membres d’aquesta familia. Aixo situa a la PP2A com a potencial sensor

del calci intracel-lular i/o com a efector del senyal de calci.
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Una altra particularitat de la familia B” és que no presenta homolegs en llevat (Janssens
i Goris, 2001). Aix0 és encara més sorprenent donat que la resta de subunitats de la PP2A (A,
C, B i B’) si tenen equivalent en aquest organisme. Aquest fet impedeix que es pugui predir la

funcidé dels homolegs de la familia B” existents en plantes.

1.5.3 La PP2A de plantes

Les fosfatases també exerceixen funcions essencials en les plantes. No és d’estranyar,
doncs, que en el genoma d’Arabidopsis s’hagin identificat 110 gens que codifiquen per
subunitats catalitiques de proteines fosfatasa (Kerk et al., 2002). Al marge de les subunitats
catalitiques, en plantes també s’han identificat homolegs de totes les subunitats del complex de
PP2A. Aix0 fa pensar que aquest enzim també tindra un paper preponderant en multiples
processos cel-lulars. En el cas d’Arabidopsis s’han identificat 5 gens que codifiquen per la
subunitat catalitica o C (Arifio et al., 1993; Casamayor et al., 1994; Pérez-Callejon et al., 1998).
També s’han identificat 3 gens que codifiquen per la subunitat estructural PR65 (Slabas et al.,
1994). Referent a la subunitat B o reguladora, s’han identificat homolegs de les families B, B’ i
B”: 2 gens que codifiquen per la subunitat B (Rundle et al., 1995; Corum et al., 1996), 9 gens
que codifiquen per la subunitat B’ (Latorre et al., 1997; Haynes et al., 1999; Terol et al., 2002),
5 gens que codifiquen per la subunitat B” (Hendershot et al., 1999; Camilleri et al., 2002) i un
gen, TONNEAUZ2, que codifica per una nova subfamilia B” (Camilleri et al., 2002).

Diversos estudis conclouen que l'estructura del complex de PP2A en plantes és
equivalent al de vertebrats i llevats (Haynes et al., 1999; Camilleri et al., 2002). També s’ha
constatat que la majoria de subunitats s’‘expressen en tots els teixits analitzats. Aquest fet
ofereix la possibilitat que es puguin formar una gran diversitat de complexes de PP2A, cosa que
permetria a la planta respondre de manera rapida i efectiva a estimuls ambientals aixi com la
capacitat de mantenir la plasticitat en el seu desenvolupament (Haynes et al., 1999). Es notable
destacar que per simple combinatoria amb totes les subunitats identificades en Arabidopsis es

poden establir 255 complexes de PP2A diferents.

A nivell funcional, en plantes, la PP2A s’ha implicat en diferents processos: control de
I'activitat de diferents enzims (MacKintosh, 1992; Dong et al., 2001), regulacié del transport
d’auxines (Rashotte et al., 2001), germinacié de llavors (Chang et al., 1999), transduccié del
senyal d’acid abscisic o ABA (Kwak et al., 2002), resposta a etile (Larsen i Cancel, 2003),
control del temps de floracié (Kim et al., 2002) i resposta a diferents estressos com la calor, la

salinitat o la sequera (Latorre et al., 1997; Yu et al., 2003).

Pel que fa a la subunitat B”, en plantes només s’ha descrit un gen que s’expressa de
manera ubiqua i no s’indueix ni per xoc térmic ni per estrés induit per fred (Hendershot et al.,
1999). Els autors anticipen que existeix un gen addicional pertanyent a aquesta familia en
Arabidopsis. Posteriorment, i amb el genoma d’Arabidopsis ja seqlenciat, Camilleri i
col-laboradors descriuen 5 gens B”, i un gen relacionat, TONNEAUZ2, que codifica per una nova
subfamilia de subunitats B” que també conté representants en vertebrats (Camilleri et al.,
2002). El producte del gen TONNEAUZ2 juga un paper essencial en el control de la organitzacio
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del citoesquelet microtubular cortical. Un mutant de TONNEAUZ2 mostra alteracions en les
xarxes de microtubuls corticals, impedint la correcta formacié de la banda preprofasica en la
mitosis. Aix0 acaba provocant alteracions en la morfologia i organitzacié cel-lular, que,
finalment, afecta al patré morfogenétic de la planta.

Fins el moment s’han identificat diferents proteines que s’uneixen a les subunitats Ai C
de la PP2A en plantes (Harris et al., 1999; Jackson i Soll, 1999; Kim et al., 2002; Awotunde et
al., 2003; Larsen i Cancel, 2003). Tot i aixi, la identificacié6 de les dianes cel-lulars de les
multiples subunitats B existents constitueix un dels reptes de futur, doncs permetra establir
mecanismes concrets per a cada procés regulat per la PP2A.
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1.6 LES QUINESINES

1.6.1 Funcio biologica i diversitat

Les proteines de la superfamilia de les quinesines (KIFs) sén responsables del transport
intracel-lular mitjancat per microtibuls. Han estat implicades en multiples processos cel-lulars
com el transport vesicular, el transport de complexes proteics i de mRNA, el transport i
posicionament d’‘organels, la formacid i elongacié del fus acromatic, la segregaciéo de
cromosomes, la dinamica dels microtubuls, la morfogénesi cel-lular o la funcié de cilis i flagels
(revisat a Manning i Snyder, 2000; Goldstein, 2001; Karcher et al., 2002; Lawrence et al.,
2002). Tots aquests processos impliquen un reconeixement especific entre les quinesines i les

molécules o estructures que han de ser transportades.

Tots els membres de la superfamilia de quinesines només tenen en comu la preséncia
d’un domini motor de tipus quinesina, que inclou les regions d’unié a ATP i a microtubuls. El
domini motor transforma I’energia quimica emmagatzemada en I'’ATP en moviment. La resta de
la seqiiéncia és molt variable en cada quinesina (domini tail) i determina l'especificitat d’'unid a
les diferents dianes cel-lulars. La posicié del domini motor en la seqliéncia polipeptidica ha servit
per classificar les KIFs en tres tipus diferents: les que tenen el domini motor en posicié N-
terminal (o de tipus N), les que el tenen en posicid intermitja (o de tipus M) i les que el tenen
en C-terminal (o de tipus C). Un estudi recent indica que la majoria de KIFs humanes i de ratoli
sén de tipus N (Miki et al., 2001). A més, s’ha observat que la posicié del domini motor
determina la direccionalitat del transport: les quinesines amb domini motor a C-terminal es
mouen del pol positiu al pol negatiu dels microtibuls (o en sentit retrograd), mentre que la

resta de quinesines es mouen en sentit contrari o anterograd (Endow, 2002).

En base a consideracions filogenétiques emprant el domini motor de les KIFs, s’han
establert 9 families de quinesina (Reddy i Day, 2001), encara que en treballs més recents altres
autors proposen 14 classes i 16 families (Miki et al., 2001). En aquest Ultim treball, els autors
comenten que el nombre de KIFs en un genoma és proporcional al tamany del mateix. Aixi,

identifiquen 45 KIFs en humans, 23 en Drosophila, 21 en C.elegans i 6 en llevat.

La implicacié de les KIFs en determinats processos cel-lulars sovint ve donada per la
interaccié especifica del domini tail amb la carrega a transportar. En els Ultims anys, la
utilitzacid de metodes bioquimics i genétics han portat a la identificacio de proteines que
interaccionen amb les KIFs corresponents a diferents families. Aquestes proteines s’han
classificat en tres classes funcionals: 1) reguladores de les KIFs; 2) dianes directes pel
transport; i 3) reguladores o adaptadores de la unié de les KIFs a les carregues a transportar
(revisat a Manning i Snyder, 2000; Goldstein, 2001; Kamal i Goldstein, 2002; Karcher et al.,
2002).

24



Introduccié

1.6.2 La quinesina de tipus I o convencional

La primera quinesina identificada va ser la de tipus I o convencional, que participava del
transport intracel-lular mitjangat per microtibuls en I'axd gegant del calamar Loligo pealei (Vale
et al., 1985). La quinesina convencional és de tipus N-terminal i estructuralment és un
heterotetramer format per dues cadenes pesades (KHC) i per dues cadenes lleugeres (KLC)
(Bloom et al., 1988). La KHC exerceix la funcié motora, mentre que la KLC normalment esta
implicada en el reconeixement de les proteines que actuen de receptor pel transport (revisat a
Verhey i Rapoport, 2001). La KHC es divideix en 4 dominis (figura 16): 1) el domini motor
catalitic, que es situa en posicié N-terminal i conté les regions d’unié a ATP i a microtubuls; 2) el
connector neck i el domini neck, que coordinen el moviment dels dos dominis motors del dimer
de KHC i determinen la direccionalitat del moviment a través dels microtibuls (revisat a Endow,
2002; Kasprzak i Hajdo, 2002); 3) els coils 1 i 2 del domini stalk, que son responsables de
I’'hnomodimeritzacié de les 2 KHC. Un tercer domini coil (heptad repeats) seria el lloc d’unié a les
KLCs (Diefenbach et al., 1998); i 4) el domini tail (format pel coiled tail i el globular tail), que
juga un paper en la regulacié de I'activitat motora.

Pel que fa a la KLC, conté 3 dominis destacables. Primerament, la regié N-terminal
conté 4 repeticions conservades i contiglies de tipus Heptad, que formen una estructura alfa-
helicoidal de tipus coiled coil que s’associa amb la corresponent estructura de la KHC. D‘altra
banda, la regié central de la KLC esta formada per 6 repeticions de tetratricopéptid o TPR, que
son repeticions imperfectes de 34 aminoacids amb estructura d’alfa-hélix (Gauger i Goldstein,
1993; Gindhart i Goldstein, 1996). La regid TPR constitueix un tipic domini d’interaccié proteina-
proteina que esta implicat en la interaccié de la KLC amb les dianes cel-lulars. La particularitat
de la regio TPR de les KLCs és que cada repeticié de 34 aminoacids esta separada per un linker
de 8 aminoacids. Finalment, la KLC presenta un petit domini globular divergit en posicié C-
terminal que podria estar implicat en la localitzacié subcel-lular o en la regulacié de la quinesina.
Actualment, es coneixen pocs receptors de quinesina, la qual cosa fa de la identificacié de noves
dianes de la KLC un objectiu de gran interés (Manning i Snyder, 2000; Karcher et al., 2002).

Catalytic motor domain

Coiled tail  Globular tail

Neck linker

Neck Coil 1

IAK region

Heptad repeats

TPR motifs

TiBS

Figura 16. Estructura de la quinesina de tipus I o convencional. La quinesina I és un tetramer
format de 2 KHC’s (en vermell) i 2 KLC’s (en blau). Adaptat de Verhey i Rapoport, 2001.
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En humans, s’han identificat 3 variants de KHC convencional: KIF5A o nKHC, KIF5B o
uKHC, i KIF5C o xKHC (revisat a Miki et al., 2001). Pel que fa a la KLC, s’han identificat dos
gens tant en humans com en ratolins (Rahman et al., 1998). Aquests dos gens, pero, presenten
un elevat nombre de variants produides per splicing alternatiu. La quinesina convencional ha
estat implicada ampliament en el transport d’organels i vesicules embolcallades de membrana
en els axons de les neurones (anomenats genéricament com membrane-bounded organelles o
MBOs), i ho fan de manera anterograda cap al pol positiu dels microtibuls. Altres estudis
recents han implicat a la quinesina de tipus I en el transport de mitocondris, lisosomes,
oligomers de tubulina i complexes amb mRNA (revisat a Miki et al., 2001). En molts d’aquests
processos, la KLC és responsable de la unid a les dianes. Tot i axi, en el fong Neurospora crassa
no s’han identificat KLCs, cosa que implica que la KHC convencional seria suficient per la uni6 a
les dianes a transportar (Seiler et al., 2000), probablement a través del domini coiled tail (figura
16). Cal dir que aquesta quinesina de Neurospora esta implicada en el transport intracel-lular en
les hifes del fong (Seiler et al., 1997).

També s’ha constatat que, en la cél-lula, la major part de quinesina I esta lliure (no
unida als MBOs ni als microtubuls) i inactiva. Aixo evita moviments futils de la mateixa a través
dels microtlbuls quan no hi ha requeriments de transport. Per tant, la inhibicié de I'activitat
quinesina i la seva unié als MBOs i/o als microtubuls son processos regulats. Diverses dades
apunten a que el domini tail de la KHC esta implicat en ambdds processos, a través del
mecanisme que es presenta a continuacid. La quinesina inactiva estaria en una conformacié
plegada on la regié IAK del domini tail globular contacta i inhibeix el domini motor (figura 16).
Aix0 és possible perqué s’estableix una interaccié del coiled tail amb el domini neck de la KHC
(revisat a Manning i Snyder, 2000; Verhey i Rapoport, 2001). Pel que fa a I'activacio del procés
de transport, existeixen diferents models (figura 17). El més senzill proposa que la propia unio a
la carrega a transportar desbloquejaria la auto-inhibicié de la quinesina (figura 17a). Un segon
model (figura 17b-d) implicaria que, amb posterioritat a la unié a la carrega a transportar, es
requeriria un mecanisme addicional per activar a la quinesina (com per exemple fosforilacio,
canvis en el pH o d’altres). En aquest sentit, recentment, s’ha observat que la fosforilacié de la
KLC per la GSK3 inhibiria la unié de la quinesina als MBOs (Morfini et al., 2002). Aquests tipus
de procés també pot tenir un paper en l'alliberament i reciclatge de la quinesina un cop la

carrega ha assolit la seva destinacio.

A hores d’‘ara ja s’han identificat, en els MBOs, diferents proteines receptores per la
quinesina (revisat a Kamal i Goldstein, 2002; Schnapp, 2003). La quinectina, una proteina
integral de membrana del RE, va ser la primera proteina proposada com a receptor de
quinesina. Tot i aixi, diferents treballs han posat en dubte que es tractés d’un receptor universal
de quinesina, i, actualment, esta en discussid la seva funcié. Una altre receptor trobat és I’APP
(amyloid precursor protein), una proteina de membrana que s’uneix al domini TPR de la KLC.
S’ha proposat que I’APP podria actuar com a receptor de quinesina, i estaria present en les
membranes de les diferents vesicules que han de ser transportades. Altres proteines que
s’uneixen al domini TPR de la KLC son les proteines adaptadores (o scaffolding proteins) JIP1,
JIP2 i JIP3 (de c-Jun N-terminal kinase o JNK- interacting proteins). Les JIPs es troben en un
complex amb proteines senyalitzadores com JNK, DLK o la proteina de membrana ApoER2. Es
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conclou que les vesicules amb ApoER2 sén transportades per la quinesina via JIP, amb la qual
cosa per primer cop s’involucren els complexes senyalitzadors amb el transport vesicular mediat
per quinesina. D’altra banda, recentment s’ha identificat que el domini tail de la KHC (KIF5)
interacciona amb GRIP1 (glutamate receptor interacting protein), una molécula adaptadora.
Presumiblement, les quinesines determinen el transport del receptor de glutamat (una proteina

de membrana) a través de GRIP1.

Figura 17. Models d’activacié de
|"activitat motora de la quinesina I. A
la part superior es mostra la
conformacié auto-inhibitoria de la
quinesina, on les KHCs estan en
vermell i les KLCs en blau. El
mictrotibul esta representat com un
cilindre de color groc. Cargo: carrega
transportada. Adaptat de Verhey i
Rapoport, 2001.

Del conjunt d’aquestes dades es desprén que les quinesines s’uneixen als receptors per
dos possibles dominis: el domini TPR de la KLC (cas de JIP i APP) o el domini tail de la KHC (cas
de GRIP1 i de Neurospora). També s’observa que existeixen dos models d'interaccio de la
quinesina amb les carregues transportades: interaccié directa amb proteines integrals de
membrana (cas de la quinectina i de I’APP) o interaccié a través d’una proteina adaptadora o
scaffolding protein (cas de JIP-ApoER2, figura 18, i de GRIP-receptor de glutamat). Un dels
reptes de futur consisteix en esbrinar si les proteines de membrana fan de receptores de
quinesina exclusivament o bé tenen altres funcions. D’altra banda, és d’interés conéixer si

diferents proteines adaptadores determinen una seleccid de les vesicules transportades.

Figura 18. Model d'uni6 de |la
quinesina I a la carrega transportada a
través d'una proteina adaptadora o TM protein
scaffolding  protein. TM: proteina \

transmembrana present a la carrega
(Adaptat de Verhey i Rapoport, 2001).

Motor protein

. Microtubule
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1.6.3 Les quinesines de plantes

En els dltims anys s’han identificat i caracteritzat varies quinesines en plantes. La
majoria d’elles participen en el procés de citoquinesi. Un estudi bioinformatic sobre la base del
genoma d’Arabidopsis, ha permés identificar 61 gens que codifiquen per polipéptids amb
dominis motors de tipus quinesina (Reddy i Day, 2001). Aix0 converteix Arabidopsis com
I'eucariota sequiienciat amb més nombre de quinesines, amb una ratio d'un 0.24% de gens de
quinesina respecte el total de gens. Aquestes dades contrasten amb el nombre de gens de
quinesina identificats al genoma huma: només 45 (un 0.13% respecte el total dels gens). La
majoria dels 61 membres agrupen en 7 de les 9 families de quinesina, mentre que d’altres
quedarien com a orfes. A diferéencia d’altres organismes, un gran nombre de quinesines
d’Arabidopsis (21 de les 61) sén de tipus C-terminal. Un fet que sorprén en 16 d‘aquestes 21
quinesines és que, tot i que s’agrupen en la familia de tipus C-terminal a nivell filogenétic,
estructuralment no tenen el domini motor situat en C-terminal. Aquestes peculiaritats fan
impossible predir la direccionalitat del seu moviment. Aixi doncs, la gran diversitat de
quinesines en plantes ens indica que probablement també estan implicades en multiples

processos cel-lulars.

Tal com s’ha mencionat anteriorment, moltes de les quinesines de plantes
caracteritzades fins el moment han estat implicades en citoquinesi, on els microtubuls hi juguen
un paper fonamental a diferents nivells: 1) formaci6 de la banda preprofasica (que
posteriorment determina el pla de divisid); 2) formacié del fragmoplast (on s’origina el fus
acromatic) i transport de vesicules derivades de Golgi a la regié equatorial; i 3) fusio de les
vesicules per la formacié de la placa cel-lular. S’han identificat quinesines que participen en
diferents punts del procés de citoquinesi (Nishihama et al., 2002; Strompen et al., 2002; Liu et
al., 2003; Marcus et al., 2003). Altres quinesines vinculades a la citoquinesi també han estat
implicades en la morfogénesi de tricomes (Folkers et al., 2002) o en la separacié dels productes

de la meiosi masculina prévia a la formacié del gra de pol-len (Yang et al., 2003).

Al marge de la citoquinesi, les quinesines han estat implicades en altres processos. Per
exemple, el gen FRA1 d’Arabidopsis té una funcié essencial i dependent de microtibuls en el
diposit orientat de les microbrilles de cel-lulosa en la paret cel-lular, la qual cosa determina I'eix
d’elongacio cel-lular (Zhong et al., 2002). D'altra banda, diferents estudis citologics, bioquimics i
genetics han posat de manifest que les quinesines tenen un paper en la germinacio i elongacio
del tub pol-linic, on participen en el moviment d’organels i vesicules mitjancat per microtubuls
(revisat per Romagnoli et al., 2003). Tot i aixi, no s’ha identificat el gen o gens que codifiquen
per les quinesines implicades en aquest procés. Finalment, també s’han identificat dues
quinesines d’Arabidopsis que podrien tenir una funcié en la dinamica mitocondrial (Itoh et al.,
2001).

El transport mediat per quinesina implica un reconeixement molecular entre la quinesina
i el receptor present a la carrega a transportar. En aquest sentit, recentment s’han identificat
proteines que interaccionen i que, per tant, sén potencialment receptors de les quinesines. Aixi,

s’han trobat proteines que interaccionen amb la KCBP d’Arabidopsis (kinesin-like calmodulin
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binding protein) (Reddy et al., 1996; Day et al., 2000; Folkers et al., 2002), o amb la quinesina
NACK1 de tabac (Nishihama et al., 2002). Tot i aixi, de moment no es tenen dades de si
aquestes i altres proteines que interaccionen amb les quinesines de plantes (Kong i Hanley-
Bowdoin, 2002; Bouquin et al., 2003) sbén receptores pel transport o bé sén proteines

reguladores de la funcié quinesina.

Pel que fa a la quinesina de tipus I o convencional (KHC convencional), sorprén que, fins
el moment, no n‘hi ha cap caracteritzada en plantes. En el cas d’Arabidopsis, de les 61
quinesines identificades en el seu genoma només s’ha identificat un gen possible, AtMAA21.110
(Reddy i Day, 2001). Altres organismes com Drosophila i C.elegans també contenen un Unic gen
de KHC convencional, mentre que en llevat no se-n’'ha identificat cap (Miki et al., 2001). Els
autors discuteixen que, tot i que el domini tail d’AtMAA21.110 és curt (només 100 aminoacids) i
no mostra cap homologia amb altres quinesines, s’hi pot identificar una regié de tipus coiled coil
entre els aminoacids 377 i 415, que podria correspondre al lloc d’'unié amb la KLC. La prediccio
de la seqliéncia AtMAA21.110 no és del tot fiable, i, de fet, no existeixen dades de si aquest gen
s’expressa o no. D’altra banda, els autors indiquen que alguns gens que codifiquen per KLCs so6n
predits en el genoma d’Arabidopsis, perd encara no s’han estudiat experimentalment. En aquest
sentit, només existeix una cita en la literatura on es descriu una regié genomica en Lotus
Jjaponicus que conté un gen que codifica per un polipeptid amb similitud amb les KLCs (Thykjaer
et al., 1997).
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OBJECTIUS

En totes les espécies de plantes analitzades existeixen varies isoformes de I'enzim HMG-
CoA reductasa (HMGR) codificades per petites families multigéniques. En el cas d’Arabidopsis,
existeixen dos gens (HMG1 i HMGZ2) que codifiquen per tres isoformes de I’enzim: HMGRI1L,
HMGR1S i HMGR2. Multiples estudis suggereixen que les isoformes d'HMGR de plantes estarien
implicades en la sintesi d’isoprenoides particulars. Aquest model d’especialitzacié funcional de
les isoformes d’'HMGR esta basat en estudis d’expressid génica en diferents estadis del
desenvolupament o en resposta a diferents estimuls. Tot i aixi, a l'inici d’aquesta tesi, no es
tenien dades contrastades de la distribucid de les isoformes d’'HMGR en diferents teixits ni de la
seva distribucié subcel-lular. Aquest darrer aspecte era particularment interessant, doncs
s’havia suggerit que I'especialitzacié funcional de les isoformes d'HMGR podria venir
determinada, en part, per diferéncies en la seva localitzacié subcel-lular. En aquest sentit, en el
domini N-terminal de les HMGRs s’havien identificat dues regions que hi podrien estar
implicades: el domini de membrana i la regié N-terminal citosolica. En el domini de membrana
s’havien identificat dues seqliéncies hidrofobiques que determinen la insercié de l'enzim al
reticle endoplasmatic (RE). En la regidé N-terminal citosolica s’havien identificat possibles senyals
de transport intracel-lular que actuarien probablement a través de la interacci6 amb altres
proteines. Amb aquests antecedents, i utilitzant Arabidopsis com a sistema d’estudi, es van
proposar els seglients objectius:

1. Estudi de la distribucio tissular i subcel-lular de les diferents isoformes de 'HMGR.

2. Determinacié del paper del domini N-terminal de les diferents isoformes de I'HMGR en la

seva localitzacié subcel-lular.

3. Identificacié i caracteritzacié de proteines que interaccionin amb la regié N-terminal

citosolica de les HMGRs.
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Les técniques d’‘analisi i de manipulaci6 de DNA, RNA i proteines d'Us més comu
emprades en aquest treball van ser realitzades segons el manual de protocols Current Protocols
in Molecular Biology (Ausubel et al., 1989). Les metodologies que es descriuen a continuacio

s6n més especifiques i la majoria d’elles es van posar a punt per a realitzar aquest treball.
2.1 EL MATERIAL BIOLOGIC

2.1.1 Soques bacterianes

Escherichia coli:
Soques utilitzades per amplificar el DNA plasmidic:

DH5a: endAl hsdR17(r,m*) thi-1 recAl gyrA96 relAl supE44 A(lacIZYA-
argFV169) deoR (¢80dlacA(/lacZ)M15)

XL-1 blue: supE44 hsdR17(rm™) recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl lac F’[proAB
lacl9ZAM15 Tn10 (Tet")].

Soques utilitzades per I'expressid de proteines:

BL21: F ompT hsdSg (rg'mg’) gal dcm lon”

BL21DE3 pLysS: F ompT hsdSg (rg mg') gal dcm A(DE3) [pLysS Cam']
Agrobacterium tumefaciens:

GV3101 pMP90RK (Koncz i Schell, 1986)

2.1.2 Saccharomyces cerevisiae

Les soques del llevat Saccharomyces cerevisiae utilitzades en els experiments de doble
hibrid van ser obtingudes de la casa comercial Clontech Laboratories, Inc. Per les
caracteristiques dels promotors que dirigeixen I’'expressié del gen selector HIS3 i del gen
reporter lacZ, 'expressio és diferent en les dues soques. Aixi doncs, la soca Y190 presenta una
expressio basal elevada (leaky) del gen HIS3 que genera soroll de fons, mentre que I'expressio
basal d’aquest gen seleccionable en la soca CG-1945 és inferior. Pel que fa al gen reporter lacZ,
la soca Y190 presenta uns bons nivells d’expressid, mentre que la soca CG-1945 presenta
nivells d’expressié baixos que poden generar falsos negatius. Es per aixd que, en molts casos,
per determinar el creixement en abséncia d’histidina, es va utilitzar la soca CG-1945, i, per

determinar I'activacio del gen reporter lacZ, es va utilitzar la soca Y190.

A continuacid, es presenten les caracteristiques de les soques de llevat Y190 i CG-1945,
extretes del cataleg de Clontech K1604-1.
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Soca Genotip Reporters Marcadors de transformacio

CG-1945

MATa, ura3-52, his3-200, lys2-801,
ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112,

.
el i, @RS, @il 2, HIS3, lacZ trp1, leu2, cyh2

LYS2:: GALlUAs'GALlTATA'HIS3

URA3:: GAL417—mers(x3)'CyC 1raTa-lacZ

Y190

MATa, ura3-52, his3-200, lys2-801,
ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112,

;
Gy @ElB0E, @i 2 HIS3, lacZ trp1, leu2, cyh™2

LYS2:: GALlUAs'HIS3TATA‘HIS3

URA3:: GALlUAs'GALlTATA'/aCZ

2.1.3

Linia cel-lular T87

La linia cel-lular T87 (Axelos et al., 1992) derivada de fulles d’Arabidopsis va ser cedida

amablement per la Dra. Michele Axelos (“Laboratoire de Biologie Moleculaire des Relations

Plantes-Microorganismes”, CNRS-INRA, Toulouse).

2.1.4 Arabidopsis thaliana

Els experiments descrits en aquesta memoria es realitzaren amb |'espécie Arabidopsis

thaliana varietat Columbia-3 (Lehle Seeds, USA). Es la varietat utilitzada en el programa de

seqlenciacié del genoma d’Arabidopsis.

2.2
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ELS ANTICOSSOS

Els anticossos primaris utilitzats han estat els seglents:

- anti-hemaglutinina:

anti-HA high affinity, rat monoclonal antibodoy clone 3F10, Roche Molecular
Biochemicals, referéncia 1867423. Dilucio per western blot 1:1000.

- anti-CD1:

anticossos policlonals obtinguts de conill i generats contra el domini catalitic de 'HMGR1
(CD1) recombinant expressat a E.coli (Dale et al., 1995). Aquests anticossos van ser
amablement cedits per la Dra. Montse Arré del laboratori del Dr. Albert Ferrer. Dilucio

1:10.000 per western blot i 1:500 per immunofluorescéncia
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- anti-CD1 clarificat:

Els anticossos policlonals anti-CD1 presenten una série d'IgGs contaminants que

reconeixen proteines d’E.coli que, probablement, estaven presents com a proteines

contaminants en |'extracte de la proteina CD1 recombinant punxada en els conills. Per

tal d'alliberar aquests anticossos de les IgGs contaminants, es van clarificar seguint el

seglent procediment:

Barregeu 15 pl de I'anti-CD1 i 280 pl de solucié de bloqueig (vegeu I'apartat 2.6.2.).

Afegiu 100 pl d’'una matriu d’agarosa que ha estat en contacte amb un extracte

proteic d’E.coli i que, per tant, conté una carrega important de proteines que

s’uneixen inespecificament a la matriu

Incubeu 20 min a 4°C en agitacid orbital

Centrifugueu i recupereu el sobrenedant, que estara lliure de les IgGs contaminants.

S’espera que aquestes hagin quedat retingudes en el sediment, és a dir, en la

matriu amb proteines d’E.coli que s’hi havien unit inespecificament.
Repetiu aquest procediment tres cops més

Afegiu azida sodica al 0.1% al sobrenedant final i guardeu-lo a 4°C

Els anticossos secundaris utilitzats son els seguents:

anti-rat peroxidase:

rabbit anti-rat, PO conjugated, Dako. Dilucié 1:3000 per western blot.
anti-rabbit peroxidase:

anti-rabbit peroxidase, Amersham. Dilucié 1:10000 per western blot.
anti-rabbit AlexaFuor-350:
Alexa Fluor 350 anti-rabbit IgG, Molecular probes. Dilucié 1:300

immunofluorescéncia.

2.3 ELS PLASMIDIS

2.3.1

El sistema del doble hibrid

per

Els diferents subdominis de I'HMGR aixi com els enzims de la via del mevalonat van ser

subclonats en els plasmidis comercials pAS2-1 i pACT2 (Clontech), per I’'expressio en llevat de

les proteines de fusid amb els domini d’unié al DNA (BD) i d’activacié (AD) del factor de

transcripcio GAL4.
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2.3.1.1 Fusions amb els enzims de la via del mevalonat d’Arabidopsis

CONSTRUCCIO NOM ENZIM PLASMIDI DIANES
BD-AACT1 AACT1 (acetoacetil-CoA tiolasa 1) pAS2-1 BamHI i Sall
AD-AACT1 AACT1 (acetoacetil-CoA tiolasa 1) pACT2 BamHI i Xhol
BD-AACT2 AACT2 (acetoacetil-CoA tiolasa 2) pAS2-1 Ncol i Sall
AD-AACT2 AACT2 (acetoacetil-CoA tiolasa 2) pACT2 Ncol i Xhol
BD-HMGS HMGS (HMG-CoA sintasa) pAS2-1 Ndel i EcoRI
AD-HMGS HMGS (HMG-CoA sintasa) pACT2 Ndel i Xhol

BD-MVK MVK (mevalonat quinasa) pAS2-1 EcoRI i Sall
AD-MVK MVK (mevalonat quinasa) pACT2 Ncol i Xhol
BD-HMGR1S | HMGR1S (HMG-CoA reductasa 1 curta) pAS2-1 Ndel i EcoRI
AD-HMGR1S | HMGR1S (HMG-CoA reductasa 1 curta) pACT2 Ndel i Xhol

2.3.1.2 Fusions amb els diferents subdominis de les isoformes HMGR1S,
HMGR1L i HMGR2

2.3.1.2.1 Fusions realitzades per restriccio:
. DOMINI
CONSTRUCCIO . PLASMIDI DIANES OBTINGUT DE:

(aminoacids)

AD-NTI1L 1-100 HMGR1L pACT2 Ncol i BamHI BD-NT1L
AD-1Lextra 1-50 HMGR1L pACT2 Ncol i BamHI BD-1Lextra
BD-CD1 166-592 HMGR1S pAS2-1 Ndel i EcoRI pCD1 (Dale et al., 1995)
AD-CD1 166-592 HMGR1S pACT2 Ndel i EcoRI pCD1 (Dale et al., 1995)
) pCD2 (Ndel/Clalrom) (Gonzalez,
BD-CD2 139-592 HMGR2 pAS2-1 Ndel i Smal
2002)

AD-CD2 139-592 HMGR2 pACT2 Ndel i BamHI BD-CD2
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2.3.1.2.2 Fusions realitzades per PCR:
Construccio Dom‘in-i Plasmidi Dianes Primer Primer
(aminoacids) forward reverse
BD-NT1L 1-100 HMGR1L | pAS2-1 | EcoRI i BamHI NT1LF-EcoRI NT1NR-BamH]I
BD-1Lextra 1-50 HMGR1L pAS2-1 | EcoRI i BamHI NT1LF-EcoRI NT1LR-BamHI
BD-NT1S 1-50 HMGR1S pAS2-1 Ncol i BamHI NT1NF-Ncol NT1NR-BamHI
AD-NT1S 1-50 HMGR1S pACT2 Ncol i BamHI NT1NF-Ncol NT1NR-BamHI
BD-NT2 1-32 HMGR2 pAS2-1 Ncol i BamHI NT2F-Ncol NT2R-BamHI
AD-NT2 1-32 HMGR2 pACT2 Ncol i BamHI NT2F-Ncol NT2R-BamHI
MC2-NT1S pAS2-1 Ncol i BamHI | SR2.1SF-Ncol NT1NR-BamH]I
MC1S-NT2 pAS2-1 Ncol i BamHI SR1.2F-Ncol NT2R-BamHI
AMC-NT1S pAS2-1 Ncol i BamHI | SRdell1SF-Ncol NT1NR-BamHI
ARRR-NT1S pAS2-1 Ncol i BamHI Rdel1SF-Ncol NT1NR-BamH]I
ADL-NT1S pAS2-1 Ncol i BamHI | Hfdel1SF-Ncol NT1NR-BamH]I
APro-NT1S pAS2-1 Ncol i BamHI PRdel1SF-Ncol NT1NR-BamHI
(7-50)NT1S HMGR1S 7-50 pAS2-1 Ncol i BamHI | deINT1SF-Ncol NT1NR-BamHI
(20-50)NT1S HMGR1S 20-50 | pAS2-1 Ncol i BamHI | d1NT1SF-Ncol NT1NR-BamH]I
(7-100)NTI1L HMGR1L 7-100 pAS2-1 Ncol i BamHI | deINT1LF-Ncol NT1NR-BamHI
(25-100)NT1L |HMGRI1L 25-100| pAS2-1 | EcoRIl i BamHI | d1NT1LF-EcoRI NT1NR-BamHI
(37-100)NT1L |HMGR1L 37-100| pAS2-1 | EcoRliBamHI | d2NT1LF-EcoRI | NT1NR-BamHI
(1-90)NT1L HMGR1L 1-90 pAS2-1 | EcoRI i BamHI NT1LF-EcoRI | d1NT1SR-BamHI
(1-79)NT1L HMGR1L 1-79 pAS2-1 | EcoRI i BamHI NT1LF-EcoRI d2NT1SR-BamHI
(1-64)NT1L HMGR1L 1-64 pAS2-1 | EcoRI i BamHI NT1LF-EcoRI d7NT1LR-BamHI
(1-60)NTI1L HMGR1L 1-60 pAS2-1 | EcoRI i BamHI NT1LF-EcoRI d8NT1LR-BamHI
(1-56)NT1L HMGR1L 1-56 pAS2-1 EcoRI i Stul NT1LF-EcoRI d2NT1SR-BamHI
2.3.1.3 Fusions amb les proteines PR2A, KLC1 i PR65

A partir del crivellatge de la genoteca de cDNA d’Arabidopsis, es van rescatar els

seglients clons fusionats al domini d’activacié (AD) del factor de transcripcié Gal4 en el vector

PACT (Clontech):

AD-PR2A1 (1-538): correspon als aminoacids 1 a 538 de la PR2A1

AD-PR2A2 (88-536): correspon als aminoacids 88 a 536 de la PR2A2

AD-KLC1 (36-663): correspon als aminoacids 36 a 663 de la KLC1
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Un cop es van identificar i aillar els cDNAs complets corresponents a PR2A1, PR2A2 i

KLC1, es van realitzar noves fusions amb diferents regions de les proteines en el vector pACT2:

38

AD-PR2A1: pACT2-PR2A1

El fragment d’extrems Bgl/II obtingut de I’AD-PR2A1 (1-538) va ser clonat en el vector
pACT2 previament digerit amb BamH]I.

AD-PR2A1(1-361): pACT2-PR2A1(1-361)

El fragment d’extrems Bg/II i Sall obtingut de I'’AD-PR2A1 (1-538) va ser clonat en el
vector pACT2 previament digerit amb BamHI i Xhol.

AD-PR2A1(150-538): pACT2-PR2A1(150-538)

El fragment d’extrems Ncol i Bg/ll obtingut de I’"AD-PR2A1 (1-538) va ser clonat en el
vector pACT2 préviament digerit amb Ncol i BamHI.

AD-PR2A1(210-538): pACT2-PR2A1(210-538)
El fragment d’extrems Ndel i Bg/ll obtingut de I’AD-PR2A1 (1-538) va ser clonat en el
vector pACT2 préviament digerit amb Ndel (digestio parcial) i BamHI.

AD-PR2A2: pACT2-PR2A2

El fragment obtingut per PCR amb els oligonucleotids 25F-Xhol i 25R-Xhol sobre pGEM-
Teasy-PR2A2 (vegeu l'apartat 2.3.6) i digerit amb Xhol va ser clonat en el plasmidi
pACT2 digerit amb el mateix enzim.

AD-KLC1: pACT2-KLC1
El fragment obtingut per digesti6 amb Ncol i BamHI del pSK-KLC1 (vegeu l'apartat
2.3.6) va ser clonat en el pACT2 digerit amb els mateixos enzims.

AD-KLC1 (172-663): pACT2-KLC1(172-663)
El fragment obtingut per digestié6 amb Dral i Bg/ll de I'AD-KLC1 (36-663) va ser clonat
en el pACT2 digerit amb els enzims Smal i BamHI.

AD-KLC1 (523-663): pACT2-KLC1(523-663)
El fragment obtingut per digestié amb EcoRV i Bg/ll de I’AD-KLC1 (36-663) va ser clonat
en el pACT2 digerit amb els enzims Smal i BamHI.

AD-KLC1 (1-239): pACT2-KLC1(1-239)

El fragment obtingut per digestié amb M/ul (el qual es va fer rom en una reaccié de
filling amb Klenow) i Ncol de I’AD-KLC1 va ser clonat en el pACT2 digerit amb els
enzims Ncol i Smal.

AD-KLC1 (1-522): pACT2-KLC1(1-522)
El fragment obtingut per digesti6 amb Ncol i EcoRV de I'’AD-KLC1 va ser clonat en el
pACT?2 digerit amb els enzims Ncol i Smal.
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BD-PR65 (pAS2.1-PR65): El fragment obtingut per digesti6 amb EcoRV del clon
AT65KPDF1 va ser clonat en el vector pAS2.1 digerit amb Smal.

2.3.2 Localitzacio subcel-lular

2.3.2.1 Vectors d’expressio transitoria en fulles

El plasmidi pGFPau va ser construit per a realitzar les diferents fusions de I'HMGR amb
la GFP (Green Fluorescent Protein). Aquest plasmidi deriva del plasmidi pGFP (Chiu et al.,
1996).

PGFPAU: El plasmidi pGFP va ser digerit amb I'enzim Ncol per lligar-hi un insert obtingut de
I'anellament dels dos oligonucleotids: pGFPMCSF i pGFPMCSR. Aquest insert conté diverses

dianes de restriccié que serveixen de polilinker (vegeu apartat 3.2.1).

Per facilitar la obtencié d’algunes de les construccions finals, es van generar els

seglents constructes:

BD-NT1S/LK: pAS2-1-HMGR1S (1-178)
El fragment obtingut per PCR sobre I'HMGR1S amb els oligonucledtids NT1NF-Ncol i LK178R-
BamHI, va ser digerit amb els enzims Ncol i BamH]I, i es va lligar en un pAS2-1 digerit amb els

mateixos enzims.

BD-NT1L(M51A)/LK: pAS2-1-(M51A)HMGR1L (1-228)

El fragment obtingut per PCR sobre (M51A)HMGR1L (Gonzédlez, 2002) amb els oligonucleotids
NT1LF-EcoRI i LK178R-BamHI, va ser digerit amb els enzims EcoRI i BamH]I, i es va lligar en un
pAS2-1 digerit amb els mateixos enzims.

. REGIO .
CONSTRUCCIO . PLASMIDI DIANES ESTRATEGIA
(aminoacids)

Fragment Ncol/BamHI de BD-

1S:GFP HMGR1S aa 1-178 pGFPAU Ncol/Sall
NT1S/LK
PCR sobre HMGR2 amb NT2F-
2:GFP HMGR2 aa 1-153 pGFPAU Ncol/Sall )
Ncol i LK2153R-Sall
Ncol fet PCR sobre BD-NT1L(M51A)/LK
1L:GFP HMGR1L aa 1-228 pGFPAU )
rom/Sall amb romolLF i pASR
PCR sobre 1S:GFP amb
AR1S:GFP HMGR1S pGFPAU Ncol/Sall

RdellSF-Ncol i pGFP5R

pKar6-GFP: expressa una proteina quimeérica control de localitzacié en el reticle endoplasmatic.
Aquest plasmidi va ser amablement cedit per la Dra. Margarita Torrent.
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2.3.2.2 Vectors per l'expressi6 mediada per Agrobacterium en la linia
cel-lular T87

Les construccions que es detallen a continuacié van ser realitzades mitjancant el
clonatge d’un fragment HindIII obtingut del plasmidi d’expressié transtoria corresponent, en el
plasmidi pPCV002 (Ferrando et al., 2001) digerit amb el mateix enzim. El plasmidi pPCV002 va
ser amablement cedit pel Dr Alejandro Ferrando.

GFP: pPCV002-GFP

1S:GFP: pPCV002-1S:GFP

1L:GFP: pPCV002-1L:GFP

2:GFP: pPCV002-2:GFP

AR1S:GFP: pPCV002-AR1S:GFP

pPGFPHDEL: Control de localitzacié en el reticle endoplasmatic (Batoko et al., 2000).

Aquest plasmidi va ser amablement cedit pel Dr. Ian Moore

2.3.3 Vectors per l'expressio de proteines en plantes transgéniques

Aqguestes construccions van ser realitzades en el plasmidi Menchu-812 (Ferrando et al.,

2000), amablement cedit pel Dr. Alejandro Ferrando.

HA:KLC1: Menchu-812-HA:KLC1
El fragment obtingut per PCR amb els oligonucledtids 12F-BamHI i T3 sobre el plasmidi
pSK-KLC1 (vegeu l'apartat 2.3.6), va ser digerit amb BamHI i clonat en el plasmidi
Menchu-812 digerit amb aquest mateix enzim.

HA:TPR: Menchu-812-HA:TPR
El fragment obtingut per digestié6 amb Bg/Il del plasmidi AD-KLC1 (172-663) (vegeu
I'apartat 2.3.1.3.) va ser clonat en el plasmidi Menchu-812 digerit amb BamHI.

2.3.4 Expressio en E.coli

2.3.4.1 Fusions a C-terminal de la GST

Les fusions en posicidé C-terminal de la GST (Glutatid-S-transferasa) van ser realitzades
en els plasmidis pGEX4T-1 i pGEX5X-2 (Amersham Pharmacia).

CONSTRUCCIO | PLASMIDI | DIANES ESTRATEGIA
GST-NT1L pGEX4T-1 | EcoRI i Sall Fragment EcoRI i Sall obtingut de BD-NT1L
GST-PR2A1 pGEX5X-2 BamHI Fragment Bg/II obtingut de AD-PR2A1 (1-538)

Fragment de PCR obtingut amb els oligonucleotids

GST-KLC1 pGEX5X-2 BamHI
12F-BamHI i T3 sobre pSK-KLC1 digerit amb BamHI
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2.3.4.2 Fusions a N-terminal de GST

Les fusions a N-terminal de la GST es van obtenir utilitzant una estratégia de clonatge
en dos passos. Primerament, es van introduir les seqliéncies corresponents a I'HMGR en el
plasmidi d’expressi6 en E. coli pET23d (Novagen) que, a continuacid, va ser digerit per

introduir, a C-terminal de I'HMGR, la seqliéncia que codifica per la GST.

NT1L-pET23d: el fragment de PCR obtingut amb els oligonucledtids NT1LF-EcoRI i pASR sobre
el plasmidi BD-NT1L, va ser digerit amb els enzims EcoRI, que es va fer rom amb I'enzim Mung
Bean, i Sall. Aquest fragment es va clonar en el plasmidi pET23d digerit amb els enzims Ncol,
fet rom amb Mung Bean, i Sall.

NT1S-pET23d i NT2-pET23d: El fragment Ncol i Sall obtingut dels plasmidis BD-NT1S i BD-
NT2, respectivament, va ser clonat en el plasmidi pET23d digerit amb els mateixos enzims.

NT1L-GST, NT1S-GST i NT2-GST (en el vector pET23d): Un fragment de PCR corresponent a
la GST obtingut amb els oligonucleotids NTGSTF-HindIII i pGEX3'R sobre el vector pGEX4T-1, va
ser digerit amb els enzims HindIIl i Xhol i va ser clonat en els plasmidis anteriors (NT1L-
pET23d, NT1S-pET23d i NT2-pET23d) digerits amb els mateixos enzims.

1Lextra-pET23d: El fragment de PCR obtingut amb els oligonucleotids T7 i NT1LR-BamHI
sobre el plasmidi NT1L-GST (en pET23d) i digerit amb Xbal i BamHI, va ser clonat en el mateix

plasmidi digerit amb els mateixos enzims.

1Lextra-GST (en pET23d): Per digestio del plasmidi NT1S-GST es va obtenir un fragment
d’extrems BamHI corresponent a la GST, que es va clonar en el plasmidi 1Lextra-pET23d digerit

amb el mateix enzim.

2.3.5 Transcripcié-traduccié in vitro

CONSTRUCCIO PLASMIDI| DIANES ESTRATEGIA
HiskKLC1 (36-663) pRSETC Xhol Digestio Xhol sobre AD-KLC1 (36-663)
HisPR2A1 (1-538) PRSETA Bglll Digestidé Bg/II sobre AD-PR2A1 (1-538)
HisPR2A2 (88-536) pRSETC Xhol Digestio Xhol sobre AD-PR2A2 (88-536)
HisKLC1 pET28a+ | Ndel i BamHI Digestio Ndel/BamHI sobre AD-KLC1
HisPR2A1 pET28a+ | Nhel i BamHI Digestié Nhel/Bglll sobre AD-PR2A1
Fragment obtingut per PCR amb els
HisPR2A2 pET28a+ Xhol oligonucleotids 25F-Xhol i 25R-Xhol sobre
pGEM-Teasy-PR2A2, i digerit amb Xhol
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2.3.6 Clonatge dels cDNAs complets corresponents a PR2A1, PR2A2 i KLC1
PR2A1: pGEM-T-PR2A1

Per comparaci6 amb d’altres cDNAs presents en bases de dades (Hendershot et al.,
1999) es van dissenyar dos oligonucleotids, 2totF i 2totR, que van permetre I'amplificacié per
PCR d'un cDNA complet corresponent a PR2A1. Aquest cDNA, que presentava part de les
regions 5’ i 3’ transcrites no traduides (5’ i 3 UTR), va ser amplificat a partir de la genoteca

d’expressid pACT, i es va clonar en el plasmidi pGEM-T (Promega).
PR2A2: pGEM-Teasy-PR2A2

Per tal d’identificar cDNAs estesos per 5’ del clon parcial aillat en el crivellatge,
mitjancant PCR es va realitzar una primera reaccié d’amplificacié lineal sobre la genoteca
d’expressid pACT, utilitzant I'oligonucleotid 25GSP1 —el qual s'anella en antisentit a la regié 5’
del clon parcial inicialment aillat—. A continuacidé, es va realitzar una amplificacié exponencial
utilitzant els oligonucleodtids 25GSP2 (que s’anella en antisentit encara més a 5’ que 25GSP1) i
pACTBF (que s’'anella en sentit en el plasmidi pACT). D'aquesta manera, es van aillar una série
de productes de PCR que es van clonar en un pBluescript SK(+) per a la seva seqtienciacié. Tots
ells estenien la regid 5’ del clon aillat inicialment en el crivellatge, més enlla del triplet ATG que
codifica per la primera metionina. A partir d’aqui, es van dissenyar els oligonucleotids 25totF
(regi6é 5'UTR) i 25totR (regio 3'UTR), que es van utilitzar per amplificar sobre la genoteca pACT
un cDNA complet corresponent a PR2A2, el qual es va clonar en el vector pGEMT-easy

(Promega).
KLC1: pSK-KLC1

Per tal d'identificar cDNAs estesos per 5’ del clon parcial aillat en el crivellatge,
mitjancant PCR es va realitzar una primera reaccié6 d’amplificacid lineal sobre la genoteca
d’expressié pACT, utilitzant I'oligonucleotid 12GSP1 —el qual s’anella en antisentit a la regié 5’
del clon parcial inicialment aillat—. A continuacié, es va realitzar una amplificacidé exponencial
utilitzant els oligonucleodtids 12GSP2 (que s’anella en antisentit encara més a 5’ que 12GSP1) i
pACTBF (que s’'anella en sentit en el plasmidi pACT). D'aquesta manera, es van aillar una série
de productes de PCR que es van clonar en un pBluescript SK(+) per a la seva sequienciacio. Tots
ells estenien la regid 5’ del clon aillat inicialment en el crivellatge, més enlla del triplet ATG que
codifica per la primera metionina. A partir d’aqui, es van dissenyar els oligonucleotids 12totF.2
(regié 5’°UTR) i 12totR (regié 3'UTR), que es van utilitzar per amplificar sobre la genoteca pACT
un cDNA complet corresponent a KLC1, el qual es va clonar en el vector pBluescript-SK+ digerit
amb Smal.
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2.4 ELS OLIGONUCLEOTIDS

Nom Seqiiéncia 5'-3’
pGFPMCSF catgggcaattggtaccgccggctagcggccgcagtcgacgg
pGFPMCSR catgccgtcgactgcggccgctageccggecggtaccaattgcec
PGFPAUF gcattctacttctattgcagc
GFP5R tcagcttgccgtaggtgg
TermR caacacatgagcgaaacc
1 _________________________________________________
pASF tcatcggaagagagtag
pASR taaaacctaagagtcac
pACTBF ataccactacaatggatgatg
pACTF gataccccaccaaaccc
pACTR gtgaacttgcggggttt
1 _________________________________________________
NT1NF-Ncol gacatgccatggatctccgtcggaggece

LK178R-BamHI gtgcggatcccgatttcacaatctcctcgtcttce
1

NT1LF-EcoRI ggaattcatgaagaaaaagcaagctggtcc

romolLF ccatgaagaaaaagcaagctgg
'

NT2F-Ncol gacatgccatggaggatctccgtcgtagattte

LK2153R-Sall cgacgtcgactaatttaacgatttcttcatcttc
1

MKF-EcoRI ggaattcatggaagtgaaagctagagctcc

MKR-Sall gcgtcgacatagcaaatctgagctccgttacce
. J

NT1NR-BamHI gtgcggatcccgecgtcggatgectttcecggtg
NT1LR-BamHI gtgcggatcctggagggaatgaataatctctcce

NT2R-BamHI gtgcggatcccgcecgtcagaggectttacgaagag
1

SR2.1SF-Ncol gacatgccatggaggatctccgtcggaggcece

SR1.2F-Ncol gacatgccatggatctccgtcgtagatttcc
SRdel1SF-Ncol ctgccatggctgcctctgggectcctaaaccacc

Rdel1SF-Ncol gccatggatctcgctgcggegcctcctaaaccac
Hfdel1SF-Ncol catgccatggctgcccgtcggaggcctecta
PRdel1SF-Ncol gccatggatctccgtcggagggcctceccaacggatcttteegt
deINT1SF-Ncol gacatgccatggggcctcctaaaccaccgg

d1NT1SF-Ncol gacatgccatgggatctttccgttcttatcagece
deINT1LF-Ncol gacatgccatgggtccccaacagacatgcg

diNT1LF-EcoRI <cggaattctcacacttatcacgccacctc
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d2NT1LF-EcoRI cggaattctctcctctctctceccceccect
1

d1NT1SR-BamHI gtgcggatcctgttgtagcccggcgacgatg
d2NT1SR-BamHI gtgcggatccagtgcgaggctgataagaac
d7NT1LR-BamHI gtgcggatccgttggtaaccggtggtttag

d8NT1LR-BamHI gtgcggatcctggtttaggaggcctccg
. J

12totF.2 tctcttacacaaccacactaag

12totR aactagaaaacataaagcctcttc

12F-BamHI cgcggatccccatggacgtaggagagagce

12GSP1 tccaaccaaatgcctcaac

12GSP2 tcctagattcagectccatacg

12GSP3 gacggagactgatcatcagaac

12.4R caccaagctcaggactctc

'
2totF tccgatattggggttttgttgtag

2totR aaccgttgttgttggttccac

1 ___________________________________________________
25totF gaagactagattcgatgtgttg

25totR ttcttttgttgacttgctaccte

25F-Xhol ccgctcgagccatggtggatacggttattccce

25R-Xhol ccgctcgagttcttttgttgacttgctaccte

25GSP1 aggctcgttgactactttg

25GSP2 ttagaaggggctctctgtttg

'
T7 gtaatacgactcactataggg

T3 attaaccctcactaaagggaa

NTGSTF-HindIII tacccaagcttatgtcccctatactaggttattg

Primer antisentit situat a 3’ de la GST del

PGEX3'R PGEXAT1
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2.5

2.5.1

MANTENIMENT I CULTIU DEL MATERIAL BIOLOGIC

Meétodes de treball en Saccharomyces cerevisiae

El manteniment i manipulacié de les soques de llevat es va fer seguint les instruccions

proporcionades per Clontech, en el llibre de protocols de treball amb llevats anomenat Yeast
Protocols Handbook (YPH) (PT3024-1).

2.5.2

Condicions de cultiu d’Agrobacterium tumefaciens

Aguesta espécie bacteriana es va créixer en medi YEB, a 28°C de temperatura i en una

agitacio de 180-200 rpm.

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)

1)

2)

Medi YEB: - Extracte de llevat  .......... 1 g/l
- Extracte de bou .......... 5 g/l
- Peptona i 5 g/l
-5acCardSa .iiiiiiiieiiieeians 5 g/l
- MgS04:7H,0 v 0.5 g/l

Afegiu una llentia de NaOH per litre per assolir un pH entorn a 7.0
Esterilitzeu en una autoclau a 121°C durant 20 min
Si es prepara medi solid, afegiu agar 15 g/I

2.5.2.1 Preparacio de cél-lules d’Agrobacterium competents

A partir d’una colonia de la soca A. tumefaciens GV3101 pMP90RK, inoculeu un precultiu
de 10 ml de medi YEB amb rifampicina (50 pg/ml) —resisténcia cromosomica de la soca
GV3101— i kanamicina (100 pg/ml) —resistencia codificada pel plasmidi Helper
pMPO0ORK—, i incubeu en agitacioé (180 rpm) a 28°C durant 24 h.

Inoculeu una dilucié 1/200 del precultiu en medi YEB amb rifampicina i kanamicina, i
incubeu en agitacié a 28°C fins a una DOgyr=0.5. Normalment el cultiu triga 18-20 h a
assolir aquesta DO.

Sedimenteu les cél-lules a 6.000 rpm (rotor JA-17, Beckman) durant 5 min a 4°C. A
partir d’aquest punt, cal realitzar totes les manipulacions a 4°C.

Descarteu el sobrenedant i ressuspeneu les cel-lules suaument en 10 ml de solucio
0.15M NaCl a 4°cC.

Centrifugueu de nou 5 min a 6.000 rpm (rotor JA-20, Beckman) a 4°C.

Descarteu el sobrenedant i ressuspeneu les cél-lules en 1 ml de solucié CaCl, 200 mM a
40C.

Repartiu el volum en aliquotes de 100 ul i congeleu en nitrogen liquid. Guardeu-les a -
80°C.

2.5.2.2 Transformacio d’Agrobacterium

Afegiu 0.5 ug del DNA plasmidic que es vol introduir dins la cél-lula a una aliquota de
100 pl de cél-lules competents d'A. tumefaciens descongelada en gel. Incubeu 30 min en

gel.
Incubeu durant 1 min en nitrogen liquid.
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3) Atempereu les cél-lules incubant-les a 37°C durant 1 min.

4) Afegiu 1 ml de medi YEB, i incubeu 3 h a 28°C en agitacioé suau (120 rpm).

5) Sembreu les cél-lules en una placa de petri que contingui medi YEB solid amb
rifampicina (50 ug/ml), kanamicina (100 pug/ml) i carbenicilina (100 ug/ml), a la qual
confereixen resisténcia els plasmidis Menchu-812 i pPCV002.

Confirmacio de les colonies:

De les colonies d'A. tumefaciens transformades se’n pot obtenir el DNA plasmidic
utilitzant el kit comercial “QIAPREP spin miniprep kit” (QIAGEN) amb un pas previ d’incubacio
del sediment bacteria amb lisozim (20 mg/ml) a 37°C durant 15 min. Aquest DNA plasmidic es

pot analitzar, posteriorment, per restriccié o per PCR.

2.5.3 Manteniment de la linia cel-lular T87

El manteniment de la suspensid cel-lular de la linia d’Arabidopsis T87 es va realitzar
traspassant una aliquota d’uns 5-8 ml d’un cultiu en fase estacionaria primerenca a 120 ml de
medi de cultiu MS fresc (Murashige i Skoog, 1962) suplementat amb acid a-naftalenacétic
(NAA) 2.5 uM. Les cél-lules es van créixer a 22°C de temperatura, 140 rpm d’oscil-lacid i llum
continua (de 40 a 100 pE/s.m?).

Medi de cultiu de cél-lules: - Murashige & Skoog (MS) ...4.41 g/l
-TampO MES  ...ocovviiiiiiiieeeen, 0.5 g/l
- SACAr0Sa iiiiiiiiias 30 g/l

Ajusteu a pH 5.7 amb KOH
Esterilitzeu el medi en autoclau 20 min a 121°C
Un cop refredat, afegiu I'NAA a una concentracié de 2.5 uM

NAA: Per preparar un "stock" 5 mM dissoleu 9.3 mg de NAA en 10 ml de DMSO. Feu-ne

aliquotes i guardeu-les a -20°C.

2.5.4 Condicions de cultiu de les plantes d’Arabidopsis

Les plantes d’Arabidopsis es van cultivar en medi MS solid o en terra, en camares de
cultiu especials a una temperatura de 22-24°C i seguint, essencialment, tres programes de

desenvolupament:

- fotoperiode de 8h de llum i 16 hores de foscor (dia curt). La planta roman en fase
vegetativa més temps i retarda la seva floraci6 de manera que s’incrementa la

biomassa vegetal corresponent a les fulles de la roseta basal.

- fotoperiode de 16h de llum i 8 h de foscor (dia llarg). En aquestes condicions

s'accelera I'entrada de la planta en la fase reproductiva.

- Creixement en abséncia de llum (foscor), on es fomenta el desenvolupament de
plantes etiolades.
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Medi MS solid: - Murashige & Skoog (MS) ....4.41 g/l
-TampO MES ..., 0.5 g/l
Ajusteu a pH 5.7 amb KOH
Afegiu agar (8 g/l) i esterilitzeu en autoclau 20 min a 121°C
Repartiu el medi en plaques de petri

2.5.4.1 Esterilitzacio de llavors d’Arabidopsis

1) Submergiu les llavors (50-100 mg en tubs de microcentrifuga) en solucid
d’esterilitzacié durant 8 min en agitacié orbital

2) Renteu 1-2 min amb etanol absolut; manteniu I'agitacié orbital

3) Repetiu aquest rentat

4) Deixeu assecar |'etanol a la campana de fluxe laminar

5) Guardeu les llavors estérils a 4°C

Solucié d’esterilitzacio:
- Bayrol Gmbh 1.5 g en 40 ml d'aigua mil-li Q esteril
- Diluir al 10% en etanol al 99%

2.5.4.2 Germinacio de les llavors

Les llavors es van sembrar en medi MS solid o en terra, i es van vernalitzar durant 2-4
dies a 4°C i a les fosques. A continuacid, es van transferir a les cameres de cultiu per induir-ne

la germinacid i creixement.

2.6 IDENTIFICACIO DE L'HMGR EN TEIXITS VEGETALS

Es van seguir diferents protocols d’extraccié de mostres de proteina a partir de teixits
vegetals, amb l'objectiu d’identificar les isoformes d’'HMGR en aquests teixits. També es van
realitzar estudis de fraccionament subcel-lular per tal d’analitzar la distribucié de les isoformes
d’HMGR en les fraccions. En aquest apartat, es detallen cadascun dels protocols utilitzats aixi

com les condicions d'immunodeteccié de ’'HMGR en transferéncies de tipus western.

2.6.1 Preparacio de teixits d’Arabidopsis

Mitjancant el procediment que es detalla a continuacio, es va obtenir un extracte proteic
total d’Arabidopsis apte pel seu analisi en gels de poliacrilamida en preséncia de SDS (SDS-
PAGE).

Procediment:

1) Tritureu en un tub de microcentrifuga 100-200 mg de teixit d’Arabidopsis congelat en
nitrogen liquid, utilitzant una espaseta de tipus Dounce, fins a obtenir una pols fina

2) Afegiu 200 ul de tricine buffer per cada 100 mg de teixit

3) Centrifugueu a 4°C durant 10 min a 200xg

4) Recupereu el sobrenedant en un nou tub (Sp.,)
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5) Quantifiqueu la concentracié de proteina de l'extracte. En aquest treball s’ha utilitzat
I'assaig Biorad Protein assay (Bio-Rad), seguint les instruccions del proveidor

6) Congeleu les mostres en nitrogen liquid

Tricine buffer: - Tricina pH 7.5............ 100 mM
=KCl 10 mM
-MgCly v 1 mM
SEDTA (e 1 mM
- 5acarosa .ieeeeieeiieenns 20% (p/v)
SDTT 1 mM
- Inibidors de proteases: PMSF (1 mM), Aprotinina (10 pg/ml),
Leupeptina (0.5 ug/ml), E-64 (3 ug/ml), plant inhibitor cocktail de Sigma
(20 pl/ml).

2.6.2 Immunodeteccio de 'HMGR en extractes de teixits

Les mostres, corresponents a 2.5 ng de I'extracte proteic i diluides en tamp6 de carrega,

es van escalfar 5 min a 100°C i es van sotmetre a una electroforesi en gels de poliacrilamida

(9%) en preséncia de SDS (SDS-PAGE). A continuacid, es van transferir les proteines

mitjangant transferéncia de western a una membrana de PVDF i es va immunodetectar 'HMGR

seguint el seglient protocol.

Procediment:

1)
2)

3)
4)

5)
6)
7)

Incubeu la membrana durant 1 hora a temperatura ambient (RT) en solucié de bloqueig
Incubeu amb els anticossos anti-CD1 (dilucid 1:10.000) en la mateixa solucié de
bloqueig tota la nit a 4°C.

Renteu 3 vegades en TBS-Tween, 5 min en agitacid

Incubeu amb I'anticos secundari anti-rabbit HRP (dilucid 1:10.000) en solucié de
bloqueig, 30 min a RT

Renteu 4 vegades en TBS-Tween

Renteu amb TBS

Realitzeu la reaccié quimioluminiscent amb ECL plus (Amersham Pharmacia) seguint les

instruccions del proveidor.

Solucions emprades:

2.6.3

1)
2)
3)
4)
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TBS (tris buffer saline): Tris pH7.6 ....20 mM
NaCl ............. 136 mM
TBS-tween: Tween-20 al 0.05% (v/v) en TBS

Solucio de bloqueig: llet descremada en pols al 5% (p/v) en TBS-tween

Fraccionament subcel-lular de 'HMGR per centrifugacié diferencial

Tritureu el teixit congelat amb un morter i nitrogen liquid, fins a obtenir una pols fina
Afegiu 2 ml de tricine buffer (apartat 2.6.1) per cada 1 g de teixit. Descongeleu en gel.
Centrifugueu a 210 xg 10 min a 4°C

Passeu el sobrenedant a un nou tub i repetiu la centrifugacié.
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5)
6)
7)

8)
9)

Passeu el sobrenedant (Sg.,) a un nou tub. Reserveu-ne 60 ul per al seu analisi.
Centrifugueu el sobrenedant Sy, a 16.000 xg durant 25 min a 4°C

Separeu el sobrenedant (S;¢) i ressuspeneu el sediment (P;5) en 0.2 volums de tricine
buffer. Reserveu 60 ul del S;¢ per al seu analisi.

Centrifugueu el sobrenedant S;5 a 105.000 xg 1 h a 4°C.

Reserveu el sobrenedant (S;ig5) i ressuspeneu el Pips en 0.1 volums de tricine buffer.

10) Quantifiqueu les mostres i carregeu-ne 2.5 ug de cadascuna d’elles (Sp.2, Pis, Sie, Sios i

P1os) per la seva analisi d’electroforesi SDS-PAGE.

11) Per immunodetectar I'HMGR, procediu seguint I'apartat 2.6.2.

2.6.4

1)

2)
3)
4)
5)
6)
7)

8)

9)

Solubilitzacié de les diferents isoformes de ’'THMGR amb detergents

Tritureu el teixit congelat (cél-lules de la linia T87) amb un morter i nitrogen liquid, fins
a obtenir una pols fina

Afegiu 2 ml de tricine-buffer (apartat 2.6.1) per cada 1 g de teixit. Descongeleu en gel.
Centrifugueu a 210 xg 10 min a 4°C

Passeu el sobrenedant a un nou tub i repetiu la centrifugacid.

Passeu el sobrenedant (Sg.,) a un nou tub. Reserveu-ne 60 ul per al seu analisi.
Centrifugueu el sobrenedant Sy, a 105.000 xg 1h a 4°C

Reserveu el sobrenedant (Sigs) i ressuspeneu el sediment (Pigs) en 0.4 volums de
tricine buffer

Separeu una aliquota de 50 pl del sediment P,gs i dividiu la resta en 3 aliquotes de 990
ul, a les quals afegireu 110 pl de tricine buffer amb 10% de NP-40 o 10% de trité X-100
0 400 mM d’octilglucosid. Incubeu 30 min en gel.

Centrifugueu a 105.000 xg 1 h a 4°C

10) Reserveu el sobrenedant solubilitzat i ressuspeneu cadascun dels sediments insolubles

als detergents en 1.1 ml de tricine buffer amb el detergent corresponent

11) Quantifiqueu les mostres i prepareu-ne 2.5 ug de cadascuna d’elles (Sg.», Si0s, P1os) per

la seva analisi d’electroforesi SDS-PAGE. Pel que fa a la fraccio solubilitzada i insoluble

al detergent, carregeu-ne el mateix volum que de Pigs

12) Per immunodetectar I'HMGR, procediu seguint |'apartat 2.6.2
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2.7 LOCALITZACIO SUBCEL-LULAR DE L'HMGR

2.7.1

Microbombardeig de fulles d’Arabidopsis

Mitjancant aquesta técnica de biolistica, es van transformar transitoriament fulles

d’Arabidopsis amb les diferents construccions d’expressié de les fusions a la GFP (vegeu

I'apartat 2.3.2.1.). La determinacié de la localitzacié subcel-lular es va realitzar per microscopia

laser confocal.

50

2.7.1.1 Preparacio de les microparticules

En aquest cas es van utilitzar particules de tungsté (M10, d'1 um de diametre).

Procediment:

1)

2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Per

1)
2)

3)

4)
5)
6)
7)

8)

9)

Peseu 60 mg de microparticules de tungsté en un microtub d'1.5 ml i afegiu 1 ml
d'etanol al 70%. Agiteu amb vortex durant 5 min.

Deixeu sedimentar les particules durant 15 min a temperatura ambient.

Centrifugueu 5 segons en una microcentrifuga i descarteu el sobrenedant.

Addicioneu 1 ml d'aigua estéril i agiteu amb vortex durant 5 min.

Deixeu sedimentar les particules 1 min.

Centrifugueu 5 segons en una microcentrifuga i descarteu el sobrenedant.

Repetiu dos cops més els passos 4,5 i 6.

Afegiu 1 ml de glicerol al 50% i esteéril i agiteu amb vortex durant 1 min.

La suspensié de microparticules (60 mg/ml) es pot guardar a -20°C.

2.7.1.2 Precipitacié del DNA sobre les microparticules
a cada bombardeig:

Manteniu la suspensid de microparticules en agitacié durant 5 min per tal que es
ressuspenguin.
Transferiu 10 ul de microparticules (600 pg) a un microtub d'1.5 ml.
Mantenint I'agitacié del microtub, afegiu:

-1 pg de DNA plasmidic

-14 ul de solucié de precipitacio (10 pl de CaCl, 2.5 M i 4 ul d'espermidina 0.1 M)
Seguiu agitant durant 5 min més.
Deixeu sedimentar les particules durant 1 min.
Centrifugueu 5 segons en una microcentrifuga i descarteu el sobrenedant.
Renteu el sediment amb 100 pl d'etanol al 70%, procurant que el sediment no es
desenganxi de les parets del tub. Retireu el sobrenedant.
Renteu el sediment amb 100 pl d'etanol absolut, procurant que el sediment no es
desenganxi de les parets del tub. Elimineu el sobrenedant.
Ressuspeneu amb 8 pl d'etanol absolut amb I'ajut d'una micropipeta.
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2.7.1.3 Bombardeig de les microparticules

Es va utilitzar el sistema "PDS-1000/He" de BioRad per dur a terme el microbombardeig.
Aquest sistema utilitza la pressié d'He per accelerar les microparticules recobertes de DNA que
han d'incidir sobre el teixit vegetal. El teixit vegetal utilitzat van ser fulles d’Arabidopsis de 3-6

setmanes crescudes en condicions de dia curt.

Procediment:

1) Esterilitzeu les membranes portadores, els discs de ruptura i les reixetes d'aturada amb
etanol absolut, i deixeu assecar

2) Dipositeu els 8 ul de microparticules recobertes de la mostra de DNA (apartat 2.7.1.2)
que es vol transformar sobre una membrana portadora esterilitzada

3) Mentre s'evapora l'etanol de la mostra, ajusteu el regulador de la bombona d'He a una
pressié 1300 psi

4) Situeu la reixeta d'aturada en el seu suport

5) Ajusteu la membrana portadora (amb el DNA orientat cap a la reixeta d'aturada) en el
suport metal-lic

6) Ajusteu el disc de ruptura de 1100 psi, préviament esterilitzat amb isopropanol, a la
finalitzacié del tub d'acceleracié d'He

7) Situeu el muntatge que inclou la membrana portadora i la reixeta d'aturada en el nivell
5 (el més proper al disc de ruptura)

8) Situeu la mostra a bombardejar en el nivell 2. Les fulles d’Arabidopsis es dipositen al
damunt d'una placa d'agar al 0.8%. El revers de les fulles, que rebra l'impacte de les
microparticules, ha de quedar de cara cap amunt.

9) Tanqueu la cambra de bombardeig i activeu el buit fins que la pressié arribi a 0.06 atm
(27-29 mm Hg)

10) Mantenint les condicions de buit, accioneu el disparador fins que el disc de ruptura es
trenqui (1100 psi)

11) Desactiveu el buit, retireu la mostra i incubeu 24 h sota Ilum continua a una
temperatura de 22-230°C

12) Per tal d'augmentar l'eficiencia de transfeccid, el procés de bombardeig amb les
microparticules recobertes de DNA es pot realitzar dues vegades sobre una mateixa

mostra de fulles

2.7.2 Transformacié de les cél-lules de la linia T87 mediada per
Agrobacterium

Les ceél-lules d’Agrobacterium pretransformades amb les construccions d’expressio de les
diferents fusions a la GFP (vegeu l'apartat 2.3.2.2) van ser utilitzades per a infectar la linia
cel-lular T87, segons el protocol descrit a (Ferrando et al., 2001). La determinacié de la

localitzacid subcel-lular es va realitzar per microscopia laser confocal.
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Procediment:

1)

2)

3)
4)
5)

6)

7)

2.7.3

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Creixeu un precultiu de 5 ml a partir d’'una colonia aillada de la soca d’Agrobacterium
pretransformada. Deixeu créixer a 28°C fins a la saturacid (1.5-2 dies)

Inoculeu 40 ml de medi YEB amb una dilucié 1/50 del precultiu. Creixeu els cultius 16-
18 h a una temperatura de 28°C fins a una DQOggg de 0.5-1. Determineu la DOgq exacte
de cadascun del cultius.

Sedimenteu les cél-lules d’Agrobacterium centrifugant-les durant 5 min a 6000 rpm.
Ressuspeneu-les en medi MS a una concentracio final de 10 unitats de DOggo/ml.
Barregeu en un erlenmeyer:

- 15 ml d’una suspensio de cél-lules de la linia T87 de 7 dies

- 35 ml de medi MS

- NAA (acid a-naftalanacétic) a una concentraccié de 2.5 uM

- 1-10 unitats de DOgoo d’Agrobacterium , depenent de I'eficiéncia de transformacié
Creixeu les infeccions durant 3-4 dies a 22 °C en agitacid, en condicions de Ilum
continua. El tercer dia, afegiu cefotaxima (500 ug/ml) per tal d’inhibir el creixement de
I’Agrobacterium

Recolliu 10 ml del cultiu infectat i deixeu-lo sedimentar. Renteu amb MS i prepareu-lo

per a la seva observacié al microscopi confocal.

Immunolocalitzacio de 'HMGR en cél-lules de la linia T87

Recolliu 1 ml de les cél-lules de la linia T87 que provenen de la transformacio

Deixeu sedimentar les cél-lules i renteu-les amb 1 ml de medi MS

Fixeu-les 1 h a 20°C amb 1 ml de solucié de fixacid i en agitacié orbital

Renteu-les 3 cops amb 1 ml de PBS

Afegiu 1 ml de solucié enzimatica i incubeu 15 min en agitacié orbital a 20°C
Centrifugueu les cél-lules, preferiblement sense fre. Descarteu la solucié enzimatica.
Afegiu 1 ml de solucié de bloqueig i incubeu durant 15 min a 20°C en agitacio orbital
Centrifugueu les cél-lules i descarteu la solucié de bloqueig

Afegiu 1 ml de solucié d'anticos primari (anti-CD1, dilucié 1:500) i incubeu 2 h a 20°C
en agitacio orbital. Alternativament, com a control negatiu es van incubar les cél-lules

amb la mateixa solucié pero sense anticos primari.

10) Centrifugueu les cél-lules i descarteu la solucié d’anticos primari

11) Renteu les cél-lules 2 cops amb PBS

12) Afegiu 0.5 ml de la solucid d’anticos secundari (anti-rabbit Alexa Fluor 350, dilucié

1:300) i incubeu 1 h a 20°C en agitacid orbital

13) Renteu 2 cops amb PBS
14) Transferiu el sediment cel-lular final ressuspés amb el minim de PBS possible a un porta

objectes i munteu-lo en 20 ul de MOWIOL (Calbiochem).

15) Deixeu solidificar el MOWIOL 2 dies a 4°C i a la foscor, i procediu a I'observacié de les

52

mostres al microscopi confocal.



Materials i métodes

Solucions emprades:

Soluciod de fixacio: Solucié enzimatica (en PEM):

- phosphate buffer saline (PBS)..... 50 mM - manitol ... 0.25 M

- manitol 0.25 M - trité X-100 ....... 0.5 % (v/v)

- paraformaldehid  ............. 4% (v/v) - cel-lulasa  ....... 0.5 % (p/v)
.. - pecto-liasa  ...... 0.05% (p/v)

Solucioé PEM:

- KPipes pH 7.5....... 50 mM

-EGTA ...l 1 mM

- MgSO4 ......... 1 mM

Solucio de bloqueig: 3% (p/v) de BSA en PEM

Solucié d’anticos primari: anti-CD1 (dilucié 1/500) en PEM amb 1% (p/v) de BSA

Solucié d’anticos secundari: anti-rabbit Alexa Fluor 350 (dilucié 1/300) en PEM amb 1%
(p/v) de BSA

2.7.4 Microscopia laser confocal

La localitzacid subcel-lular de les proteines de fusi6 a GFP es va examinar en un
microscopi laser confocal (Leica TCS 4D Confocal Laser Scanning Microscope, CSLM), al Servei
de Microscopia Confocal dels Serveis Cientifico-Técnics de la Universitat de Barcelona. La
fluorescencia verda corresponent a la GFP es va detectar utilitzant un filtre BP515-525 després
d'excitar la mostra amb llum blava de A=488 nm. L'autofluorescéncia vermella deguda a la
clorofil-la es va detectar utilitzant un filtre LP590 després d'excitar amb llum verda a una A=568
nm. Pels assaig de co-localitzacié es va utilitzar el microscopi Leica SP2 confocal microscope. En
aquests estudis, es van realitzar excitacions seqliencials del fluorocrom Alexa Fluor 350 (351nm
line d’un laser Ar) i de la GFP.

2.8 ANALISI D'INTERACCIONS PROTEINA-PROTEINA
MITJANGCANT LA TECNICA DEL DOBLE HiBRID

L'analisi d’interaccions proteina-proteina es va realitzar mitjangant el sistema
MATCHMAKER de Clontech, seguint les instruccions del llibre de protocols MATCHMAKER GAL4
two-hybrid system II (PT1030-1). En aquest llibre, s’especifiquen les condicions de cultiu dels
llevats, les formules dels diferents tipus de medis (ric i selectiu), aixi com els protocols de
transformacio dels llevats i de I'assaig X-Gal en placa que es van utilitzar per a realitzar aquest
treball.

2.9 CRIVELLATGE D'UNA GENOTECA DE cDNA D'ARABIDOPSIS
MITJANGANT LA TECNICA DEL DOBLE HiIBRID

La cerca de proteines que interaccionin amb la regié N-terminal citosolica de 'HMGR1L
(NT1L) es va realitzar mitjangant el crivellatge d’'una genoteca d’expressié obtinguda a partir de
plantules etiolades d'Arabidopsis de 3 dies. A partir de la genoteca fagémica AACT subministrada
(Kim et al., 1997) es va obtenir la corresponent genoteca plasmidica pACT. El crivellatge de la
genoteca mitjancant doble-hibrid es va realitzar per transformacié seqliencial de la soca CG-
1945 amb el protocol a gran escala, especificat al MATCHMAKER GAL4 two-hybrid user manual
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(PT3061-1). Primerament, es van transformar els llevats amb el plasmidi BD-NT1L i, a

continuacio, aquests llevats pretransformats es van transformar amb la genoteca.

Producte de la transformacid, es van obtenir 1.2-1.6 milions de clons de la genoteca. Es
van seleccionar els llevats amb fenotip His™ i se’n van fer diverses reestries seqliencials per tal
de verificar-ne el fenotip. En total, es van aillar 30 clons amb fenotip His™ en la soca CG-1945
dels quals, 4 també van resultar ser lacZ* (positius en I'assaig X-gal en placa). A continuacio, es
van aillar els plasmidis pACT de cadascun dels 30 clons, els quals es van transformar en E.coli
per la seva analisi de restriccid i seqlienciacio (seguint el protocol de plasmid rescue especificat
al MATCHMAKER GAL4 two-hybrid user manual). Per tal de confirmar els positius i descartar els
possibles falsos positius, es va co-transformar la soca Y190 amb cadascun dels 30 plasmidis
aillats juntament amb el plasmidi BD-NT1L (confirmacidé de la interaccid) o el plasmidi pAS-2.1
(control negatiu). En aquesta soca es va analitzar tant la capacitat de créixer en abséncia
d’histidina com I'activacié del gen reporter /lacZ. Dels 30 clons aillats, només els 4 clons que
havien estat His"™ i /lacZ* en la soca CG-1945 van presentar també un fenotip His*™ i lacZ* en la
soca Y190. Els 26 clons restants es van descartar, doncs es van comportar com a tipics falsos
positius (o bé no van reproduir la interaccié6 amb la regid NT1L en la soca Y190, o bé van

produir interaccions inespecifiques).

Finalment, es van seqlienciar els 4 clons positius veritables. Dos d’ells eren clons
independents d‘un mateix cDNA que corresponia a la PR2A1, mentre que els altres van
correspondre a la PR2A2 i la KLC-1.

2.10 GST PULL-DOWN

Aquest assaig d’interaccid in vitro requereix, en primer lloc, obtenir i purificar la proteina
de fusié a la glutatié-S-transferasa (GST), que actuara com a bait o asquer. D’altra banda, la
proteina o péptid que ha d’interaccionar amb la proteina de fusié (proteina test), es pot produir
per transcripcié-traduccié in vitro marcada amb metionina amb Iisotop 3°S (Met 3°S). A
continuacio, es detallen cadascun dels protocols que es van seguir per tal de realitzar els
experiments d’interaccidé de tipus GST pull-down. Basicament, s’ha utilitzat el protocol
préviament descrit (Ausubel et al., 1989).

2.10.1 Expressio i purificaciéo de proteines fusionades a GST a partir d’E.coli

Es van seguir dos protocols lleugerament diferents per purificar les proteines produides
a partir del plasmidi pGEX4T-1 i pGEX5X-2 en la soca d’E.coli BL21 o a partir del plasmidi
pET23d en la soca BL21 DE3 plysS. A continuacid, s’especifica un procediment per als plasmidis

pGEX i, entre parentesi, s’indiquen les condicions pel plasmidi pET23d.
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Procediment:

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)

8)
9)

Creixeu una colonia d’E.coli portadora del plasmidi d'interés en 50 ml (25 ml) de medi
2XTY amb ampicil-lina (ampicil-lina i cloramfenicol) tota la nit, en agitacié i a 37°C

Feu una dilucié del cultiu 1:11 (1:50) en 500 ml de medi 2xTY fresc suplementat amb
els corresponents antibiotics i incubeu 1 h (o fins una DOgyw=0.4-0.6 en el cas del
plasmidi pET23d) a 37°C i en agitacio.

Induiu els cultius amb 0.4 mM d'IPTG durant 4h a 22°C en agitacié

Recolliu les cél-lules centrifugant-les a 6000 rpm 10’. A partir d’aqui es treballa en fred
(en gel 0 a 4°C).

Ressuspeneu el sediment corresponent en 10 ml de PBS complet

Soniqueu 5 min en gel (espaiats de 1 min en 1 min perque no s’escalfi la mostra). El
ressuspes ha de quedar clarificat.

Afegiu 1.1 ml de PBS suplementat amb 10% (v/v) de tritdX-100 (la concentracié final
de trit6X-100 és de 1'1%)

Centrifugueu 5 min a 9500 rpm i a 4°C

Recupereu el sobrenedant i afegiu 500 ul de matriu de glutatié-agarosa (Sigma)

ressuspesa al 50% (rentada i preparada segons les instruccions del proveidor)

10) Incubeu 30 min a 4°C en agitacio6 orbital

11) Sedimenteu la matriu i renteu-la 1 cop amb 15 ml de PBS 1% tritd, i 3 cops més amb

1.25 ml d’aquesta mateixa solucié

12) Ressuspeneu el sediment final en 250 ul de PBS complet, i recolliu-ne 1 ul per a la seva

quantificacié mitjangant electroforesi SDS-PAGE i posterior tincié amb Blau de Comassie

PBS (phosphate buffer saline) complet: PBSx1 (Sigma) suplementat amb els inhibidors

de proteases PMSF, aprotinina, leupeptina, E-64 (vegeu concentracions a l'apartat 2.6.1) i

bacterial inhibitor cocktail (Sigma) 20 pl/ml.

2.10.2 Transcripcié-traduccié in vitro

La traduccié in vitro de PR2A1, PR2A2 i KLC1 es va realitzar mitjancant el "kit" comercial

TNT® T7/SP6 Coupled Reticulocyte Lysate System comercialitzat per Promega. Per realitzar

aquesta técnica es va seguir estrictament el protocol descrit pel fabricant, i es va utilitzar Met

35S pel marcatge de les proteines produides.

2.10.3 Assaig d’interaccié de tipus GST pull-down

I) Preparacié de la proteina test:

1)

2)
3)
4)

Diluiu 1-5 pl del producte de la transcripcio-traduccid in vitro en 200 ul de BBB (Bead
Binding Buffer)

Incubeu 15 min en gel

Centrifugueu a 14.000 rpm en una microcentrifuga a 4°C durant 15 min

Recupereu els 200 pl de sobrenedant
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II) Preparacio de la proteina asquer:

1) Diluiu 2-5 ug de la proteina de fusié a GST en un volum final de 20ul de matriu de
glutatié-agarosa, i equilibreu-la amb BBB
2) Barregeu els 20 ul amb 200 ul de BBB

III) Assaig d’unio:

1) Barregeu els 200 ul de proteina test i asquer en un tub de 1.5 ml, en gel
2) Incubeu 1 h a 4°C en agitacié orbital

3) Centrifugueu a 1.000 rpm 1 min

4) Renteu el sediment afegint 1 ml de BBB

5) Repetiu aquest rentat dues vegades més

6) Afegiu 25 pul de Tampd de carrega 2x i bullliu 5 min, i carregueu les mostres en un SDS-

PAGE
Bead Binding Buffer: - KH,PO, pH 7.5 ... 50 mM
=KCl 150 mM
-MgCly e 1mM
- glicerol ..l 10 % (v/v)
- tritd X-100  .oeiiiiien, 1% (v/v)

inhibidors de proteases com en |'apartat 2.6.1

2.10.4 Fluorografia

La deteccié de les proteines marcades amb 3°S a partir de gels d’SDS-PAGE, es va
realitzar mitjangant fluorografia.

Procediment:

1) Fixeu els gels 30 min a temperatura ambient en una solucié al 25% (v/v) d’isopropanol i
10% (v/v) d’acid acétic

2) Incubeu els gels 15-30 min en solucié Amplify (Amersham Pharmacia)

3) Assequeu els gels i exposeu-los amb un film fotografic en un cassette d’autoradiografia

a -80°C. Realitzeu els temps d’exposicid que estimeu convenients i revel-leu.

2.11 PURIFICACIO DEPENENT DE CALCI DE L'HMGR EN UNA
MATRIU D'AFINITAT AMB GST-PR2A1

I) Preparacié dels extractes d’Arabidopsis:

1) Tritureu el teixit congelat (cél-lules de la linia T87) amb un morter i nitrogen liquid, fins
a obtenir una pols fina

2) Afegiu 1 ml de tampd d’extraccié suplementat amb CaCl, 5 mM o amb EGTA 5 mM per
cada gram de teixit. Descongeleu en gel.

3) Centrifugueu a 15.000 x g 10 min a 4°C

4) Recupereu el sobrenedant i repetiu la centrifugacié en les mateixes condicions

5) Recupereu el sobrenedant (S;s)
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6) Congeleu en aliquotes de treball en nitrogen liquid i guardeu a —-80°C. Descongeleu en

gel per iniciar I'assaig d’unio.

IT1) Assaig d'unié:

1) Barregeu, en un tub de 1.5 ml:

2)
3)

4)
5)

6)

- 10 pg de la proteina de fusido a GST (GST-PR2A1) diluida en un volum final de 20ul
de la matriu de glutatié-agarosa (vegeu apartat 2.10.1)

- 300 pl de I'extracte vegetal S;s

- 700 pl de tampé d’unid

Aquesta barreja es va suplementar amb CaCl, o amb EGTA, per realitzar la unié en

quatre condicions (a-d):

Condicions d’Extraccid Condicions d’Unié (concentracid final)

a)5mMCaCly cvvvvvvieiinnnn. 5 mM CaCl,

b) 5mMCaCly .....ovcvvvvvnnnnn. 13.5 mM EGTA (+1.5 mM CacCl, arrossegat de I'extraccio)
C) 5MMEGTA ..iiiiiiiiieinenns 5 mM EGTA

d) 5mMEGTA ...cooiieininnene 13.5 mM CaCl, (+1.5 mM EGTA arrossegat de I’'extraccio)

Incubeu 7 h a 4°C en agitacio orbital

Recupereu la matriu per centrifugacid i renteu amb 1 ml del tampdé de rentat
corresponent (amb 5mM CaCl, o amb 5mM EGTA)

Repetiu el rentat dos cops més

Ressuspeneu el sediment final en 25 pl de tampd de carrega 2x i escalfeu-lo 5 min a
100°C, i procediu al seu analisi mitjancant transferéncia de western

Immunodetecteu I'HMGR amb els anticossos anti-CD1 clarificats (apartat 2.6.2).

Solucions emprades:

Tampo d'extraccio: Tampo d’unio:
- Tris HCl pH 7.5....... 50 mM - Tris HCI pH 7.5......... 50 mM
- sacarosa ...ee...s 8.6 % (p/v) -DTT e 1 mM
-NaCl ....coevvvinenne. 100 mM inhibidors de proteases com en l'apartat 2.6.1
- Trit6-X100  ............ 1% (v/v)
SDTT i, 1 mM Tampo de rentat:
inhibidors de proteases com en l'apartat 2.6.1 - Tris HCI pH 7.5 ...50 mM
-NaCl ..o 100 mM
- tritdé X-100  ...ooeeeenennn. 0.1 % (v/v)

2.12 PURIFICACIO DE L'HMGR1L EN UNA MATRIU D’AFINITAT
AMB GST-KLC1

I) Preparacié d’una fraccié enriquida en HMGR1L a partir de cel-lules de la linia T87:

1)

2)
3)
4)

Tritureu el teixit congelat (cél-lules de la linia T87) amb un morter i nitrogen liquid, fins
a obtenir una pols fina

Afegiu 1 ml de tampd d’extraccié per cada gram de tei xit. Descongeleu en gel.
Centrifugueu a 200 xg 10 min a 4°C

Recupereu el sobrenedant Sy, i centrifugueu-lo a 105.000 xg 1 h a 4°C
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5) Descarteu el sobrenedant Sigs i ressuspeneu el sediment Pgs en 0.1 volums de tampd
de ressuspensioé. Incubeu-lo 15 min en gel

6) Centrifugueu de nou el Pyys ressuspés a 105.000 xg 1 h a 4°C.

7) Reserveu el sobrenedant, que correspon a la fraccié del sediment P15 solubilitzada amb
el detergent (i enriquida en HMGR1L), i descarteu-ne la fraccié insoluble

8) Aliquoteu la fracciéo de sediment P,gs5 solubilitzada i congeleu-la en nitrogen liquid i a -
80°C. Descongeleu en gel per iniciar I'assaig d’unio.

II) Assaig d'unio:

1) Barregeu, en un tub de 1.5 ml:

- 10 pg de la proteina de fusié a GST (GST-KLC1) diluida en un volum final de 20ul de
la matriu de glutatid-agarosa (vegeu apartat 2.10.1)

- 120 pl de la fraccio del Pyps5 solubilitzada amb detergents
- 480 pl de tampd d’unid

2) Incubeu 6 h a 4°C en agitacié orbital

3) Recupereu la matriu per centrifugacié i renteu-la tres cops amb 1 ml del tampé de
rentat

4) Ressuspeneu el sediment final en 25 pl de tampd de carrega 2x i escalfeu-lo 5 min a
100°C, i procediu al seu analisi mitjancant transferéncia de western

5) Immunodetecteu 'HMGR amb els anticossos anti-CD1 clarificats (apartat 2.6.2).

Solucions emprades:

Tampo d’'extraccio: Tampo de ressuspensio:
- tricina pH 7.5 ......... 100 mM - tricina pH7.5 ............ 100 mM
-KCL 10 mM -KCL 10 mM
-MgCly i 3mM -MgCly e 3mM
-EDTA 1mM -EDTA e 1 mM
L O [ O PP 1 mM -NaCl o 450 mM
SDTT e 1 mM - tritd X-100 .o, 1% (p/v)
- SACAr0SA  cieiiiiinenns 20 % (p/v) -CaCly vivviiiiiiii 1 mM
inhibidors de proteases com en |'apartat 2.6.1 SDTT 1 mM

- SACAr0SA  cirvireiiieinenns 8.6 % (p/v)

inhibidors de proteases com en |'apartat 2.6.1

Tampo d’unio: Tampo de rentat:

- Tris HCI pH 7.5......... 50 mM - Tris HCI pH 7.5.......... 50 mM
-MgCly v 1mM -MgCly v 1mM
-CaCly vviiieiiieieieae 5mM -NaCl oo 100 mM
51 1 1 mM - tritd-X100 .evvernnnnnn. 0.1% (v/v)
- protamina  ........ 66 ug/mi -CaCly vevviiiiiiiiiiee 5mM
inhibidors de proteases com en |'apartat 2.6.1 - protamina  .......... 66 ug/ml

En l'assaig d'unid, s’'arrosseguen components del
tampo6 d’extraccid que queden presents en el
tampd d’unié en la seglient concentracid:

20 mM tricina; 2 mM KCI; 0.4 mM MgCl,; 0.2
mM EDTA; 90 mM NaCl; 0.2 % trit6-X100; 0.2
mM CaCl,; 0.2 mM DTT; 1.72 % (p/v) sacarosa
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2.13 OBTENCIO DE LES PLANTES TRANSGENIQUES
D’ARABIDOPSIS HA:KLC1 I HA:TPR

2.13.1 Preparacio de les plantes d’Arabidopsis per a la seva transformacio

1)
2)
3)
4)

Sembreu en terra llavors d’Arabidopsis thaliana d’ecotip Columbia 3

Creixeu-les en condicions de dia curt, i acabeu deixant 5 plantules per test

Després de 2-3 setmanes, creixeu-les en condicions de dia llarg per afavorir la floracié
En el moment que les plantes han desenvolupat un nombre suficientment elevat
d’influorescéncies i de brots florals perd un baix nombre de fruits, les plantes estan en el

moment optim per a ser transformades

2.13.2 Transformacio pel métode floral simplificat floral dip

1)
2)
3)
4)

5)

6)

Creixeu un precultiu de 5 ml a partir d’'una colonia aillada de la soca d’Agrobacterium
pretransformada. Deixeu créixer a 28°C fins a la saturacié (1.5-2 dies).

Inoculeu 500 ml de medi YEB amb una dilucié 1/100 del precultiu. Creixeu els cultius
16-24 h a una temperatura de 28°C fins a una DQOgg de 0.5-1.

Sedimenteu les cél-lules a 6000 rpm durant 10 min amb el rotor JA-10.

Ressuspeneu les cél-lules en 300 ml d’una solucié de sacarosa al 5%

Submergiu durant 10 seg les plantes en la ressuspensié cel-lular, a la qual se li hauran
afegit 90 ul d'agent surfactant Silwett L-77.

Tombeu les plantes sobre paper de filtre en una safata i tapeu-la amb film transparent
amb foradets perqué les plantes transpirin. Deixeu les safates en algun lloc on no rebin
llum directa fins que es recuperin (2-3 dies després), moment en el qual es deixen
completant el seu cicle normal de desenvolupamet (a dia llarg). Obtingueu les llavors de

la generacid T1.

Normalment, per cada construccid, es transformen tres testos amb 5 plantes cadascun.

2.13.3 Seleccid de les plantes transformants

Un cop obtingudes les llavors de les plantes infectades, cal seleccionar aquelles que

siguin portadores del transgen d‘entre totes les llavors obtingudes. El vector Menchu-812

codifica per un gen que confereix resisténcia a l'antibiotic higromicina. Per tant, les plantules

portadores del transgen es seleccionen de la resta creixent-les en un medi amb higromicina.

Procediment:

1)
2)

3)

Esterilitzeu les llavors T; provinents de les plantes infectades parentals (generacio Tg)
Sembreu les llavors en medi MS que contingui 40 pg/ml d’higromicina. Deixeu-les
vernalitzant durant 3 dies per sincronitzar la germinacid i poseu-les a créixer en
condicions de dia curt.

Al cap de 2-3 setmanes s'observa clarament que les plantules no portadores del

transgen, malgrat que puguin germinar, no es desenvolupen més enlla dels dos
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4)

5)

6)

cotiledons. Per contra, les plantules transgéniques es desenvolupen amb normalitat
(generen fulles verdaderes).

Quan les plantules resistents a la higromicina tinguin al voltant de 3 setmanes, poseu-
les a créixer en terra, i acabeu recuperant-ne les llavors que produeixi. Aquestes plantes
resistents pertanyen a la generacio T, i sén hemizigotiques.

La progenie producte de l'autofecundacio de plantes de la generacié T; constitueix la
generacio T, la qual correspon a una generacio és segregant.

Sembreu les llavors de la generaciéo T, i seleccioneu individus aillats resistents a
higromicina. Creixeu-los i analitzeu la seva progénie, fet que permetra la identificacid
dels individus homozigots de la generacié Tz, en els quals s’analitzara 'expressié del

transgen.

2.13.4 Immunodeteccio i fraccionament subcel-lular d’HA:KLC1 i d’HA:TPR

A continuacio, es descriu el protocol d'immunodeteccié dels productes dels transgens

HA:KLC1 i HA:TPR de les diferents linies homozigotes obtingudes. També es detalla el protocol
de fraccionament subcel-lar d'HA:KLC1 i HA:TPR utilitzat.

Procediment:

1)

2)
3)
4)

Tritureu en un tub de microcentrifuga 100-200 mg de teixit d’Arabidopsis congelat en
nitrogen liquid (plantules de 10-13 dies crescudes a dia curt), utilitzant una espaseta de
tipus Dounce, fins a obtenir una pols fina

Afegiu 200 ul d’E-buffer per 100 mg de teixit. Descongeleu en gel.

Centrifugueu a 4°C durant 10 min a 200 xg

Recupereu el sobrenedant en un nou tub, i repetiu el pas 3. Recupereu el sobrenedant
So.2-

Quantifiqueu la concentracié de proteina de I'extracte, tal com consta a I'apartat 2.6.1. Per

immunodetectar els productes dels transgens mitjangant transferéncia de western, procediu

com en l'apartat 2.6.2, pero carregant 40 ug de proteina dels extractes obtinguts. Utilitzeu
els anticossos anti-HA diluit 1/1.000 i anti-rat HRP diluit 1/3.000.

pas 4:
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5)
6)

7)
8)

En l'assaig de fraccionament subcel-lular, es procedeix de la segiient manera a partir del

Centrifugeu el sobrenedant Sy, a 105.000 xg durant 1 h a 4°C

Reserveu el sobrenedant (Sigs) i ressuspeneu el sediment (Pigs) en 0.2 volums d’E-
buffer suplementat amb 1% NP-40

Quantifiqueu la concentracié de proteina de les fraccions (Sp., Si0s5 i P1gs)-
Immunodetecteu els productes dels transgens HA:KLC1 i HA:TPR a partir de 40 pg de
proteina de les diferents fraccions tal com s’ha especificat en aquest mateix apartat
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E-buffer:
- Tris HCIl pH 7.6 ...50 mM
- Glicerol .. 10%
SEDTA e 1 mM
SDTT e 1 mM

inhibidors de proteases com en l'apartat 2.6.1

2.14 BIOINFORMATICA

Per tal de determinar la identitat de casdascun dels clons aillats es van realitzar cerques
d’homologia amb l'algoritme BLAST en les bases de dades presents a les pagines webs TAIR
(www.arabidopsis.org) i NCBI (www.nlm.nih.ncbi.gov). La identificacid dels dominis proteics de
cadascun dels clons es va realitzar utilitzant paquets informatics disponibles a la web, com per
exemple els disponibles a la pagina web de I'expasy (www.expasy.ch), entre el quals es troba el
PROSITE.
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3.1 IDENTIFICACIO DE LES ISOFORMES D'HMGR EN
DIFERENTS TEIXITS I FRACCIONS SUBCEL-LULARS
D’ARABIDOPSIS

La identificacid i caracteritzacié dels gens que codifiquen per I'enzim HMG-CoA reductasa
(HMGR) ha estat objecte central d’estudi en el camp de la biosintesi d'isoprenoides vegetals. Tal
com s’ha descrit a I'apartat 1.2.2, Arabidopsis conté dos gens, HMG1 i HMG2, que s’expressen
de manera diferencial. El gen HMG1 codifica per les isoformes HMGR1 curta (HMGR1S) i HMGR1
llarga (HMGR1L). L'HMGR1L és identica a I'HMGR1S perd presenta una extensi6 de 50
aminoacids en posicié N-terminal. D’altra banda, el gen HMG2 codifica per la isoforma HMGR2.

La gran quantitat de dades que s’han publicat a nivell de I'expressié dels gens HMG en
plantes contrasta amb les poques dades que existeixen sobre ’'HMGR a nivell de proteina. Aixi
doncs, en aquest treball s’ha considerat prioritari avancar en el terreny de la identificacid,
caracteritzacio i regulacid de la proteina HMGR en teixits vegetals. L'eina utilitzada inicialment
ha estat uns anticossos policlonals obtinguts contra el domini catalitic de 'HMGR1 (CD1, figura
6) expressat i purificat a partir d’E.coli (anticossos anti-CD1). Aquests anticossos van ser
generats per la Dra. Montse Arré al laboratori del Dr. Albert Ferrer en el Departament de
Bioquimica i Biologia Molecular de la Facultat de Farmacia de la Universitat de Barcelona, i s'han
utilitzat en treballs anteriors per identificar I'HMGR d’Arabidopsis mitjancant analisi de
transferéncia de western, havent-se obtingut diferents patrons de bandes en funcié de la mostra
vegetal de partida (Gonzalez, 2002). Donat que els anticossos han estat generats contra una
regio altament conservada en totes les HMGRs (el domini catalitic), s’ha justificat la complexitat
del patré de bandes per la preséncia de les diferents isoformes de I'HMGR. Tot i aixi, no s’ha

pogut assignar amb claredat la identitat de cadascuna de les bandes del patré.

Aixi doncs, un primer objectiu d'aquest treball ha estat identificar i caracteritzar les
bandes d’'HMGR reconegudes pels anticossos anti-CD1 en diferents texits d’Arabidopsis.

3.1.1 Immunodetecciéo de 'HMGR en texits d’'Arabidopsis

Extractes proteics totals derivats de diferents teixits d’Arabidopsis es van separar per
electroforesi en gels de poliacrilamida en preséncia de SDS (SDS-PAGE). Posteriorment es van
transferir a una membrana de PVDF mitjancant transferencia de western (western blot), per la
posterior immunodeteccié de ’'HMGR amb els anticossos anti-CD1. A la figura 19 s’observa que
en tots els teixits analitzats el patrdé esta format per 2, 3 o 4 bandes. Aquesta complexitat
probablement reflecteix la preséncia de les diferents isoformes d’HMGR. D’altra banda, s’ha
pogut constatar que el patré de bandes és altament repetitiu i especific de cada teixit, fet que
es correspon amb l’'expressié diferencial dels gens HMG en aquests teixits. A més, bandes
addicionals poden ser degudes a modificacions posttraduccionals d’algunes de les isoformes

(Dale et al., 1995; Denbow et al., 1996) o bé a formes processades de I'enzim.
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Plantules (foscor)

Plantules (llum)
Plantules (llum)

HMGR 1L 69KDa (1) -
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4
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Figura 19. Identificaci6 de les isoformes d'HMGR en diferents teixits
d’Arabidopsis. Es va analitzar la preséncia d’HMGR en extractes de proteina total
(2.5 pg) dels diferents teixits analitzats. L'HMGR es va immunodetectar utilitzant
els anticossos anti-CD1.

Ja que no es pot assignar amb certesa la identitat de cadascuna de les bandes del patro,
s’han numerat de I'l al 4. Tal com es comenta posteriorment (apartat 4.1.1), es tenen
evidéncies que les bandes 1 i 3 corresponen a les isoformes HMGR1L (69KDa) i HMGR1S (63
KDa), respectivament. A partir d’aqui es pot afirmar que la isoforma HMGR1L es detecta
basicament en fruits, en flors, en plantules crescudes en foscor i en la linia cel-lular T87, fet que
coincideix amb el patré d’expressié del transcrit HMG1L, excepte en el cas de fruits (Lumbreras
et al., 1995). D'altra banda, 'HMGR1S s’observa en tots els teixits (fruits, flors, tiges, fulles,
plantules crescudes en llum i foscor, i cél-lules de la linia T87) excepte en les arrels, i aixo es
correspon amb |'expressié del transcrit HMG1S, de nou amb l’'excepcié dels fruits (Lumbreras et
al., 1995). Al marge de la correlacidé que existeix entre el patré d’expressid dels transcrits
HMGI1L i HMG1S i la distribucid tissular de les isoformes HMGR1L i HMGR1S, queda pendent
assignar la identitat de les bandes 2 i 4. Es destacable que en la linia cel-lular T87 es detecten
les 4 bandes d’'HMGR, cosa que li dona un interés particular en ser un material vegetal facil de

créixer i manipular.

3.1.2 Fraccionament de 'HMGR per centrifugacio diferencial

L'enzim HMGR és una proteina de membrana amb dos segments transmembrana (figura
6), i s'insereix primariament en el reticle endoplasmatic (RE) (Campos i Boronat, 1995). Tot i
aixi, en treballs anteriors (Gonzalez, 2002) s'ha posat de manifest que una fraccié que
sedimenta a 16.000xg (fraccié organelar) conté quantitats considerables de proteina i d’activitat
HMGR (entre un 60 i un 80% d’activitat). Aquest fet, que s’havia constatat préviament en altres
mostres vegetals (Bach, 1987), ha estat atribuit a la possible preséncia de I'HMGR en algun

organel com peroxisomes, mitocondris o plastidis.

Ja que s’havia pogut assignar un patré de bandes d’'HMGR caracteristic per a cada teixit,
semblava interessant estudiar quines bandes s’identificaven en la fraccié organelar. Amb aquest
proposit, extractes de cél-lules de la linia T87 i de plantules d’Arabidopsis de 9 dies (Sp.;) —
préviament centrifugats a 200xg per la eliminacié restes cel-lulars— van ser centrifugats a
16.000xg. D'aquesta manera es va obtenir una sediment (P1¢) i un sobrenedant (Sig). El Si6 €5

va centrifugar, posteriorment, a 105.000xg per obtenir dues noves fraccions: el sobrenedant
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Sios | el sediment Pips. La fraccid Pigs és la fraccid microsomal, que esta enriquida en
membranes cel-lulars derivades del RE, Golgi i membrana plasmatica. En aquestes fraccions es
va immunodetectar I'HMGR utilitzant els anticossos anti-CD1. Els resultats indiquen que cada
isoforma d’'HMGR té un patré de fraccionament caracteristic (figura 20): mentre que I'HMGR1S
(banda 3) de les cél-lules de la linia T87 sedimenta exclusivament a 16.000xg (P16), 'HMGR1L
(banda 1) s’enriqueix especialment en la fraccid que sedimenta a 105.000xg (Pips). Aquests
resultats suggereixen amb forga que I'HMGR1S i I'HMGR1L tenen una distribucié subcel-lular
diferent en cél.lules de la linia T87.

cél-lules T87 plantules de 9 dies

sO.Z s16 P1 6 s105 P1 05 sO.Z s16 P16 s1 05 P1 05

HMGR 1L 69KDa (1) - -
»Ea"as
HMGR 1S 63KDa (3 .
"o

Figura 20. Identificacié de I'HMGR en fraccions obtingudes per centrifugacié diferencial a
partir de cél.lules T87 i plantules d’Arabidopsis de 9 dies crescudes a dia llarg. Extractes
totals (So.2) es van centrifugar a 16.000xg per obtenir les fraccions Si i Pis. El Si6 €s va
centrifugar a 105.000xg per obtenir les fraccions Sios i P1os. En aquestes fraccions es va
immunodetectar I'HMGR utilitzant els anticossos anti-CD1. Es va carregar 2.5ug de
proteina per carril.

En contrast amb les cél.lules de la linia T87, els resultats obtinguts del fraccionament
dels extractes de plantules sén més dificils d’interpretar. En aquest cas, 'HMGR1S (banda 3)
s’identifica en totes les fraccions analitzades (Sis, Pie , Si0s i Pios). Aquest resultat suggereix
que mentre que en ceél-lules de la linia T87 I'HMGR1S esta present exclusivament en la fraccio
que sedimenta a 16.000xg (Py6), en plantules es reparteix entre aquesta fraccid i la fraccid de
membranes microsomals (Pigs). A part d‘aixd, en la fracci6 Pis derivada de les plantules,
I’HMGR1S mostra una mobilitat alterada (migra més lentament). Curiosament, aquest fet també
es constata en una fraccié total de fulles d’Arabidopsis (vegeu figura 19), teixit on 'HMGR1S és
majoritaria. En conjunt, sembla que sota una Unica banda aparent corresponent a I'HMGR1S
(banda 3), existeixen dues entitats moleculars que es comporten de manera diferent tant a
nivell de mobilitat electroforética com de fraccionament per centrifugacié diferencial. A més,

aquest comportament de la isoforma HMGR1S és depenent de teixit.

3.1.3 Solubilitat de les diferents variants electroforétiques de ’'HMGR

En l'apartat anterior, s'ha determinat que les isoformes d'HMGR sedimenten per
centrifugacié a 16.000xg i/o a 105.000xg, probablement degut a la seva associacio a les
membranes cel-lulars. Va Semblar interessant confirmar aquest fet mitjangant la solubilitzacié
de les mateixes amb detergents. Aixi doncs, es van utilitzar cél-lules de la linia T87 (on es
detecten les 4 bandes d'HMGR) per preparar un extracte proteic total lliure de restes cel-lulars

(So.2). Aquest extracte es va centrifugar a 105.000xg i es va obtenir un sobrenedant S5 i un
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sediment P;g5 enriquit en organels i microsomes. La fraccié Pios €s va ressuspendre en tampo
d’extraccid, i posteriorment es va dividir i suplementar amb un o altre detergent (octilglucosid,
tritd-X;90 0 nonidet-P4g). Després d’incubar 30 minuts en gel, es va centrifugar de nou a
105.000xg per separar la fraccié solubilitzada i la fraccié insoluble als detergents. La
immunodeteccié de I'HMGR en aquestes fraccions va revelar tres tipus de comportaments
(figura 21): si bé les isoformes d’HMGR corresponents a les bandes 3 (HMGR1S) i 4 eren
solubilitzades completament amb els detergents, la isoforma corresponent a la banda 2 ho era
només de forma parcial. Per contra, 'HMGR1L (banda 1) es va retenir, basicament, en la fraccid
insoluble als detergents, tot i que en exposicions superiors del film també s’observa a la fraccidé
solubilitzada (resultat no mostrat). Aquests resultats suggereixen que les diferents isoformes
d’'HMGR es presenten en entorns subcel-lulars particulars, ja sigui en entorns de membrana

diferents o bé formant part de complexes multiproteics especifics.

Octilglucosid  Trit6-X, o, NP-40
Insol Sol Insol Sol Insol Sol Pis Sis Sy
HMGR 1L 69KDa (1)>

()
HMGR 1S 63KDa (3) -'--- g S
@ i -~

Figura 21. Fraccionament subcel-lular i solubilitzacié en diferents detergents de
I'HMGR derivada de cél-lules de la linia T87. 2.5ug de proteina de les fraccions
So.2, Si0s i Pios van ser utilitzats per immunodetectar I'HMGR amb els anticossos
anti-CD1. La fraccid Pios es va tractar addicionalment amb tres detergents
diferents (Octilglucosid 40mM, Trit6-X100 1% i NP-40 1%) i es va centrifugar de

nou per obtenir dues noves fraccions: solubilitzada (Sol) i insoluble als
detergents (Insol). D’aquestes dues fraccions es van carregar volums
equivalents.

En aquest capitol s’ha descrit que el patré de bandes d’'HMGR reconegudes pels
anticossos anti-CD1 és caracteristic de cada teixit. També s’han pogut assignar propietats
bioquimiques especifiques a algunes de les isoformes d’HMGR identificades. En concret, s’ha
establert que I'HMGR1L (banda 1) i ’'HMGR1S (banda 3) tenen propietats diferents (expressio
en teixits, fraccionament per centrifugacié diferencial i solubilitzacié per detergents). A més, les
dades obtingudes suggereixen que les isoformes HMGR1S i HMGR1L es troben en entorns

bioquimics ben diferenciats.
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3.2 PAPER DEL DOMINI N-TERMINAL DE L'HMGR EN LA
LOCALITZACIO SUBCEL-LULAR DE L'ENZIM

Diferents treballs suggerien que el reticle endoplasmatic (RE) era la principal localitzacié
subcel-lular de I'HMGR de plantes (vegeu apartat 1.3.3). Tot i aixi, la preséncia d'activitat i de
proteina HMGR en la fraccié que sedimenta a 16.000xg havia suscitat una gran controversia
sobre la possible preséncia de I'HMGR en algun organel. D'altra banda, les dades presentades
als apartats 3.1.2 i 3.1.3 suggereixen que I'HMGRI1L i I'HMGR1S tenen una distribucio
subcel-lular diferent. Amb aquests antecedents semblava interessant iniciar un estudi detallat de

la localitzacié subcel-lular de les diferents isoformes de I'HMGR.

3.2.1 Substitucioé del domini catalitic de les isoformes de I’'HMGR per la GFP

Com a primera aproximacié a l'estudi de la localitzacié subcel-lular de I'HMGR, es va
iniciar una estratégia d’etiquetatge de la mateixa amb la proteina verda fluorescent (GFP).
Préeviament s’havia demostrat que el domini N-terminal de I'HMGR (format per la regié N-
terminal citosolica, el domini de membrana i la regid linker) conté tota la informacié necessaria
per la insercié de I'enzim en membranes derivades de RE (Campos i Boronat, 1995). A més, la
regido N-terminal citosolica (NT) presenta un motiu conservat ric en arginines que té homologia
amb senyals de retenci6 en RE en cél-lules animals (vegeu apartat 1.3.3). Aixi doncs, tot
semblava indicar que el domini N-terminal de I’'HMGR contenia la informacidé necessaria per la
localitzacié subcel-lular de I'enzim. Per tal de testar aquesta opcid, es va substituir el domini
catalitic de les isoformes HMGR1L, HMGR1S i HMGR?2 per la proteina GFP. D’aquesta manera es
van obtenir les corresponents quimeres 1L:GFP, 1S:GFP i 2:GFP (figura 22). En el cas de
I'HMGR1L, es va utilitzar una variant on la metionina 51 s’havia substituit per una alanina
(M51A). D'aquesta manera es pretenia evitar el possible Us del codé AUG distal (que codifica
per la metionina 51) com a inici alternatiu de traduccio, fet que resultaria en la produccié de la
quimera 1S:GFP.

A B
Domini Domini
N-terminal N-terminal
[ | AMINOACIDS HMGR
lumen 1S:GFP 1-178
— — 1L:GFP 1-228 (M51A)
citoso citoso . _
NT NT 2:GFP 1-153
CD GFP
o

HMGR HMGR:GFP

Figura 22. Estratégia emprada per l'estudi de la localitzacid subcel.lular de les
diferents isoformes de I'HMGR d’Arabidopsis. A) El domini catalitic de I'HMGR es va
substituir per la proteina verda fluorescent (GFP). B) Regions de cada isoforma
d’HMGR fusionades a la GFP. Per la isoforma HMGR1L es va utilitzar una versié on la
metionina 51 s’havia substituit per una alanina (M51A).
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Les sequéncies codificants per les quimeres HMGR:GFP es van clonar en el vector
d’expressid transitoria pGFPau (figura 23). Per tant, I'expressié de les quimeres en teixits
vegetals ha estat dirigida pel promotor del virus del mosaic de la coliflor 35S.

S
Mfei
Kpnl
4716 bp Nael
Rifef
term J ety
Amn’ & Saif
P Ecofif
H Ptf
LLLLIT (1) Srmal
Sipht Pstf Xmal
BamHr
Xbad
Mfel Nael NotI GFP
Ncol Kpnl Nhel Sall

M G NW YR RUILAAAVDGM
CCATGGGCAATTGGTACCGCCGGCTAGCGGCCGCAGTCGACGGCATG

Figura 23. Vector d’expressid transitoria emprat per expressar les proteines de fusio a
GFP en fulles d’Arabidopsis. El vector pGFPau deriva del vector pGFP (Chiu et al.,
1996), on s’ha introduit un polilinker a la regié 5’ de I’AUG inici de traducci6 de la GFP
per facilitar-ne la fusié de proteines en posicid N-terminal.

3.2.2 Localitzacié subcel-lular de les quimeres 1L:GFP, 1S:GFP i 2:GFP en
fulles d’Arabidopsis

Es va procedir a I'expressidé transitoria de les quimeres HMGR:GFP en ceél-lules
epidermiques de fulles d’Arabidopsis. Amb aquesta intencié, es van microbombardejar fulles de
plantes de 4-6 setmanes amb les construccions corresponents. El patré de localitzacié

subcel-lular es va determinar per microscopia laser confocal.

En les figures 24A i 24B, es mostra el tipic patré citosolic i nuclear observat amb la
proteina GFP control. De manera interessant, la fusido del domini N-terminal de les isoformes
HMGR1S i HMGR2 a la GFP va ser suficient per dirigir les corresponents quimeres a estructures
vesiculars de naturalesa desconeguda i de tamany heterogeni d’entre 0,5 i 2 um (figures 24H i
24K). Aquestes estructures vesiculars no colocalitzaven amb els cloroplastes (figures 241 i 24L).
Quan es van analitzar aquests patrons en més detall (figures 24] i 24M), es va comprovar que
les estructures vesiculars estaven connectades amb una trama de reticle endoplasmatic (RE), el
qual s’observa de manera especial entorn al nucli. D’acord amb la insercié co-traduccional de
I’HMGR en el RE (Campos i Boronat, 1995), els resultats apunten a que aquest seria el seu desti
subcel-lular primari. Posteriorment, I'enzim seria dirigit a les estructures vesiculars. Tot i que
encara no es coneix la naturalesa de les estructures vesiculars, aquestes podrien ser les

responsables de la preséncia de 'HMGR1S en la fraccié que sedimenta a 16.000xg (figura 20).

En contrast amb aquests patrons vesiculars, la quimera 1L:GFP es localitza
exclusivament al RE (figures 24E, 24F i 24G). Aquest patrd és equivalent al de pKar6:GFP, una
proteina quimérica control de RE (figures 24C i 24D). Aquests resultats suggereixen que la sola
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presencia de la regié extra de 50 aminoacids (regié 1llLextra) en la isoforma HMGR1L (Unica
diferéncia amb I'HMGR1S) és suficient per evitar el seu transport a les estructures vesiculars.
Per tant, la regidé llLextra de la isoforma HMGR1L constitueix un domini que determina una

localitzacié diferencial respecte I'HMGR1S.

fopm

pKarg:GFP

Figura 24. Localitzacié subcel-lular de les quimeres HMGR:GFP en cél-lules epidérmiques de fulla d’Arabidopsis. Els
patrons de localitzacid subcel-lular es van determinar per microscopia laser confocal, després de microbombardejar
fulles d’Arabidopsis amb les construccions corresponents. Les barres mostren l'escala de les imatges. (A,B) GFP
sola; (C,D) control de RE (pKar6:GFP); (E,F,G) 1L:GFP; (H,I,J) 1S:GFP; (K,L,M) 2:GFP. B,D,F,G,J i M: visié
ampliada d’una part de la cél-lula. La fluorescéncia verda d’H i K s’ha superposat amb la fluorescéncia vermella

emesa per la clorofil-la present als cloroplastes (I i L respectivament).
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3.2.3
cél-lules de la linia T87

Per tal de confirmar els resultats
obtinguts en cel-lules de fulla, es va analitzar la
localitzacié6  subcel-lular de les
HMGR:GFP en cél-lules de la linia T87.

Tanmateix, donat que la isoforma HMGRI1L

quimeres

practicament no s’expressa en les fulles (figura

19), semblava interessant confirmar la
localitzacié de la proteina quimérica 1L:GFP en
un sistema on aquesta isoforma s’expressi a un

bon nivell, com ara les cél-lules de la linia T87.

Aixi doncs, les fusions a la proteina GFP
es van expressar en cél-lules de la linia T87
mitjangant transformacié mediada per
Agrobacterium (Ferrando et al., 2001). De nou,
es va observar que les quimeres 1S:GFP i 2:GFP
es localitzen, principalment, en les estructures
vesiculars d’entre 0,5 i 2 um (figures 25G i 25I),
encara que, en imatges ampliades, també es van
detectar en el RE (figures 25H i 25J). Respecte la
quimera 1L:GFP, de nou es va localitzar
exclusivament en el RE (figures 25E i 25F), patro
equivalent a l'obtingut per al control GFP:HDEL,
una proteina quimérica utilitzada com a
marcador d’aquest compartiment (figures 25C i

25D).
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Localitzacié subcel-lular de les quimeres 1S:GFP, 1L:GFP i 2:GFP en

C GFP:HDEL

Figura 25. Localitzacié subcel-lular de les
quimeres HMGR:GFP en cél-lules de la linia
T87. Les fusions a GFP es van expressar en
cél-lules de la linia T87 per transformacié
mediada per Agrobacterium. Els patrons de
localitzacié subcel-lular es van determinar per
microscopia laser confocal. Les barres mostren
I'escala de les imatges. (A,B) GFP sola; (C,D)
control de RE (GFP:HDEL); (E,F) 1L:GFP;
(G,H) 1S:GFP; (I,3) 2:GFP. B,D,F,H i J: visi6
ampliada d’una part de la cél-lula.
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Mitjancant immunofluorescéncia utilitzant els anticossos anti-CD1 sobre cél-lules de la
linia T87, es va determinar que les estructures vesiculars on s’acumula la quimera 1S:GFP
també contenien I'HMGR endodgena (marcada en vermell), com es comprova en la superposicio
de les dues imatges (figures 26D, 26E i 26F). La co-localitzacié entre la quimera 1S:GFP i
I’'HMGR endogena suggereix que el domini catalitic de I'HMGR (absent en 1’1S:GFP) no juga un
paper important per la localitzacié de I'enzim. Aquesta sembla venir determinada pel seu domini

N-terminal, que inclou la regié N-terminal citosolica, el domini de membrana i la regié linker.

En conjunt, els resultats obtinguts en les cél-lules de la linia T87 sbén consistents amb els
obtinguts en fulles, i validen I'estratégia de I'etiquetatge de 'HMGR amb la GFP per I'estudi de la

seva localitzacié subcel-lular.

Control B 1S:GFP Superppsicid

anti-CD1 Superposicio

Figura 26. Co-localitzacié de 'HMGR endogena i de la quimera 1S:GFP en
cél-lules de la linia T87. (D) Immunofluorescéncia de I'HMGR endogena
emprant els anticossos anti-CD1 i un anti-conill AlexaFluor350 com anticos
secundari, (E) 1S:GFP i (F) superposicio de D i E. (A, B, C) Control de D, E i
F on no s’ha posat els anticossos anti-CD1.
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3.3 IDENTIFICACIO DE PROTEINES QUE INTERACCIONIN AMB
LA REGIO N-TERMINAL CITOSOLICA DE L'HMGR

Els resultats obtinguts en I'apartat 3.2 indiquen que I'enzim HMGR es localitza en el RE i
en estructures vesiculars que estan en connexi6 amb el RE. La localitzacié subcel-lular de
I'HMGR és mediada pel seu domini N-terminal, en el qual, la regié N-terminal citosolica (NT)
sembla jugar un paper fonamental. De fet, és en aquesta regid on s’ha identificat un motiu ric
en arginines molt conservat entre les HMGR vegetals (figura 9). Aquest motiu presenta
homologia amb senyals de retencié en el RE de proteines de membrana de tipus II en cél-lules
animals (Schutze et al., 1994). A més a més, la regid N-terminal citosolica és una regid
divergent entre isoformes, i, per tant, és candidata a conferir propietats especifiques a cada
isoforma. Aquest fet és constatat clarament en el cas de les isoformes HMGR1S i HMGR1L: sén
isoformes idéntiques entre si, excepte en la regid N-terminal citosolica, on 'HMGR1L presenta
un extensiéo de 50 aminoacids (regié 1lLextra). La sola preséncia d'aquesta regidé determina una
localitzacié subcel-lular diferencial entre ambdues isoformes, que queda reflectida tant en
experiments de fraccionament subcel-lular (apartat 3.1) com en experiments de microscopia
confocal (apartat 3.2). Aquestes diferencies en la localitzacié subcel-lular de les isoformes
HMGRI1L i 'HMGR1S sén probablement mediades per proteines que interaccionin especificament
amb aquesta regié. Amb aquests antecedents, es va considerar interessant engegar un
crivellatge de doble hibrid per la cerca de proteines que interaccionin amb la regié N-terminal
citosolica de ’'HMGR1L (regid NT1L).

D’altra banda, una de les hipotesis que s’havien considerat en treballs anteriors consistia
en que la biosintesis dels isoprenoides citosolics estava organitzada en agrupacions
enzimatiques o metabolons (Chappell, 1995b). Aixi, també es va considerar interessant estudiar
si aquestes possibles associacions enzimatiques en les primeres etapes de la via del mevalonat

podien ser detectades per doble hibrid.

3.3.1 El doble hibrid com a eina per l'estudi d’interaccions proteina-
proteina

La técnica del doble hibrid de llevat representa una de les eines més potents per
detectar interaccions entre proteines. El seu principal avantatge és que és un sistema in vivo on
les interaccions es monitoritzen geneticament a través del sistema GAL4 de llevat (figura 27).
En el present treball es va utilitzar el sistema de doble hibrid comercialitzat per Clontech
(Matchmaker two-hybrid system 2).

Y >

HIS3/lacZ |

BD

UAS
Figura 27. Fonaments de la técnica del doble hibrid. Les proteines problema (X i Y) s’expressen en
els llevats com a fusions amb els dominis d’activacié (AD) o d’unié al DNA (BD) del factor de
transcripcio de llevat GAL4. La interaccid entre les proteines X i Y en les cél-lules del llevat determina
I’'expressid dels gens marcadors HIS3 i LacZ.
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Com s’ha explicat anteriorment, la técnica del doble hibrid es va utilitzar per cercar
proteines que interaccionin amb la regié NT1L de I'HMGRI1L (figura 28) mitjancant el crivellatge
de genoteques d’expressid. Aquesta técnica també es va utilitzar per testar possibles
interaccions entre els primers enzims de la ruta del mevalonat: |'acetoacetil-CoA tiolasa (que
presenta dues isoformes en Arabidopsis, I'AACT1 i I'AACT2), I'HMG-CoA sintasa (HMGS), I'HMG-
CoA reductasa (HMGR) i la mevalonat quinasa (MVK). Ja que I'HMGR presenta diferents dominis
funcionals, es va disseccionar cadascuna de les isoformes en diferents regions (figura 28). Per
I’'analisi de doble hibrid, totes aquestes sequéncies peptidiques es van fusionar als dominis
d’'unié a DNA (BD) i d’activacido (AD) del factor de transcripcié de llevat GAL4 en els vector
pAS2.1 i pACT2, respectivament. Cadascuna de les combinacions es va analitzar en les soques
de llevat CG-1945 i/o Y190, on es monitoritza I'expressié dels gens marcadors HIS3 (creixement
en medi selectiu sense histidina) i lacZ (determinacié de l'activitat p—galactosidasa mitjangant
I'assaig X-GAL sobre filtre).

HMGR1S (592 aa)

NT1S (1-50)
CD1 (166-592)

Domini de
Membrana

f=|
NT1L (1-100) — — citosol

1Lextra (1-50) — NT
CD1 (216-642) CD

lumen

“ f

HMGR1L (642 aa)

HMGR2 (562 aa)
NT2 (1-32)
CD2 (139-562)

|

Figura 28. Esquema de les regions de les isoformes d’HMGR utilitzades pels assaigs de doble hibrid. Entre
paréntesi es mostra els aminoacids corresponents per a cada regi6. Noteu que la presencia de la regi6é 1Lextra
en la isoforma HMGR1L constitueix la Unica diferéncia respecte 'HMGR1S. La regié NT1L de I'HMGRI1L va ser
emprada per cercar proteines que interaccionin amb aquesta regié mitjangant el crivellatge per doble hibrid
d’una genoteca d’expressié. A la dreta es mostra la topologia de 'HMGR de plantes.

3.3.2 Cerca de proteines que interaccionin amb la regié N-terminal
citosolica de ’'HMGR1L (NT1L)

Per tal d’identificar proteines que interaccionin amb la regié N-terminal citosolica de la
isoforma HMGR1L (NT1L), es va utilitzar la fusio BD-NT1L (en el vector pAS2.1) pel crivellatge
mitjancant doble hibrid de 1,2-1,6 milions de clons de la genoteca d’expressio d'Arabidopsis ACT
(Kim et al., 1997) en la soca de llevat CG-1945. Aquesta genoteca ha estat generada a partir de
plantules d’Arabidopsis de tres dies crescudes en foscor, cosa que és especialment interessant
doncs representa unes condicions de creixement on s’expressa la isoforma HMGR1L (figura 19).

Com a resultat del crivellatge, es van obtenir una serie de clons positius pels marcadors
HIS3 i lacZ en la soca CG-1945 (vegeu Materials i Métodes per més detall). D’aquests clons es
van aillar els corresponents plasmidis per sotmetre’ls als controls d’interaccié pertinents en la

soca Y190. La majoria d’ells es van comportar com a falsos positius i, per tant, es van
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descartar. Finalment, només tres candidats van mostrar una interaccié forta i reproduible amb
la regio NT1L (taula 2), i es va procedir a la seva seqlienciacié. Dos d’ells codificaven per
proteines amb similitud amb les subunitats reguladores de la proteina fosfatasa 2A (PP2A) i es
van anomenar PR2A1 i PR2A2. El tercer clon codificava per una proteina que presentava certa
similitud amb les cadenes lleugeres de quinesina, i es va anomenar KLC1. Les interaccions de
PR2A1, PR2A2 i KLC1 amb la regidé NT1L eren especifiques, ja que quan es van combinar amb
els controls negatius (Gal4BD, P53 i laminina) no es va detectar ni creixement en abséncia
d’histidina ni activitat p-galactosidasa. A més, es va comprovar que PR2A1, PR2A2 i KLC1 no
interaccionen amb el domini catalitic de I'HMGR1 (CD1), per tant, es tracta d’interaccions que es
restringeixen a la regid N-terminal citosolica NT1L. També es va comprovar que no
interaccionaven amb altres enzims de la via del mevalonat com I'HMGS o la MVK (taula 2).

Taula 2. Interaccions de PR2A1, PR2A2 i KLC1 mitjancant la técnica del doble
hibrid en la soca Y190. Per a cada combinacié es va analitzar el creixement en
medi selectiu sense histidina (HIS3) i I'activitat p—galactosidasa (/acZ). BD, P53 i
laminina: controls negatius d’interaccié proporcionats per Clontech.

GAL AD GAL4 BD (PAS2.1)
XXy BD P53 laminina NT1L CD1 HMGS MVK

KLC1 - - - ++ - - -
PR2A1 - - - - - -
PR2A2 - - - - - -

Per tal de confirmar aquestes noves interaccions mitjancant una aproximacid
independent, es van realitzar assaigs de tipus GST pull-down (figura 29A). La regié NT1L es va
expressar en E.coli com a proteina de fusid a la glutatié-S-transferasa o GST (GST-NT1L), i es
va purificar en una matriu de glutatié agarosa (figura 29B). D’altra banda, els cDNAs
corresponents a PR2A1, PR2A2 i KLC1l es van transferir al vector PRSET, per obtenir les
respectives fusions a C-terminal de |'epitop d’histidines (vegeu Materials i Metodes). Mitjangant
I'assaig de GST pull-down, es va comprovar que PR2A1, PR2A2 i KLC1 sintetitzades in vitro i
marcades amb 3°S quedaven especificament retingudes en la matriu amb GST-NT1L, perd no en
la matriu de GST sola (figura 29C). D'aquesta manera es va determinar in vitro que PR2A1,

PR2A2 i KLC1 interaccionen directa i especificament amb la regié NT1L.

A partir d'aqui, es va considerar oportl procedir a l'estudi de la caracteritzacié de les
noves interaccions de 'HMGR amb PR2A1 i PR2A2 (apartat 3.4) i amb KLC1 (apartat3.5).
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Figura 29. Confirmacié de les interaccions de la regié NT1L amb PR2A1, PR2A2 i KLC1 mitjangant
assaig de tipus GST pull-down. (A) Esquema de l'assaig GST pull-down. (B) Gel tenyit amb Blau
de Coomassie on es mostren les fusions a GST (GST i GST-NT1L) utilitzades en els assaigs de GST
pull-down. (C) Fluorografies on es mostra la unioé especifica de PR2A1, PR2A2 i KLC1 a la matriu
de GST-NT1L pero no a la matriu amb GST sola. En la posterior caracteritzacié de PR2A1 i PR2A2
(apartat 3.4) i de KLC1 (apartat 3.5), es va determinar que en aquest assaig s’havia utilitzat, de
fet, una versié truncada de KLC1 (aminoacids de 36-663), una versié truncada de PR2A2
(aminoacids 88-536) i la versié completa de PR2A1 (aminoacids 1-538).

3.3.3 Capacitat d’'homo i heterodimeritzacio dels enzims que catalitzen les
primeres etapes de la via del mevalonat

Tal com s’ha descrit a I'apartat 3.3.1, la técnica del doble hibrid també es va utilitzar
amb el proposit d’estudiar possibles interaccions entre els primers enzims de la via del
mevalonat. Primerament, es va analitzar la seva capacitat de formacié d’homo i heterodimers. A
excepcio de I'AACT1, no es va detectar que cap dels enzims forméssin homodimers (taula 3). En
el cas de I'AACT1, tot i que la interaccid era clara (expressat com ++ a la taula 3), la fusié BD-
AACT1 en combinacié amb I’AD (control negatiu) era capag de determinar una expressié feble
pero significativa del gen marcador /acZ (marcat com + a la taula 3). Aquest fet ens fa
interpretar amb certa precaucié qualsevol combinacié on s‘impliqui la fusié BD-AACT1. Tot i aixi,
el fet que en altres organismes s’hagi determinat que I'AACT actua com a tetramer (Modis i
Wierenga, 1999), dona un cert credit a la interaccié AACT1-AACT1 trobada.
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Taula 3. Analisi de la capacitat d’'homo i heterodimeritzar dels primers enzims de la via
del mevalonat mitjangant la técnica del doble hibrid. El creixement en medi selectiu sense
histidina (HIS3) es va analitzar en la soca de llevat CG-1945. L’assaig d’activitat B-
galactosidasa (/acZ) es va analitzar en la soca Y190. (++) Interaccio forta; (+) Interaccid
feble; (-) No interaccio.

AACT1
AACT1
BD
AACT1
AACT2
AACT2
HMGS
HMGR1S
MVK

AACT1
AD
AACT1
AACT2
AACT1
AACT2
HMGS
HMGR1S
MVK

HIS3

Inicialment, va resultar sorprenent que I'HMGR1S no homodimeritzés, doncs ha estat

descrit que el domini catalitic oligomeritza en altres espécies. Es va creure que el domini de

membrana present en I'HMGR1S podria estar interferint en l'assaig, ja que el doble hibrid

requereix que les proteines de fusié s’expressin de manera soluble en el llevat. Aixi, es van

repetir els assaigs utilitzant les regions citosoliques de les diferents isoformes de I'HMGR (figura

28). En efecte, d’aquesta manera es va poder detectar la dimeritzacié dels dominis catalitics

CD1-CD1 i CD2-CD2 (taules 4 i 5,

respectivament). Tanmateix, es va determinar que les

regions N-terminal citosoliques (NT) no estaven implicades en cap d’aquestes interaccions.

Taula 4.

Analisi de les

interaccions entre les

diferents regions de I'HMGR1 per doble hibrid. El
creixement en medi selectiu sense histidina (HIS3)
es va analitzar en la soca de llevat CG-1945.
L'assaig d’activitat B-galactosidasa (/lacZ) es va

analitzar en la soca Y190. nr: no realitzat.

HIS3

NT1L
NT1S
CD1
CD1
BD
NT1L
CD1
NT1S
CD1
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Taula 5. Analisi de les interaccions entre les
diferents regions de ’'HMGR2 per doble hibrid. El
creixement en medi selectiu sense histidina
(HIS3) es va analitzar en la soca de llevat CG-
1945. L'assaig d’activitat B—galactosidasa (/acZ)
es va analitzar en la soca Y190.

HIS3

NT2 NT2

CD2 CD2 ++ ++

CD2 AD - -
BD CD2 - -
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També es va testar si les diferents regions de I'HMGR1 i de I'HMGR2 eren capaces
d’heterodimeritzar (taula 6). D’especial interés va resultar el fet que els dominis catalitics CD1 i
CD2 fossin capagos d’interaccionar en aquest tipus d’assaig. Aquesta interaccio, pero, s'observa
molt feblement en el cas de la combinaci6 BD-CD2 i AD-CD1 en la soca CG-1945 (taula 6 i
figura 30). De nou, els resultats obtinguts indicaven que les regions NT no estaven implicades

en aquesta interaccio.

Taula 6. Analisi de la interaccié entre diferents regions de I'HMGR1 i I'HMGR2 per doble hibrid. El
creixement en medi selectiu sense histidina (HIS3) es va analitzar en la soca de llevat CG-1945.
L'assaig d’activitat B-galactosidasa (/acZ) es va analitzar en la soca Y190. (++) Interaccio forta; (+)
Interacci6 feble; (-) No interaccid; (nr) No realitzat.

HIS3
++ ++

CD1 CD2

CD2 CD1 + ++
NT1L NT1S nr -
NT1S NT1L nr -
NT1L NT2 nr -
NT2 NT1L nr -
NT1S NT2 nr -
NT2 NT1S nr -

BD-CD1
AD-CD1

BD-CD1
D-CD2

Figura 30. Analisi de la capacitat d’homo i heterodimeritzacié entre els dominis catalitics de
I'HMGR1 i 'HMGR2 (CD1 i CD2) en la soca de llevat CG-1945. Es mostra la capacitat de
créixer en medi selectiu sense histidina i amb 5mM de 3-aminotriazole.

3.3.4 Interaccié proteina-proteina entre els enzims que catalitzen les
primeres etapes de la via del mevalonat

Tal com s’ha comentat a l'inici del present apartat, es va considerar interessant explorar
possibles associacions entre els enzims que catalitzen les primeres etapes de la via del
mevalonat. Per aixd, es va testar la capacitat d’interaccid proteina-proteina entre els enzims
AACT, HMGS, HMGR i MVK mitjancant la técnica del doble hibrid.

Primerament, no es va detectar interaccié entre les isoformes AACT1 i AACT2 i I'HMGS
(taula 7). Només es va detectar una lleugera expressié del marcador /acZ quan es va utilitzar la
fusi6 BD-AACT1. Aquesta activacid no es garantia d’interaccid, doncs com s’ha comentat
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anteriorment, aquesta fusié per si mateixa activa I'expressié del gen /acZ en la soca Y190 (taula
3).

Taula 7. Analisi de la interacci6 AACT-HMGS per doble hibrid. El creixement en medi
selectiu sense histidina (HIS3) es va analitzar en la soca de llevat CG-1945. L'assaig
d’activitat B-galactosidasa (/lacZ) es va analitzar en la soca Y190. (+) Interacci6 feble;
(-) No Interaccid.

HIS3
o +

AACT1 HMGS

HMGS AACT1 - -
AACT2 HMGS - -
HMGS AACT2 - -

Tampoc es va detectar cap interaccid entre les diferents regions de les isoformes
HMGR1L, HMGR1S i HMGR2 amb I'HMGS ni amb la MVK (taula 8). Els resultats suggereixen que
aquestes interaccions o bé no es produeixen o bé no son detectades mitjangant els assaigs de
doble hibrid. Aquesta opcié és plausible, ja que en el sistema de llevat pot mancar algun
component necessari per produir les interaccions (modificacions posttraduccionals, altres
proteines del complex, etc.). D’altra banda, en la técnica del doble hibrid es detecten
interaccions solubles produides en el nucli del llevat, i, per tant, no sembla I’entorn més adequat
per detectar interaccions amb una proteina de membrana com I'HMGR.

Taula 8. Analisi mitjangant doble hibrid de la interaccié de les diferents regions de
les isoformes HMGR1L, HMGR1S i HMGR2 amb I'HMGS i la MVK en la soca Y190. Per
a cada combinacio es va analitzar el creixement en medi selectiu sense histidina
(HIS3) i l'activitat B-galactosidasa (lac Z). A més, cada combinaci6é es va analitzar
de les dues maneres possibles (intercanviant BD i AD).

NTIL NT1S CD1 NT2 CD2
HMGS - - - - -
MVK - - - - -
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3.4 CARACTERITZACIO DE LA INTERACCIO DE L'HMGR AMB LES
SUBUNITATS REGULADORES PR2A1 I PR2A2 DE LA PP2A

3.4.1 PR2A1i PR2A2 formen part d’una familia multigénica a Arabidopsis

A partir de les seqliencies obtingudes dels clons PR2A1 i PR2A2 es van fer, inicialment,
cerques d’homologia en el genoma d’Arabidopsis (base de dades de TAIR). Pel que fa a PR2A1,
es va poder identificar una pauta de lectura oberta (ORF) de 1614 parells de bases (pb) que
codifica per un polipéptid de 538 aminoacids, el qual era idéntic al predit a partir de la
seqliéncia genomica corresponent (AT5g44090). La massa molecular estimada de la proteina
era de 62 KDa. També es va comprovar que PR2A1 no presentava regié 5'UTR (seqliéncia 5’
transcrita no traduida). A partir de la sequéncia d’altres cDNAs corresponents a PR2A1 que
préviament s’havien identificat (Hendershot et al., 1999), es va dissenyar una estratégia de PCR
per amplificar i clonar (vegeu apartat 2.3.6) un cDNA que també inclogués la regié 5'UTR
(figura 31).

Estudis equivalents a partir del clon PR2A2 van permetre comprovar que es tractava
d’'una sequéncia parcial. La proteina predita a partir de la seqliéncia genomica (AT5g28850)
s’'estenia 87 aminoacids en N-terminal, completant una seqliéncia polipeptidica de 536
aminoacids. Per tant, PR2A2 presentava una pauta de lectura oberta (ORF) truncada que
codificava per un polipéptid que contenia els aminoacids de 88 a 536. Utilitzant cebadors
antisentit en la regid 5 de PR2A2 en combinaci6 amb cebadors del vector pACT (on esta
clonada la llibreria ACT), per PCR es van identificar cDNAs extesos per 5’ (vegeu apartat 2.3.6).
A partir d'aqui es va poder amplificar per PCR un cDNA complet, que presentava una ORF de
1608 pb que codificava per un polipéptid de 536 aminoacids, amb una massa molecular
estimada de 62 KDa (figura 32).

De l'analisi comparatiu dels cDNAs amb les corresponents seqiiéncies genomiques es va
deduir l'estructura dels gens. El gen PR2A1 presentaria 13 exons, amb els codons d’inici i
parada de traduccid situats als exons 1 i 12, respectivament. El gen PR2A2 presentaria 12

exons, amb els codons d’inici i stop de traduccid situats als exons 1 i 12, respectivament.
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Figura 31. Seqléncia nucleotidica i peptidica de PR2A1. Els dominis d’unié a la subunitat A de la PP2A
ASBD1 (aminoacids 237-342) i ASBD2 (aminoacids 381-438) han estat subratllats. En gris s’ha sombrejat
els motius d’unié a calci EF-Hand1 (aminoacids 330-342) i EF-Hand2 (aminoacids 403-415) identificats

CCG

GAA

TTG

CTT

ACC

CCA

CCC

GAA

GAA

CTT

TCC

TTT

AAT

ATA

ATC

TCT

TCA

CCA

TCT

CGT

CCA

CTA

CAT

TCT

ATC

ATT

TTG

GAT

CCT

CTT

GTC

GTT

TTC

AAG

AGG

ATG

GTA

AAG

TTA

GGG

GGT

GTA

CCT

AGT

TTT

TCG

CGC

GAG

GAT

CTA

TAT

AGG

TTT

GGA

TCA

GAA

GTA

CTG

AGG

CAA

CAA

GAA

TTT

TGG

CAG

TGT

AAC

CTT

ACT

TCC

AAC

CAA

CTC

TGT

TTC

AGA

GTT

CCA

TGT

GAT

AAA

GGC

AAA

AGC

AAG

ATT

ATA

AAA

AAG

GAT

GGT

AGT

GTT

GAA

CGA

AAT

GGC

ACA

CCA

TCC

TCC

ATA

GGA

TGC

TCT

CAG

AAT

TTG

TGT

ACT

AGC

CAG

ATG

ATT

GAC

CAT

AAG

GAT

ATT

CCT

GTC

ACT

CCC

CCT

TTT

GTT

ACT

ACG

ATG

TAC

TCT

TTG

CAT

AAG

AGT

CCA

TCT

TAC

GAT

AAA

AGT

TTG

CTT

CAG

GAT

ATT

TCT

CTC

CTA

CTA

TTC

CAA

GAA

GGC

GCA

AGA

TGA

CCT

GCT

TTA

AAT

TCC

CAG

CAA

TTT

GTC

ACC

ATG

CAG

ATA

GAG

GAA

ATT

GTT

CCA

TCT

CAT

TTT

TGC

GGT

GAC

GCT

AGA

CTC

GAA

GAT

GCT

CGA

CCT

GGA

AGT

AAG

ATC

GTA

GAC

TAG

TTG

CTC

GAT

TGC

GGC

CTG

CGT

AAC

CTG

GTT

GCC

AAG

CAG

TTC

ACT

GGG

TCA

AAA

CCA

TAT

CCT

ACA

TCA

ATA

CTT

TCC

AAA

AGT

CCT

TCA

CCT

ATA

TCT

AGG

CAG

ATC

CCC

CAG

TCT

GCA

GGG

GTC

GCG

GAC

TTT

GAT

ATA

ATG

GGT

TGG

AGT

TTG

TCT

AGG

AAG

GGA

CTT

GCA

TAT

TTC

AAA

CCaA

GTT

CTT

GAT

GAG

CTT

CTG

ACA

ACT

CAT

CCC

GGC

TTG

GAA

TTC

CTG

AGG

AAT

ACA

CCT

GAG

TTT

CAA

GAA

AGA

TAT

GCT

GAG

ACC

GTC

ATC

TAC

AGA

ATA

TTT

TAC

TAC

ATA

AAC

AGA

TCA

GGT

ACT

GGT

TGC

ATT

ACT

CTT

AGA

GAG

CTG

AAG

CGT

GGG

AAT

CTT

ATT

ACT

GCC

ATG

CAA

CAA

GTT

GAT

GAA

GAA

GAC

GAC

ATC

AAT

AAA

GTT

ATT

AGG

TAC

TTC

TCC

TAT

GAG

CAT

TTC

TAC

GTG

ATA
CcTC

GTT

TAC

ATC

CCT

TGC

AAA

AGG

AGA

TAT

AAA

TTT

GGT

TTT

TGG

AAT

ACA

GAA

CAT

AGC

CTC

GCC

AAA

GAT

CTT

GTT

GGC

ACC

GAG

GAC

TAC

GGG

CAT

AGG

AAG

GAT

ATT

ATG

TTC

GTC

AGT

CTT

GAC

TAT

ATT

AGA

GAA

GAT

ATA

GAT

AAG

TTT

TTT

GAA

TCA

GCA

AAT

CAG

TAC

TTT

ATT

CTC

GCT

GAG

GAG

GAT

AAG

TCA

TCT

GAG

CCT

AGT

CTT

GAG

TAT

TGG

TTC

AAG

TGC

ATA

GAC

CTA

GAT

GGA

GAT

GGG

GTG

ATC

ACT

CCC

AAC

GAG

ATG

CAG

TTT

TTC

CAG

CAA

GCA

TTT

TGG

GTC

GTA
GAA

CTG

ATA

TCC

GAA

GAC

TCG

AGA
ACA

CAT

TTC

AAA

ACC

CGA

AAT

GTT
ATT

CGC

GAC

CTT

CGT

TTT

GGG

TCT
TTC

amb el programa PROSITE.

80

ATG

ATG

TCT

GAC

GCT

AGT

TGG
AG

GAA

ATT

GGA

CCT

CAG

GCA
GAA

TGT

AAA

AAT

TTT

AGA

GAT
GAA

ATA

CCA

ATT

CTC

GAG

GTT
GAG

ACC

GAG

TTC

ATT

TAT

TGG
GGA

CAG

AAG

AAT

CGT

GTG

GAT
GAA

GAA

GAG

ATA

CAG

AGG

GAA
GTC

CCT

AAC

CTC

GAA

TTG

CCA
AGA

GTA

TGC

TTT

CGT

TCA

CTC
TCT

CTC

ATC

AAC

GAG

ATG

GAA
TCT

TTT

ACA

CTG

AAT

GAG

TCT
TGG

GAA

CTC

AAC

CCA

GAA

CCaA
GTG

GAT

CAG

AAA

ACA

GAT

TTT
GTA

TAC

ATC

GAT

TTC

TTG

GTG

TAG
AGA

GAA

CTA

CTG

ATG

ACG

GAG

TGA
GCC

GAG

TGT

AAA

GCG

GAA

GAA

CTC
TCG



Resultats

181

241

301

361

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681
1741

AAG

TTC

GAT

ATG

CTT

GCT

TTT

AAA

GAG

CAA

GAA

TTC

TGG

CAG

ACT

GCC

ACG

TCT

TCT

CCT

CCcT

CAG

CcT

TGT

TTC

CGG

GTA

AAA

AGA

TCA

GTT

TCC

CTT

ATC

GCG

AGA

ATA

ATG

AAG

AAG

AAC

GAT

TTC

AAG

ATT

TTT

CCC

AAT

GGA

GCC

CcT

TTT

TTA

ATC

GGG

CAG

GAT

ATC

CCC

GTT

GAA

GTT

AGC

CCT

CAG

AGA

GTC

GAT

AAC

AGT

GTG

ATT

GGA

CTC

GCT

ACT

GCT

TCT

TTT

ATC

ACC

CTC

ATG

TTC

TTG

CTC

GAT

AAT

CAG

GGA

ccT

AAC

TAT

AAT

AGA

AAC

TTG

ATT

GTG

TCA

ATG

TCT

CGA

AGT

CccT

TTA

TTC

CAC

GAA

AAT

ATA

GTT

AAG

TCT

GCT

AAA

CAG

GCA

CTT

GGT

CAA

TTC

ATC

ACA

ATG

AAG

AAG

TCT

TGT

CCT

GTT

TCG

TCA

TCT

AAT

TTT

TGC

GGT

GAT

GAT

ATC

CGA

TTG

GGA

GGA

GGT

CCA

ACT

GGT

TAT

AAG

TTT

ACA

GAT

TCG

CTT

GAT

TTC

TCA

TCT

AGA

CTC

CGC

GGT

CTC

GTT

ACG

ACT

TGA

GCA

ACT

TTG

AAT

AGT

AAA

CccT

CAC

CCA

ACT

ACC

TTG

TGC

GAT

CAG

CTT

TCT

TGT

GTA

CCA

ATG

TCT

AGA

CAA

TTC

GAT

TTG

AAG

AAG

GCC

GGT

GTC

CCA

GAT

TTC

GAT

ATC

AAA

TGA

TTG

CTC

GAT

ACT

TCA

AAC

AGC

GGC

TTC

GCA

TTC

ATT

TTA

CAG

TTC

GCT

ATA

Cccc

GAG

GAG

TTG

TCC

TTT

AAG

CCaA

AAT

CTT

GAC

GTA

CCA

CGT

CCT

ATT

CAG

ACT

ATT

ATC

ATT

ATG

CAG

CAG

GCT

TCT

ACA

GTT

AAA

ATA

TCC

GAT

CTA

TCG

GTG

GAA

TGG

GGA

ATG

ACC

AAA

GAG

CAA

CTT

TTT

AAG

TTC

AAA

CCA

CTA

CTT

AAA

GAA

CTG

TTG

GCG

ACG

CAT

CCT

GGC

CTA

GAG

TTC

CTG

CAA

TCC

ACA

CCT

GAA

TTC

CAA

GAA

AGA

TAT

GCT

GAA

ACT

GTC

ACC

TAC

AGA

ATA

TTT

TAC

TAC

ATA

AAT

AGA

TCT

GGC

AAT

GGT

CGA

ATT

ACA

TTT

AGG

GAG

CTT

AAA

CGG

GGA

AAC

TTA

ATT

GAT

GCT

ATG

CTA

CAT

GCT

GAT

GAA

GAA

GAA

GAT

ATT

AAC

AAA

GTG

TTG

AGA

TAC

TTC

TCA

TAT

GAG

CAT

TTC

TAT

GTC

ATA

TTC

GGA

TTC

TGG

AAC

ACT

GAG

CAT

AGC

CTG

GCT

AAA

GAT

CTT

GTT

ACG

ACC

GAA

GAT

TAC

GGG

CAC

CGG

AAG

GAT

ATT

ATG

TTC

GTC

GGG

CTG

GAC

TAT

ATT

AGA

GAA

GAC

ATA

GAC

AAA

TTC

TTT

GAA

TCC

GTC

AAT

CAG

CTT

GTT

TAC

ATG

GCT

TGC

AGA

AGG

AAG

TAT

AAG

TAT

TTC

ATT

CTT

GCG

GAA

GAA

GAT

AAA

TCG

TCA

GTG

CCT

AGC

CTA

GAA

TAT

TGG

TTT

AAG

TGC

ATA

GAC

TTG

GAT

GCA

AAT

GGG

ATT

ATA

ACG

CGA

AAT

GAG

ATG

CAA

TTC

TTT

ATG

ATG

TCT

GAT

GCA

AGT
AAG

GAG

ATC

GGA

CCG

CAT

GCT
TCA

TGC

GGA

AAC

TTC

AGA

GAG
ACA

ATG

CCT

GTC

CTC

GAG

GTT
AAA

GCG

GAG

TTC

ATT

TAT

TGG
GAA

CAA

AAC

AAC

CGT

ATT

GAT

GAG

GAA

ATC

CAG

CGG

GAC

GCT

AGC

CTT

GAG

CTA

TCG

GTT

CAT

TTT

CGC

TCA

TCA

CTT

ATA

AAT

GAG

ATG

CTG

TTC

ACG

CTA

AAC

GAA

GAG

GAG

CTG

AAC

CCG

GAA

GCT

GAT

CAT

AAA

ACA

GAT

CCC

TAT

ATC

GAC

TTT

TTG

GTT

TTC

GAA

TTA

CTG

ATG

ACA

GAA

TGA

GAG

TGT

AAA

GCA

GAC

GAT

GTT

CAG

CAG

GGC

TTT

TGG

GCA

CAA

TTG

ATG

TCA

GAA

GAC

TCC

AGA

CAT

ATT

AAG

ACC

CGT

AAT

GGT

AGA

GAT

CTC

CGG

TTT

GGA

AGC

Figura 32. Sequeéncia nucleotidica i peptidica de PR2A2. Els dominis d’unié a la subunitat A de la PP2A
ASBD1 (aminoacids 234-339) i ASBD2 (aminoacids 378-435) han estat subratllats. En gris s’ha
sombrejat els motius d’unié a calci EF-Hand1 (aminoacids 327-339) i EF-Hand2 (aminoacids 400-412)
identificats amb el programa PROSITE.
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Un cop es disposava de les seqlieéncies completes de PR2A1 i PR2A2, es va procedir a
cercar seqliéncies peptidiques homologues en el genoma d’Arabidopsis. Amb |'algoritme BLASTP
es va comprovar que PR2A1 i PR2A2 eren, de fet, sequéencies homologues entre si, i que
formaven part d’'una familia multigénica de cinc membres en Arabidopsis. Les seqiéncies
polipeptidiques corresponents presentaven elevats percentatges de similitud i identitat (taula 9),
les quals s’estenien al llarg de tota la proteina tal com es mostra en I'alineament multiple (figura
33).

Taula 9. Percentatges d’identitat i de similitud (entre paréntesi) entre les
sequéncies polipeptidiques corresponents a PR2A1 i PR2A2 i els altres
membres de la familia.

AT1g03960 80 (87) 65 (78)
PR2A1 100 (100) 67 (80)
PR2A2 67 (80) 100 (100)

AT5g28900 67 (80) 99 (100)

AT1g54450 67 (79) 74 (84)

3.4.2 PR2A1 i PR2A2 s6n membres de la familia B’ de subunitats
reguladores de la PP2A

La cerca de seqliencies homologues es va estendre a la resta d'organismes, i,
mitjancant I'algoritme BLASTP (base de dades NCBI), es va poder identificar que PR2A1 i PR2A2
eren membres de la familia B” de subunitats reguladores de la proteina fosfatasa 2A (PP2A).
Aquesta fosfatasa és un trimer format una subunitat catalitica o C, una subunitat reguladora o
B, que determina |'especificitat de substrat i la localitzacié subcel-lular del complex PP2A, i una
subunitat A estructural o PR65, responsable de I'ensamblatge de les subunitats B i C (vegeu
apartat 1.5.1).

Existeixen tres membres ben caracteritzats de la familia B” de subunitats reguladores de
la PP2A (vegeu apartat 1.5.2): la PR72 i la PR48 humanes i la PR59 de ratoli. PR2A1 i PR2A2
mostren un 34% d‘identitat amb PR72, i una similitud entorn al 50%. L’alineament multiple
d’aquestes seqliencies (figura 34), ens mostra que presenten una elevada similitud, sobretot en
la regié central de la proteina. Aquesta regid conservada conté el dos dominis d'unié a la
subunitat A o PR65 —ASBD1 i ASBD2 (Li i Virshup, 2002)— els quals inclouen els dos motius
d’unié a calci de tipus EF-hand. Els motius EF-hand de la PR72 humana uneixen calci, i s’ha
proposat que aquest fet determina la seva capacitat d’interacci6 amb la PR65 (Janssens et al.,
2003).

Un estudi filogenétic amb les sequéncies peptidiqgues homologues a les subunitats

reguladores B” de la PP2A, ens indica que totes elles agrupen en una mateixa branca (figura
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18), la qual es diferencia de la branca de la familia d’'homolegs a tonneau2 (Camilleri et al.,

2002). Aquest fet clarament suggereix que PR2A1 i PR2A2 sbn subunitats reguladores de tipus

B” de la PP2A. D’altra banda, de I'arbre filogenetic també s’extreu que la familia de subunitats

B d’Arabidopsis es divideix en dos subgrups, la qual cosa esta d’acord amb els percentatges

d’identitat i de similitud trobats entre les seqliéncies (taula 9). Cal constatar que PR2A1 i PR2A2

representen a cadascun dels subgrups, i aixd planteja la possibilitat que tots els membres de la

familia tinguin, de fet, la capacitat d'interaccionar amb I'’HMGR.
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Figura 33. Alineament multiple de les seqléncies d’Arabidpsis homologues a PR2A1 i PR2A2. PR2A1
correspon a la seqliéncia polipeptidica predita a partir de la seqliéncia genomica AT5g44090. PR2A2
correspon a la seqliéncia polipeptidica predita a partir de la seqiéncia genomica AT5g28850.
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Figura 34. Alineament multiple de les proteines de la familia B” de subunitats reguladores de la PP2A.
Els motius d’unid a calci EF-hand1 i EF-hand2 s’han marcat amb rectangles grisos. Els dominis d’unid a
la subunitat A o PR65 (ASBD1 i ASBD2) s’han marcat amb linies de punts. mm: Mus musculus; hs:
Homo sapiens.
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Figura 35. Analisi filogenétic de les subunitats reguladores B” de la PP2A. L’arbre filogenétic es va fer amb
el programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis versid 2b2 (MEGA 2b2), utilitzant Ialgoritme
Neighbor-Joining. La longitud dels bragos reflecteix el nombre de substitucions aminoacidiques per posicio
entre les seqliéncies, excloent aquelles posicions en les que almenys una de les seqliéncies presenta una
delecié. L'algoritme assumeix que la freqliéncia d’aparicié dels aminoacids és la mateixa per tots ells.
Sequiéncies emprades: Arabidopsis thaliana (PR2A1 i PR2A2, AT5G28900, AT1G54450 i AT1G03960); Oryza
sativa (AC078829_14); Leishmania major (AC019154_6); Drosophila melanogaster (AAG22156.1); Homo
sapiens PR130 (AAB02613.1); Homo sapiens PR72 (AAB02614.1); Homo sapiens PR48 (AF135016_1); Mus
musculus PR59 (AAC98973.1); Xenopus laevis PR70 (AAK98642); Arabidopsis thaliana tonneau 2
(AAG35778); Homo sapiens tonneau-like(XP_007238.1).

Per tal de comprovar si PR2A1 i PR2A2 formen part del complex PP2A, es va analitzar la
seva capacitat d’interaccionar amb la subunitat PR65 mitjancant la técnica del doble hibrid. Es
va determinar que la soca Y190 portadora de les fusions AD-PR2A1 o AD-PR2A2 en combinacio
amb la fusi6 BD-PR65 creixia en medi selectiu sense histidina (HIS3) i produia activitat p-
galactosidasa (/acZ). Aixo indica que, efectivament, PR2A1 i PR2A2 interaccionen amb PR65
(figura 36). També es va intentar definir la regi6 de PR2A1 responsable de la interaccié amb
PR65. Per aix0, es van fer versions truncades de PR2A1, incloent les regions 1-361 i 150-538.
En cap de les dues delecions es va detectar interacci6 amb PR65. Aquest resultat és
relativament sorprenent, doncs la regié 150-538 conté els dos dominis —ASBD1 i ASBD2—
proposats com a lloc d’unid a la subunitat PR65 (figures 31 i 34). La funci6é dels dominis ASBD1 i
ASBD2 de la PR72 humana ha estat demostrada per assaig d’interaccio in vitro (Li i Virshup,
2002). Per tant, es podria pensar que l'analisi de delecions de PR2A1 no sigui possible per
alguna reestriccid imposada per la técnica del doble hibrid (expressid en llevat, plegament
incorrecte de les fusions als dominis AD i BD de GAL4, etc.).

El conjunt de resultats permeten concloure que PR2A1 i PR2A2 soén subunitats
reguladores B” de la PP2A i formen part del complexe de PP2A a través de la interacciéo amb la
subunitat PR65.
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Figura 36. Analisi mitjangant doble hibrid de la interaccié de PR2A1 i PR2A2 amb la
subunitat PR65 en la soca Y190. Per a cada combinacié es va analitzar el creixement
en medi selectiu sense histidina (HIS3) i |'activitat B—galactosidasa (/acZ). També es
van analitzar les regions aminoacidiques de PR2A1: 1-361 i 150-538.

3.4.3 PR2A1l i PR2A2 interaccionen especificament amb la regié N-terminal
citosolica de les isoformes HMGR1S i HMGR1L, pero no amb la de 'HMGR2

Fins ara, s’ha determinat que PR2A1 i PR2A2 interaccionen amb la regié N-terminal
citosolica de I'HMGRI1L (regié NT1L). Ja que un dels objectius d’aquest treball era cercar
mecanismes especifics d’isoforma, es va considerar interessant testar si aquesta interaccid
també es produia amb la regié N-terminal citosolica de les isoformes HMGR1S i HMGR2. Per tal
d’abordar aquest aspecte, es va analitzar mitjancant la técnica del doble hibrid la capacitat
d'interaccié de PR2A1 i PR2A2 amb la regido N-terminal citosolica de les isoformes HMGR1S i
HMGR2 (NT1S i NT2, respectivament) i amb la regié 1Lextra —la extensié N-terminal exclusiva
de 'HMGR1L— (figura 28). D’aquesta manera, es va determinar que la interaccié de PR2A1 i
PR2A2 es donava especificament amb les regions NT1L i NT1S (figura 37), perd no amb les
regions NT2 ni 1Lextra. D'aquests resultats es pot deduir que la interaccidé es produeix a través
de la regié NT1S, que és una regié comuna entre les isoformes HMGR1L i HMGR1S.

AD-PR2A1 AD-PR2A2

v HIS3 LacZ HIS3 LacZ

® VQ ©  BDATIL 35 o

BD-1Lextra

® © R TN o 9

BD-NT2

A

Figura 37. Analisi per doble hibrid de la interaccié de PR2A1 i de PR2A2 amb les regions N-terminal
citosoliques NT1L, 1Lextra, NT1S i NT2 en la soca Y190. Per a cada combinacié es va analitzar el
creixement en medi selectiu sense histidina (HIS3) i I'activitat B-galactosidasa (/acZ).

4

En el sistema del doble hibrid, les fusions es realitzen a C-terminal dels dominis BD i AD
de GAL4. D'aquesta manera, les regions N-terminal citosoliques de I'HMGR queden en posicidé C-
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terminal de les fusions, fet que podria dificultar el correcte plegament de les mateixes i donar
resultats inconsistents. Per tal de verificar els resultats de doble hibrid, es van realitzar assaigs
de GST pull-down, on les regions NT1S, NT1L, NT2 i 1Lextra es van fusionar a N-terminal de la
GST (figura 38A). Aquestes fusions es van expressar en E.coli i es van purificar en una matriu
de glutatio-agarosa (figura 38B). D’altra banda, PR2A1 i PR2A2 amb un epitop d’histidines en
posicié N-terminal (HisPR2A1 i HisPR2A2), es van marcar amb 3°S per traduccié in vitro a partir
del vector pET28 (vegeu Materials i Métodes). Mitjangant I'assaig de GST pull-down es va
comprovar que PR2A1 i PR2A2 quedaven especificament retingudes en les matrius de NT1L-GST
i NT1S-GST, pero no en la resta de matrius (1Lextra-GST, NT2-GST i GST), tal com s’observa
en la figura 38C. Aixi doncs, els resultats in vitro confirmen que PR2A1 i PR2A2 interaccionen
especificament amb la regié comuna entre les regions N-terminal citosoliques NT1S i NT1L de
les isoformes HMGR1S i HMGR1L, respectivament.
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Figura 38. Analisi de les interaccions de PR2A1 i PR2A2 amb les regions NT1L, 1Lextra, NT1S i NT2
mitjangcant assaig de tipus GST pull-down. (A) Esquema de l|'assaig GST pull-down. (B) Gel tenyit
amb Blau de Coomassie on es mostren les fusions a GST utilitzades en els assaigs de GST pull-

down. (C) Fluorografies on es mostra la unié especifica de PR2A1 i PR2A2 amb les matrius NT1L-GST
i NT1S-GST.

3.4.4 Purificacio depenent de calci de les isoformes HMGR1L i HMGR1S
mitjangcant una matriu d’afinitat amb PR2A1

Mitjancant assaigs de doble hibrid i de GST pull-down s'ha determinat que PR2A1 i
PR2A2 s’uneixen a la regié N-terminal citosolica de les isoformes HMGR1S i HMGR1L. Per tal
d’aprofundir en la caracteritzacid d’aquestes interaccions, es va realitzar una purificaciéo de
I'HMGR a partir d’extractes d’Arabidopsis mitjangcant una matriu d’afinitat que contenia la

proteina quimerica GST-PR2A1. Primerament, es va procedir a I'expressié de GST-PR2A1 en

87



Resultats

E.coli i posterior purificacié en una matriu de glutatié-agarosa (figura 40B). Per la purificacié per
afinitat de 'HMGR, es va preparar un extracte proteic total a partir de cél-lules de la linia T87,
que, posteriorment, es va incubar amb les matrius de GST-PR2A1 i de GST sola. Finalment, en
la fraccid retinguda en les matrius d’afinitat es va immunodetectar I'HMGR utilitzant els
anticossos anti-CD1 clarificats (vegeu Materials i Métodes). En experiments previs, es va
observar que la retencié de les isoformes HMGR1S i HMGR1L en la matriu de GST-PR2A1 era
poc eficient, encara que detectable (resultats no mostrats).

Tal com s’ha comentat anteriorment, la PR72 humana conté 2 motius d’unié a calci de
tipus EF-hand (Janssens et al., 2003). Aquests motius estan en una regié molt conservada en la
familia de subunitats reguladores B” de la PP2A (figura 34), i els programes de cerca de motius
com PROSITE els identifiquen en PR2A1 i PR2A2 (figures 31 i 32). Atés que en el cas de PR72 el
calci modula la seva interaccié amb la subunitat PR65, es podria postular que el calci exercis
també un efecte modulador de la unié de I'HMGR dels extractes vegetals amb la matriu amb
GST-PR2A1.

Amb aquestes premisses, primerament es va voler provar si PR2A1 era capag d’unir
calci mitjangant un assaig indirecte. L'assaig es basa en el canvi de mobilitat electroforética que
experimenten les proteines amb motius EF-hand quan uneixen calci. Aquesta alteracié és
deguda a un canvi conformacional de les mateixes en preséncia del catié. Aixi doncs, es va
procedir al marcatge de PR2A1 amb 3°S mitjancant traduccié in vitro i, posteriorment, es va
incubar amb 10 mM de calci o d’EGTA, un quelant del calci. Després d’analitzar les mostres
mitjancant SDS-PAGE i fluorografia, es va observar de manera reproduible que, en preséncia de
calci, PR2A1 mostrava una mobilitat major (figura 39). Per contra, aquest efecte no es va donar
en una proteina control com és la KLC1. Aquests resultats suggereixen que, de la mateixa
manera que I’hnomoleg PR72, PR2A1 uneix calci.

KLC1 PR2A1

CaCl2
EGTA
CaCl2

EGTA

oo~
W G2 KDa
e — —-— |

Figura 39. Canvi de mobilitat electroforética de PR2A1 induida per
calci.

Considerant els resultats presentats en aquest apartat, semblava interessant testar si el
calci era capag de millorar l'eficiencia de retencié de I'HMGR en la matriu d'afinitat amb GST-

PR2A1. A partir d’extractes derivats de cél-lules de la linia T87, es van provar 4 condicions
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d’unio diferents. Inicialment, es van preparar 2 extractes proteics totals utilitzant 2 tampons
d’extraccido (vegeu materials i métodes): un amb 5mM CaCl, i I'altre amb 5mM EGTA. Amb
I’'extracte amb calci es van preparar dues condicions d’unié a la matriu: una mantenint el CacCl,
a 5mM i l'altra suplementant-lo amb un excés d’EGTA (13,5mM). Amb l'extracte amb EGTA
també es van preparar dues condicions d’unié a la matriu: una mantenint I'EGTA a 5mM i |'altra
suplementant-lo amb un excés de CaCl, (13,5mM). Les mostres resultants (que representen les
4 condicions d’unidé) es van incubar amb la matriu d’afinitat amb GST-PR2A1, i les fraccions
retingudes es van analitzar mitjancant transferéncia de western i immunodeteccié de I'HMGR
utilitzant els anticossos anti-CD1 clarificats (vegeu Materials i Métodes). Els resultats indiquen
que, efectivament, les isoformes HMGR1L i HMGR1S (bandes 1 i 3, respectivament) s’uneixen a
GST-PR2A1 de manera depenent de calci (figura 40A, carrils 2-5). Aquesta unié és especifica,
doncs no es produeix en la matriu amb GST sola (carril 1). Es destacable el fet que la unié
d’HMGR1S i HMGR1L a GST-PR2A1 en preséncia de calci és molt potenciada si I'extracte proteic
de partida es realitza amb EGTA (comparar carrils 2 i 3 amb els carrils 4 i 5). Aquest
comportament podria ser explicat per un efecte de disgregacié de possibles complexes on esta
present 'HMGR quan s’utilitza EGTA en el tampd d’extraccié, de manera que I'enzim quedaria

més accessible a la PR2A1 de la matriu.

-
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Mostra Retinguda Mostra Aplicada 'u_> '5
. o O
Matriu: GST GSTPR2A1 - - - -
Extraccié: ca Ca Ca EGTA EGTA - Ca EGTA Ca EGTA o 88 KDa
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Figura 40. Purificacié de les isoformes HMGR1S i HMGRI1L d’extractes de cél-lules de la linia T87
mitjangant una columna d’afinitat amb GST-PR2A1. (A) Immunodeteccié de I'HMGR en les fraccions
retingudes en les columnes d’afinitat. Carril 1: fraccions retingudes en la matriu amb GST sola; Carrils 2-5:
fraccions retingudes en la matriu d’afinitat amb GST-PR2A1; Carril 6: control on només s’ha carregat la
matriu de GST-PR2A1; Carrils 7 i 8: extractes proteics totals (amb calci o EGTA) utilitzats pels assaigs
d’unid; Carril 9 i 10: corresponen a exposicions menors dels carrils 7 i 8, respectivament; Matriu: matriu
utilitzada per la purificacié d’afinitat; Extraccié: condicions en les que s’han preparat els extractes proteics
totals (carregats als carrils 7 i 8); Unid: Condicions en les que s’han realitzat la unié de I'HMGR a les
matrius d’afinitat. (B) Gel tenyit amb Blau de Coomassie on es mostren les fusions a GST utilitzades en les
matrius d’afinitat.

En conjunt, s’ha confirmat que les isoformes HMGR1L i HMGR1S, pero no pas I'HMGR2,
interaccionen amb la PR2A1. Per tant, es tracta d’una interaccié6 que es dona de manera
depenent d’isoforma. D’altra banda, es suggereix que el calci podria modular aquesta interaccid,

efecte probablement mediat per la uni6 del catié amb la proteina PR2AL.
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3.4.5 La interacci6 de PR2A1 amb I'HMGR1l s’acota a una seqiiéncia
peptidica d’onze aminoacids que inclou els residus d’arginina del motiu
conservat i una regié adjacent rica en prolina

Per tal d’acotar de manera més precisa la regio d’interacciéo de 'HMGR1 amb la PR2A1,
es van realitzar delecions successives partint de les regions NT1S i NT1L (figura 28), i es va
analitzar la seva capacitat d’interacci6 amb la PR2A1 mitjangant la técnica del doble hibrid.
L'analisi de delecions a partir de la regié NT1S (figura 41A), mostra que els sis primers
aminoacids sén necessaris per la unidé (compareu NT1S amb (7-50)NT1S). Resulta interessant
destacar que aquests sis aminoacids inclouen el motiu N-terminal conservat ric en arginines
present en les HMGRs de plantes (vegeu apartat 1.3.3). D’altra banda, |'analisi de delecions a
partir de la regié NT1L (figura 41B) mostra que el motiu N-terminal conservat no és suficient
per la interaccié (vegeu que ni (1-56)NT1L ni (1-60)NT1L interaccionen). Per contra, la
interaccid es recupera en la construccio (1-64)NT1L, fet que suggereix que el lloc d’unié es situa
entre els aminoacids 50-64 de la regid6 NT1L (o aminoacids 1-14 de la regié NT1S). Aquest
peptid inclou el motiu N-terminal conservat ric en arginines (MDLRRR) i una sequéncia adjacent
rica en prolina (PPKPPVTN).

MDLRRRPPKPPVTNNNNSNGSFRSYQPRTSDDDHRRRATTIAPPPKASDA........... NT1S
MDLRRRPPKPPVTNNNNSNGSFRSYQPRTSDDDHRRRATTIAPPPKASDA NT1S ++

7-PPKPPVTNNNNSNGSFRSYQPRTSDDDHRRRATTIAPPPKASDA (7-50)NT1S -
20-GSFRSYQPRTSDDDHRRRATTIAPPPKASDA (20-50)NT1S -

MKKK/ . . /MDLRRRPPKPPVTNNNNSNGSFRSYQPRTSDDDHRRRATTIAPPPKASDA. . . .NT1L
MKKK/ . ./MDLRRRPPKPPVTNNNNSNGSFRSYQPRTSDDDHRRRATT-90 (1-90)NT1L ++

MKKK/ . ./MDLRRRPPKPPVTNNNNSNGSFRSYQPRT-79 (1-79)NT1L ++
MKKK/ . ./MDLRRRPPKPPVTN-64 (1-64)NT1L ++
MKKK/ . ./MDLRRRPPKP-60 (1-60)NT1L -
MKKK/ . ./MDLRRR-56 (1-56)NT1L -
MKKK/../-50 lLextra =~
C

NT1S MDLRRRPPKPPVTN... ++

NT2 MEDLRRRFPTKKNGE.. -

MC2-NT1S MEDLRRRPPKPPVTN. . ++
MC1S-NT2 MDLRRRFPTKKNGE... -

Figura 41. Analisi del lloc d’unié de 'HMGR1 a PR2A1 mitjangant doble hibrid. Delecions successives de
les regions NT1S i NT1L de I'HMGR1 fusionades a BD es van combinar amb la fusié AD-PR2AL1 en la soca
Y190. Per a cada combinacié es va analitzar el creixement en medi selectiu sense histidina (HIS3) i
I'activitat B-galactosidasa (/lacZ). (++) interaccié forta; (-) no interaccid; (A) Delecions successives de la
regido NT1S. (B) Delecions successives de la regié NT1L. (C) Intercanvi dels motius N-terminal conservats
(MC1S i MC2) entre les regions NT1S i NT2 de I'HMGR1S i 'HMGR2, respectivament.

Tot sembla indicar que el motiu N-terminal conservat (MDLRRR) seria necessari pero no
suficient per la interaccio amb PR2A1. Aix0 és consistent amb |'abséncia d’interaccié de PR2A1
amb I'HMGR2, isoforma que conté un motiu N-terminal conservat molt proper al consens —
MEDLRRR— (figures 37 i 38). Aquestes dades suggereixen que, de fet, I'especificitat de la
interacci6 amb PR2A1 vindria determinada pel motiu adjacent ric en prolina present en les
isoformes HMGR1S i HMGR1L. Per tal de comprovar aquesta hipotesi, es van construir quimeres

on els motius N-terminal conservats (MC) es van intercanviar entre les regions NT1S i NT2 de
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les isoformes HMGR1S i HMGR2, respectivament (figura 41C, quimeres MC2-NT1S i MC1S-NT2).
Mitjancant doble hibrid, es va comprovar que, al contrari que MC1S-NT2, la quimera MC2-NT1S
va conservar la capacitat d’interacci6 amb PR2A1. Aquests resultats son de nou consistents amb
el fet que el motiu N-terminal conservat és necessari perd no suficient per la interaccid, i que

I'especificitat de la mateixa ve determinada per la regié adjacent rica en prolina.

AD-PR2A1
MDLRRRPPKPPVTNNNNSNG. . . . ... NT1S HIS3 LacZ

MAASGPPKPPVTNNNNSNG. . . AMC-NT1S
MDLAAAPPKPPVTNNNNSNG. . ARRR-NT1S
MAARRRPPKPPVTNNNNSNG. . . ADL-NT1S

MDLRRRASNG............ APro-NT1S

Figura 42. El lloc d'unié a PR2A1 es restringeix a 10 aminoacids de la regié NT1S
(subratllats i en granate). Es van realitzar diferents substitucions (en gris) dins els
14 aminoacids de la regié NT1S implicats en la interacci6 amb PR2A1. Es van
fusionar al domini BD de GAL 4 i es van combinar amb AD-PR2A1 en la soca Y190.
Per a cada combinacid es va analitzar el creixement en medi selectiu sense
histidina (HIS3) i I'activitat B—galactosidasa (/acZ).

Per tal de definir de manera més precisa el lloc d'unié a PR2A1, es va completar I'analisi
realitzant substitucions aminoacidiques dins el péptid de 14 aminoacids identificat anteriorment
(MDLRRRPPKPPVTN). En el context de la regid NT1S, aquest peptid es va desglossar en 4 grups
de substitucions, i es van analitzar per la seva capacitat d’interaccionar amb PR2A1 mitjancant
la técnica del doble hibrid (figura 42). De nou, tant la substitucié del motiu N-terminal conservat
(AMC-NT1S), com la substitucio dels tres residus d’arginina (ARRR-NT1S), com la substitucié de
la regio adjacent rica en prolina (APro-NT1S), resulten en una pérdua de la interaccié. En canvi,
la interaccié es manté quan es substitueixen els residus DL (ADL-NT1S). Aquestes resultats
indiquen que els residus DL no intervenen en la interaccid, i, per tant, el lloc d'unié es
restringeix a un péptid d’onze aminoacids que conté els residus d’arginina del motiu N-terminal

conservat i la regié adjacent rica en prolina (RRRPPKPPVTN).

D’altra banda, també es va intentar disseccionar la proteina PR2A1 per tal d'acotar la
regio responsable de la unid a la regié NT1S. Mitjancant assaigs de doble hibrid, es va analitzar
la capacitat d’interaccié de la regi6 NT1S amb diferents regions de PR2A1 (taula 10). De la
mateixa manera que per la interacci6 amb PR65 (figura 36), no es va detectar que cap de les
regions de PR2A1 testades interaccionés amb la regid NT1S. Aquestes dades reforcen la idea
que la PR2A1 és una proteina que no es pot dividir en dominis d’interaccid, com a minim pels

assaigs de doble hibrid.
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Taula 10. Analisi per doble hibrid de la interaccié de la regié NT1S amb diferents regions
de PR2A1 en la soca Y190. Per a cada combinacio es va analitzar el creixement en medi
selectiu sense histidina (HIS3) i I'activitat B-galactosidasa (/acZ).

|_fusioaBD ] fusicaAD | HIS3

NT1S PR2A-1 (1-538) 4+

NT1S PR2A-1 (1-361) - -
NT1S PR2A-1 (150-538) - -
NT1S PR2A-1 (210-538) - -

3.4.6 Paper dels residus d’arginina del motiu N-terminal conservat en la
localitzacié subcel-lular de la quimera 1S:GFP

Tot sembla indicar que els residus d’arginina del motiu N-terminal conservat de
I’'HMGR1S son indispensables per la interaccié amb la PR2A1. Per tant, la possible funcié de la
PP2A en algun aspecte de regulacié de I'HMGR probablement vindra determinada per aquest
motiu conservat. D’altra banda, el motiu N-terminal conservat en les HMGRs vegetals presenta
homologia amb senyals de retencid en reticle endoplasmatic (RE) de proteines de membrana de
tipus II en cel-lules animals (apartat 1.3.3). Aixi doncs, es va considerar interessant testar el
paper dels residus d’arginina del motiu N-terminal conservat sobre la localitzacié subcel-lular de
la quimera 1S:GFP. L'estratégia va ser substituir les 3 arginines per 3 alanines en la quimera
1S:GFP, i aixi generar la versido AR1S:GFP. Segons els resultats presentats a la figura 42, aquest

mutant no hauria d’interaccionar amb la PR2A1.

La localitzacié de les quimeres es va analitzar per microscopia laser confocal en fulles
d’Arabidopsis després de ser microbombardejades amb les construccions corresponents (figura
43). De manera interessant, es va observar que el mutant AR1S:GFP presentava un patrd
exclusiu de reticle endoplasmatic (figures 43C i 43D) que contrastava amb la localitzacié dual
(estructures vesiculars/RE) tipica de la quimera 1S:GFP (figures 43A i 43B). Aquest resultat
suggereix que els residus d’arginina tindrien, de fet, un paper en el transport de la isoforma

HMGR1S a les estructures vesiculars o bé, en la formacié de les mateixes.

Aquest analisi també es va realitzar en les cél-lules de la linia T87, les quals van ser
transformades mitjancant Agrobacterium portadors de les construccions corresponents. En
aquest cas, el mutant AR1S:GFP va generar de nou un patrd reticulat intens, tot i que també
apareixien unes estructures vesiculars de tamany inferior a 0.5 um (figures 43H, 431 i 43]). El
patré era aparentment diferent a |'obtingut per la quimera 1S:GFP (figures 43E, 43F i 43G),
doncs aquesta s’acumula en estructures vesiculars que sén clarament més grans (0.5-2um) i
menys abundants. Aix0 fa que les cél-lules 1S:GFP ofereixin un aspecte molt més vesiculat.
Caldria esbrinar, en un futur, si la diferéncia entre el patré de la quimera 1S:GFP i del mutant
AR1S:GFP és quantitativa (niUmero i tamany de les vesicules) o bé qualitativa (si corresponen a

vesicules de naturalesa i origen diferents).

En conjunt, els resultats obtinguts indiquen que, a diferéncia de les proteines de
membrana de tipus II de ceél-lules animals (Schutze et al., 1994), el paper dels residus
d’arginina del motiu N-terminal conservat no seria el de retenir 'HMGR1S en el RE. Els resultats
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apunten a que aquest motiu tindria un paper en el trafic de I'HMGR1S a les estructures
vesiculars o bé, en la formacié de les mateixes. Donat que PR2A1 interacciona amb els residus
d’arginina del motiu, seria factible que la PP2A fos d’alguna manera reguladora d’aquests
processos. Els resultats, per tant, serveixen de punt de partida per aprofundir en una matéria

tant novedosa com el paper de la fosforilacio en el trafic de proteines de membrana.

1S:GFP AR1S:GFP
MDLRRRPPKPPVTN... MDL PPKPPVTN...

Figura 43. Efecte de la substitucié dels
residus d‘arginina del motiu N-terminal
conservat per alanines sobre la localitzacié
subcel-lular de la quimera 1S:GFP en
cél-lules de fulla d’Arabidopsis (A-D) i en
cél-lules de la linia T87 (E-J). Els patrons
de localitzacidé subcel-lular es van
determinar per microscopia laser confocal.
Les barres mostren I'escala de les imatges.
(A,B,E,F,G) 1S:GFP; (C,D,H,L,3)
AR1S:GFP. G i J soOn detalls de F i I
respectivment.
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3.5 CARACTERITZACIO DE LA INTERACCIO DE L'HMGR AMB LA
KLC1, UNA PROTEINA AMB SIMILITUD A LA CADENA LLEUGERA
DE QUINESINA DE TIPUS I O CONVENCIONAL

3.5.1 KLC1 forma part d’'una familia multigénica en Arabidopsis

A partir de la seqliéncia obtinguda del clon KLC1 es van fer, primerament, cerques
d’homologia en el genoma d’Arabidopsis (base de dades TAIR). Aquesta analisi va revelar que
KLC1 es tractava d’una sequéncia parcial, ja que la proteina predita a partir de la seqliéncia
genomica (At3g27960) s'estenia 35 aminoacids en la regid6 N-terminal i completava una
seqliéncia polipeptidica de 663 aminoacids. Per tant, KLC1 presentava una pauta de lectura
oberta (ORF) truncada que codificava per un polipéptid que contenia els aminoacids de 36 a
663. Utilitzant cebadors antisentit en la regié 5’ de KLC1 en combinacié amb cebadors del vector
pACT (on esta clonada la llibreria ACT) i mitjangant PCR, es van identificar cDONAs més llargs per
5’ (vegeu apartat 2.3.6). A partir d’aqui es va amplificar per PCR un cDNA complet, que
presentava una ORF de 1989 pb que codificava per un polipéptid de 663 aminoacids, amb una
massa molecular estimada de 72.5 KDa (figura 44). Una analisi de cerca motius en la seqliéncia
polipeptidica de KLC1 amb el programa PROSITE va identificar una extensié central alfa-
helicoidal (aminoacids 200-612) amb 10 repeticions de tetratricopéptid (repeticions TPR).
Aquestes repeticions formen un domini tipic d’interaccié proteina-proteina (Gindhart i Goldstein,
1996). De I'analisi comparativa del cDNA amb la corresponent seqliencia gendomica es va deduir
I'estructura del gen. El gen KLC1 s’estructura en 3 exons separats per 2 introns, on els codons

d’inici i parada de traduccio es situen als exons 2 i 3, respectivament.

Un cop es va disposar de la seqliéncia completa de KLC1, es va procedir a cercar
sequéncies peptidiques homologues en el genoma d’Arabidopsis. Mitjancant I'algoritme BLASTP
(base de dades TAIR) es va comprovar que KLC1 forma part d’'una familia multigéenica de tres
membres en Arabidopsis (figura 45). Es pot observar que la similitud entre les seqliéncies
s’estén per tota la regid central que inclou les repeticions TPR, essent les regions N i C-terminals

les més divergents.

94



Resultats

139

208

277

346

415

484

553

622

691

760

829

898

967

1036

1105

1174

1243

1312

1381

1450

1519

1588

1657

1726

1795

1864

1933

2002

2071

2140

2209
2278

TCA

ACA

TTT

GAG

AGT

AAC

GAA

GAG

TAA

cca

TGC

GCC

CCT

GTT

TCT

ATT

GGT

TCA

CAT

AAT

CTT

ATG

CTG

TGT

AGG

ATC

AAG

cce

TAG

CCT

CTT

GAC

AGT

GAA

ATT

TTG

AAG

GAT

CTA

TCA

GCA

GTA

TCT

ATG

GAT

GAG

GTT

TTG

TGA

TTT

GAT

GGA

ATA

GAG

TTG

AAG

GCG

GGG

GAT

TCA

TTC

GAG

GAT

AGT

GAG

AAG

AAG

TAT

TCT

TTC

AGC

CTT

TCT

TTG

GAA

ACG

GTT

GAA

CTT

AGA

AAT

GCA

GAT

AGG

GAA

AGT

TCT

AGT

ACA

GTC

GAG

ATT

GAT

CAT

AGT

CCT

GTT

GAA

AGG

GAT

CAG

TTG

AAT

AAT

GAT

GAT

cca

GAC

GTA

GGA

TCT

GTT

GGA

AAT

GAG

ATA
CAC
ACA

GCT

cce

GGA

GAA

CCG

GAG

TAA
TAA

GAC

ATG

TCC

GAT

GGT

AAG

AGT

GTT
AGA

GAT

AAT

AGG

GTA

AGC

ATG

CCT

ACA

ACC

TTT

TCT

GCT

GCG

GGA

TTG

[ele]e)

GAG

CCT

ATA

GCC

TCT

AGT

GAA

AGT

GGT

CTT

ATT

CTT

ATT

TTT

GAA

CAG

TCG

AGT

CAG

GAG

CAA

GAG

ATT

GGA

AAG

AGG

GAA
AAT
TTG
GCT
CAG
TCG

GAG

ATC

ARG

CTG

TGA

TCA

TTG

TAT

AGC

CCT

TCT

TAC

TTC

GTT

[ele]e]

TAT

GGA

AAG

CTT

TCG

GGT

GTG

GTG

TTG

TTG

GCC

AGA

GAG

TTG

GTT

GCT

GGT

GAA

ATA

TTG

TTG

ATA

ATG

CAA

GCA

GCC

GAT

GAT

TTC

GTT

AAC

GAG

AAG

ACT

AGC

TAC

TAC

GAT

GTT

AGA

ACC
TCG

GTG

GCA

cce

TAT

GTT

ATG

GCT

TAT

GTT

GCA

TAC

GCT

ATT

ATA

TAT

GGA

GCG

CAT

GCT

GAG

GCA

GGA
AGG

TTT

GCG

ATG

GGT

CTT

CAG

ACA

GAA

GCT

TAC

GTT

CTC

TCT

TAT

ATG

GAG

ATC

Cccc

ATA

GAC

CTT

TTA
GAG

GAG

ATA

ATT

TTG

GGA

TTT

GCT

GTT

GCT

CAG

AGG

AAG

GCG

GCA

ATG

AAT

GAT

GAG

GAG

CTT

TTG
AAG

TAT

GAA

ATG

GAA

GAA

TCT

GCG

GTA

AAG

CTT

ATT

ATA

AAC

GGA

GAA

ACA

ATA

AAG

ACC

TCC
GAA

TGT

GCA

GAT

GGT

TCG

GAA

ATT

CTT

GAT

GCT

GCT

TAC

TAT

GCT

AAT

ACC

GCT

TTA

TTG

CAG

CTT
GGT

TCT

GGG

GGG

GGT

CAA

GAT

GCC

GAA

GAG

TGC

TTA

GAC

CTA

CAG

CCA

TAC

GCT

GCA

GCG

GAG

AGG

TTG
CTA

TCA

GAA

TTA

GAG

GTT

GCA

TCA

GAA

CAT

AGT

GCT

L
TTG

TCA

G

GGT

TCC

CTT

GAT

GTT

TAT

CTT

GAC

GAA

GGT

GGA

GGG

GAT

GAA

CGA

AGG

GCT

TAT

ATT

GTG

TAC

CCG

ATG

GAG

TTC

TTG

TAC

GTT

GCT

AAC

TGT
GAG

GAG

GAG

AGA

CAC

AAT

GTT

CTT

GCG

GTT

GGT

TTT

AAC

ACT

AAT

CAG

TCC

GGG

TTT

AGT

GTT

GCG

AAC

ATA
GCT

AAT

TAC

GCG

TCG

GGC

TGT

GAT

TTA

GAT

AAG

AAG

CCa

GAA

AAC

TAC

ATT

GAA

AAC

GGG

TTG

CCT

TAT
TTA

TTA

AAT

TTG

ATT

GAA

AGA

GCG

GCT

ATT

GGA

CTT

ACG

GAC

GCT

GAA

CTT

ACA

TTG

GAA

ATA
TGT

TAC

GGA

GGG

ACT

GAT

ATT

ATA

TTG

GCG

GCT

AGA

ATT

TTT

TTC

AAT

GGA

GAA

GAA

GCA

AAT
CTA

GCT

TTG

GTG

TTT

TAC

AGG

TTG

ATG

GCA

TCG

GGT

ACA

ATG

GCT

GGT

AAG

CAG

ACT

ACG

GAG

GCT

AAT

ACA
GTT

CTT

AAT

CCT

GCA

ACC

TAC

GAC

GGA

ATG

CTA

GAG

CGC

GAA

CTT

ATT

AGC

ATG

ATT

TAC

AAG

GGA

GGA

AGT
TTA

GAT

TTG

GTT

GGG

GCG

TTA

ATT

CTT

TCA

GCT

ACT

GAT

GAG

AAG

GAA

GCG

GGA

CTT

GAC

CTC

AGA

CAG

TCG
TAA

TTA

GTG

CTT

TGT

GGT

GCG

CAC

ATC

TCT

AGG

CAT

TCC

GTT

TTG

GCT

ATA

CTA

GAG

GCA

GGG

GGA

AGA
AAT

GCG

ATG

GAA

ATG

TTG

GAA

TGC

CAG

TTT

TCC

GCG

TTG

TCA

GCT

ATG

ACG

AGG

CCG

ACG
GTG

TTG

TCT

CGT

CAG

GAG

GCT

GAA

GAT

AAC

GAT

TCT

TCG

ACT

AGA

ATG

AAG

TGC

GAG

GGA

GCA

AGT

GTT

GTA
AAG

AGA

TTG

TCT

CTT

ATT

CAT

AAC

GCG

CAT

GAA

GTT

TAC

GGT

CGG

GGT

TTC

GTT

TGT

AGG

AAT

TAT
CTT
GAA

GCG

CAT

ATC

G
GGT

GTT
G
GGT

AGA

A

GCG

GCT

TGC

TTT

GCG

GTG

CGC

CAG

GGA

TTA

Cccc

AGA

TGA
ACA

Figura 44. Sequéncia nucleotidica i peptidica de KLC1. Les 10 repeticions de tetratricopéptid (TPR)
predites per PROSITE s’han sombrejat en gris (regions 200-233, 243-276, 285-318, 329-363, 369-
402, 411-444, 454-487, 495-528, 537-570, 579-612). També s’ha subratllat el domini que podria
formar una estructura de tipus Heptad Repeat (aminoacids 154-188).
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At4g10840 : [EISENYVEMONI& N PTARPPKKE: L KKWPSLGFKF : 609

Figura 45. Alineament multiple de les proteines d’Arabidopsis homologues a KLC1.

3.5.2 KLC1 té similitud amb la cadena lleugera de quinesina de tipus I

La cerca de seqliencies homologues es va estendre a la resta d’organismes, i,
mitjangant l'algoritme BLASTP (base de dades NCBI), es va identificar que KLC1 mostrava certa
similitud amb les cadenes lleugeres de quinesina (KLCs). Les KLCs formen part del complex de
quinesina de tipus I o convencional, una familia de proteines motores que transporten organels i
vesicules mitjangant els microtibuls (vegeu apartat 1.6.1 i 1.6.2). El complex de quinesina de
tipus I esta format per un heterotetramer amb dues cadenes pesades o KHCs (que contenen els
dominis motor i d'unié a microtibuls) i dues cadenes lleugeres o KLCs (que s’uneixen a les
dianes cel-lulars a través de les repeticions TPR). En el genoma d’Arabidopsis s’han identificat
gens amb certa similitud amb les KHCs i amb les KLCs (vegeu apartat 1.6.3), pero fins el

moment no han estat caracteritzats a nivell experimental.
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KLC1 presenta una baixa similitud amb les KLCs de mamifers (24.7% de similitud i
14.1% d’identitat respecte la KLC1 humana-AAA16576), i aquesta es concentra basicament en
la regio de les repeticions TPR. Efectivament, les repeticions TPR de KLC1 estan estructuralment
relacionades amb les de les KLCs, doncs sén repeticions imperfectes de 34 aminoacids que
s’enllacen amb un péptid espaiador, que sol ser de 8 aminoacids (figura 44). Tot i aixi, mentre
que les KLCs de mamifers contenen 6 repeticions TPR, en la KLC1 se’n prediuen 10. D’altra
banda, a la regido N-terminal de KLC1 (aminoacids 154-188) s’identifica una regié que podria
contenir repeticions de tipus Heptad (figures 45 i 46). Aquest tipus de repeticions solen formar
dominis de tipus coiled-coil, i s’han identificat en les KLCs com a lloc d’uni6 a les KHCs.

Figura 46. Possibles repeticions de tipus Heptad presents en la regid ab Cde f g
aminoacidica 154-188 de KLC1. Aquestes repeticions de 7 aminoacids
(a-g) formen estructures d‘alfa-helix amfipatiques. La preséncia de 4-
5 repeticions Heptad generalment s’estructura per formar un domini GVVLLKQ
de tipus coiled-coil. Per les proteines fibroses, s’han extrapolat les

caracteristiques que han de tenir les posicions a-g de la repeticions A’RE LVS S

Heptad (Cohen i Parry, 1986). Posicions a i d: aminoacid hidrofobic,

normalment L, I, V, M, F, Y. Posicié a: rarament E o D. Posicio d: mai

K o R. Posicions e i g: freqientment Q. El 50% de les posicions en b, GENLNKA
c, e, f, g solen ser aminoacids carregats. En negreta s’ha marcat les o

posicions que compleixen aquest consens. Les posicions que no LDLALRA
serien incompatibles amb la formacié d’una repetici6 Heptad s’han

marcat amb un asterisc (Lupas et al., 1991). VKVFE KC

Aixi doncs, tot i que la KLC1 podria tenir els elements estructurals tipics de les KLCs , la
baixa similitud entre elles fa que no es pugui assegurar que siguin auténtics homolegs
funcionals. Aix0 queda reflectit en un estudi filogenétic amb seqliéncies homologues a aquestes
proteines (figura 47). Es pot observar que tant la KLC1 com les KLCs agrupen en una mateixa
branca que és diferent a la branca de les O-glicosil transferases o OGTs (proteines que també
contenen repeticions TPR). Aquest fet suggereix que la KLC1 i les KLCs son proteines
relacionades. Ara bé, la gran distancia entre les branques corresponents de nou fa que no es

pugui postular que siguin auténtics homolegs funcionals.

Aquest conjunt de dades i el fet que, fins el moment, no s’hagin identificat cadenes
pesades de quinesina (KHCs) de tipus convencional en plantes, fa que no es pugui concloure
que la KLC1 sigui un homoleg vegetal de les cadenes lleugeres de quinesina. En cas afirmatiu,

sera imprescindible identificar la parella motora corresponent.
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HsKLC1
RnKLC1
MmKLCA1
GgKLC
SpKLC1
—— LpKLC
DmKLC
— CeKLC2

HsBAC02709

Nsp-NP_487878
—L| Mb-ZP_00079081
Pb-AAB87735
OsAAN87741
I At2g31240

At1g27500
Atdg10840
KLC1
OsAAL87157
OsAAM13438
| At3g04240

l | HsOGT-AAH14434
RnOGT-XP_217574

—_—
0.2 substitucions/posicié

Figura 47. Analisi filogenétic de les sequéncies homologues a KLC1 (sombrejada en gris) i a les cadenes
lleugeres de quinesina. L'arbre filogenétic es va fer amb el programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis
versié 2b2 (MEGA 2b2), utilitzant I'algoritme Neighbor-Joining. La longitud dels bragos reflecteix el nombre de
substitucions aminoacidiques per posicid entre les seqliéncies, excloent aquelles posicions en les que almenys
una de les sequiéncies presenta una delecid. L'algoritme assumeix que la freqiiéncia d’aparicié dels aminoacids és
la mateixa per tots ells. Seqiiéncies emprades:

L]

Cadenes lleugeres de quinesina: Caenorhabditis elegans KLC2 (CAA82753); Drosophila melanogaster KLC
(AAA02481); Gallus gallus KLC (AAA90972); Homo sapiens KLC1 (AAA16576); Loligo pealei KLC
(AAA16578); Strongylocentrotus purpuratus KLC1 (AAA03057); Mus musculus KLC1 (088447); Rattus
norvegicus KLC1 (P37285).

Seqgliéncies homologues a les KLCs : Arabidopsis thaliana (KLC1, AT1G27500, AT4G10840, AT2G31240);
Oryza sativa (AAL87157, AAM13438, AAN87741); Methanosarcina barkeri (ZP_00079081); Nostoc sp. PCC
7120 (NP_487878); Plectonema boryanum (AAB87735); Homo sapiens (BAC02709).

O-glicosil transferases (OGTs): Homo sapiens OGT (AAH14434); Rattus norvegicus OGT (XP_217574);
Arabidopsis thaliana (AT3G04240).

3.5.3 Deteccio del transcrit KLC1 en teixits d’Arabidopsis

L'expressio de KLC1 en diferents teixits d’Arabidopsis es va analitzar mitjancant RT-PCR.

Es va amplificar un fragment de 586 pb que contenia part de la regié 5’ transcrita no traduida
de KLC1, i un fragment de 315 pb de la subunitat 18S del RNA ribosomal com a control. Es va
comprovar que el transcrit KLC1 esta present en la majoria de teixits analitzats, inclos en
aquells on també hi ha la isoforma HMGR1L, com flors, plantules crescudes en foscor i cél-lules
de la linia T87 (figura 48).

Figura 48. Detecci6 del transcrit de KLC1 en teixits
d’Arabidopsis mitjangant RT-PCR.

S

3

o £

& 3

< N~

“w’ 5 [ L'extracci6 de I'RNA dels diferents teixits es va

K ﬂ P realitzar amb el kit RNAeasy plant mini kit (Qiagen)
0o 2 2 5 o » » a excepcioé dels fruits (Carretero-Paulet, 2003). La
€ £ © £ 3 9§ o o = " - .
8§ 2 8 3t 3 6 3 reaccié de RT-PCR es va realitzar seguint el protocol
2 2 0 & ¥ & F & descrit a (Oh et al., 2000) pero utilitzant els

oligonucleotids 12totF.2 i 12.4R, que amplifiquen

especificament un producte de 586 pb de la regié 5’

de KLC1. Per tal de normalitzar les quantitats de

RNA de cadascuna de les mostres, es va amplificar

18S RNA (315bp) - S S - I'RNA ribosomal 18S amb oligonucleodtids comercials
(Ambion).

KLC1 (586bp)

:
!
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3.5.4 La regi6 lLextra de I'HMGR1L esta implicada en la interaccié6 amb
KLC1

Fins ara, s’ha determinat que KLC1 interacciona amb la regié N-terminal citosolica de
I'HMGR1L (regié NT1L). De la mateixa manera que per PR2A1 i PR2A2, semblava interessant
esbrinar si la unié a KLC1 era especifica d’isoforma d’HMGR. Per tal determinar-ho, mitjangant
la técnica del doble hibrid es va testar la capacitat d’interaccié de KLC1 amb la regié N-terminal
citosolica de les isoformes HMGR1L, HMGR1S i HMGR2 (NT1L, NT1S i NT2, respectivament) i
amb la regié 1lLextra exclusiva de ’'HMGRI1L (figura 28). A diferéencia de PR2A1 i PR2A2, es va
determinar que la interaccié de KLC1 només es produia amb la regido NT1L, perdo no amb les
regions NT1S ni NT2 (figura 49). Aquestes dades indiquen que, en la regidé NT1L, la interaccié es
produeix a través de la regid 1Lextra. Tot i aixi, quan es va analitzar la regié 1Lextra de manera
aillada es va observar un dramatic descens en la capacitat d’interaccio respecte la regio NT1L, la
qual cosa suggereix que, a part de la regié 1Lextra, algun altre element de la regiéo NT1L influeix

en la seva capacitat d’unié a la KLC1.

AD-KLC1 LacZz Figura 49. Analisi per doble hibrid de la

capacitat d’interaccié de KLC1 amb les regions

BD-NT1L (~ €  Noterminal citosoliques NTiL, llextra, NT1S,

NT2 i (1-56)NT1L en la soca Y190. Per a cada

- » r combinacié es va analitzar el creixement en

BD-1Lextra - medi selectiu sense histidina (HIS3) i I'activitat
B-galactosidasa (/acZ).

BD-NT1S

BD-NT2

C P YEp1seNTiL © 0 ©

De la mateixa manera que en el cas de PR2A1 i PR2A2, els resultats de doble hibrid es
van verificar in vitro per assaig de GST pull-down. En aquest assaig i a diferéncia del doble
hibrid, la regié N-terminal citosolica de les diferents isoformes d’HMGR (NT1S, NT1L, NT2 i
1Lextra) es van fusionar en posicid N-terminal de la GST per aixi mantenir el seu extrem N-
terminal lliure, que es com es troben en I'HMGR (figura 50A). Les fusions a GST es van
expressar en E.coli i es van purificar en una matriu de glutatié-agarosa (figura 50B). D’altra
banda, KLC1 amb un epitop d'histidines en posicié N-terminal (HisKLC1) es va marcar amb 3°S
per traduccié in vitro a partir del vector pET28. Mitjancant I'assaig de GST pull-down es va
comprovar que KLC1 quedava retinguda eficientment en la matriu de NT1L-GST (figura 50C).
Tot i aixi, es va detectar una minima uni6 a les matrius 1Lextra-GST i NT1S-GST.
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Figura 50. Analisi de la interaccié de KLC1 amb les regions NT1L, 1Lextra, NT1S i NT2 mitjangant
assaig de tipus GST pull-down. (A) Esquema de l'assaig GST pull-down. (B) Gel tenyit amb Blau de
Coomassie on es mostren les fusions a GST utilitzades en els assaigs de GST pull-down. (C)
Fluorografies on es mostra la unié de KLC1 a la matriu amb NT1L-GST.

Aquests resultats reforcen |'observacid prévia i indiquen que la regiéo 1lextra és
necessaria perd no suficient per mediar una interaccié forta amb KLC1. Amb I'objectiu de
determinar de manera precisa el lloc d'unié6 a KLC1, es van realitzar delecions successives a
partir de la regid6 NT1L. Mitjangant assaigs de doble hibrid es van identificar dues regions
importants per mantenir una conferir forta amb KLC1 (figura 51): una d’elles contenia els
aminoacids 7-25 de la regié NT1L (compareu les delecions (7-100)NT1L versus (25-100)NT1L);
I'altra contenia els aminoacids 51-56, doncs la simple addicié d’aquests aminoacids a la regid
1Lextra recuperava la forga de la interaccié (compareu 1Lextra versus (1-56)NT1L en les figures
49 i 51). Resulta interessant destacar que aquesta regio inclou els residus d‘arginina del motiu
conservat, que, daltra banda, també estan implicats en la interacci6 amb PR2A1 (figures 41 i
42).

En conjunt, els resultats obtinguts clarament suggereixen que KLC1 interacciona
especificament amb la regi6 NT1L de I'HMGR1L. Aquesta interaccié és mediada per la regio

1Lextra, tot i que els residus adjacents 51-56 sén requerits per conferir una interaccio forta.

MKKKQAGPQQTCEFVSYKTLLISPSHLSRHLTTSLLSPLSPPWRDYSFPPMDLRRRPPKPPVTNNNNSNGSFRSYQPRTSDDDHRRRATTIAPPPKASDA. ... ... oo u. HMGR1L
MKKKQAGPQQTCEFVSYKTLLISPSHLSRHLTTSLLSPLSPPWRDYSFPPMDLRRRPPKPPVTNNNNSNGSFRSYQPRTSDDDHRRRATTIAPPPKASDA NT1L ++
7-GPQQTCEFVSYKTLLISPSHLSRHLTTSLLSPLSPPWRDYSFPPMDLRRRPPKPPVTNNNNSNGSFRSYQPRTSDDDHRRRATTIAPPPKASDA (7-100)NT1L ++

25-SHLSRHLTTSLLSPLSPPWRDYSFPPMDLRRRPPKPPVTNNNNSNGSFRSYQPRTSDDDHRRRATTIAPPPKASDA
37-SPLSPPWRDYSFPPMDLRRRPPKPPVTNNNNSNGSFRSYQPRTSDDDHRRRATTIAPPPKASDA

(25-100) NT1L
(37-100) NT1L

MDLRRRPPKPPVTNNNNSNGSFRSYQPRTSDDDHRRRATTIAPPPKASDA NT1S
MKKKQAGPQQTCEFVSYKTLLISPSHLSRHLTTSLLSPLSPPWRDYSFPPM-51 lLextra
MKKKQAGPQQTCEFVSYKTLLISPSHLSRHLTTSLLSPLSPPWRDYSFPPMDLRRR-56 (1-56)NT1L
MKKKQAGPQQTCEFVSYKTLLISPSHLSRHLTTSLLSPLSPPWRDYSFPPMDLRRRPPKP-60 (1-60)NT1L
MKKKQAGPQQTCEFVSYKTLLISPSHLSRHLTTSLLSPLSPPWRDY SFPPMDLRRRPPKPPVTN-64 (1-64)NT1L
MKKKQAGPQQTCEFVSYKTLLISPSHLSRHLTTSLLSPLSPPWRDYSFPPMDLRRRPPKPPVTNNNNSNGSFRSYQPRT-79 (1-79)NT1L

Figura 51. Determinacio del lloc d'unié a KLC1 mitjancant doble hibrid. Delecions successives de la regié NT1L
fusionades a BD es van combinar amb la fusié AD-KLC1 en la soca Y190. Per a cada combinacidé es va analitzar el
creixement en medi selectiu sense histidina (HIS3) i l'activitat p-galactosidasa (/lacZ). (++) interacci6 forta; (+)

interaccio feble; (-) no interaccio.
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3.5.5 Purificacié de I'HMGR1L mitjancant una matriu d’afinitat que conté
KLC1

Mitjancant assaigs de doble hibrid i de GST pull-down s’ha determinat que KLC1
interacciona especificament amb la regié NT1L de la isoforma HMGR1L. Per tal d’aprofundir en la
caracteritzaciéo d’aquesta interaccid, es va realitzar una purificaci6 de I'HMGR derivada d’un
extracte d’Arabidopsis en una matriu que contenia la fusi6 GST-KLC1. Primerament, es va
procedir a I'expressié de GST-KLC1 en E.coli i a la seva posterior purificacio en una matriu de
glutatio-agarosa (figura 52B). D’altra banda, es va centrifugar a 105.000xg un extracte proteic
total derivat de cél-lules de la linia T87 per tal d’obtenir una fraccié P,¢s enriquida en HMGR1L
(vegeu materials i métodes). Per la purificacié per afinitat de 'HMGR, aquesta fraccid es va
incubar amb les matrius de GST-KLC1 i de GST no fusionada (control). Finalment, mitjancant
analisi de SDS-PAGE i transferéncia de western, es va immunodetectar ’'HMGR en les fraccions
retingudes en les matrius d’afinitat utilitzant els anticossos anti-CD1 clarificats (vegeu Materials
i Métodes). Es va comprovar que la isoforma HMGR1L era especificament retinguda en la matriu
de GST-KLC1 perd no en la de GST control (figura 52A, carrils 2 i 3). Qualsevol altra banda
d’'HMGR present a |’'extracte proteic total (carril 1) no va ser purificada en la matriu d'afinitat,

fet que confirma que la interaccié amb la KLC1 és especifica de la isoforma HMGRI1L.

A B

Retingut Control

GST

Mostra
aplicada
1

HMGR 1L 69KDa (1) | & “

(2)

HMGR 1S 63KDa (3)
@) '

j GST-KLC1

98 KDa

N GST
« GST-KLC1
» GST-KLC1

— 26 KDa

Figura 52. La isoforma HMGR1L de la fraccié Pios derivada de cél-lules de la linia
T87 és purificada en una matriu d’afinitat amb GST-KLC1. (A) Immunodeteccié de
I'HMGR utilitzant els anticossos anti-CD1 clarificats. Carrils 2 i 3: fraccions retingudes
a les matrius de GST-KLC1 i de GST sola; Carril 1: mostra aplicada en les matrius;
Carril 4: control on només s’ha carregat la matriu de GST-KLC1. (B) Gel tenyit amb
Blau de Coomassie on es mostren les fusions a GST utilitzades en les columnes
d’afinitat.

3.5.6 Identificacio de dos dominis funcionals en la KLC1

En les KLCs caracteritzades es poden distingir dos dominis estructurals que es
corresponen en dominis funcionals de la proteina (vegeu apartat 1.6.2). Per tal de verificar si
els dominis estructurals deduits de I'analisi de la sequéncia primaria de KLC1 (apartat 3.5.2) es

corresponen en dominis funcionals de la proteina, es van iniciar dues estratégies.

D’una banda, es van fer delecions successives de KLC1 i es va analitzar la seva capacitat
d’unir-se a la regido NT1L mitjancant la técnica del doble hibrid. Es va comprovar que només
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aquelles delecions que contenien les repeticions TPR (regions 36-663, 172-663 i 1-522)
conservaven la capacitat d’interaccid (figura 53). Tot i aixi, les delecions 1-522 i 172-663 van
mostrar una interaccioé disminuida respecte la KLC1 completa (1-663), fet que suggereix que les
seqliéncies externes al domini TPR també afecten en la interaccid. Per contra, les delecions que
contenien regions N i C-terminals de KLC1 més curtes (1-239 i 523-663, respectivament) no
van interaccionar amb la regié NT1L. En conjunt, aquests resultats suggereixen que el domini
de repeticions TPR de KLC1 és responsable de la interaccio6 amb I'HMGR1L. Aix0 és consistent
amb la implicacié dels dominis TPR de les KLCs en el reconeixement de les dianes cel-lulars que
han de ser transportades per la quinesina.

1 200 612 663
[ [ 1
pl'l’fa’:f:g (’1"5"’:_:‘:8) Repeticions de TPR (x10)

1-663 ++
36-663 ++

172-663 +

— 523-663 =

1-239 =

1-522 +

Figura 53. Determinacié del domini d’interacci6 de KLC1 a la regié NTI1L
mitjangant doble hibrid. Delecions successives de la proteina KLC1 fusionades al
domini AD de GAL4 es van combinar amb la fusié BD-NT1L en la soca Y190. Per
a cada combinacid es va analitzar el creixement en medi selectiu sense histidina
(HIS3) i l'activitat B-galactosidasa (lacZ). (++) interaccié forta; (+) interaccié
feble; (-) no interaccio.

Una segona estratégia per establir dominis funcionals en la KLC1 es va basar en la
generacio de plantes transgéniques d’Arabidopsis que sobreexpressin diferents variants de la
proteina. Una de les variants sobreexpressada va ser la KLC1 completa marcada amb |'epitop
hemaglutinina (HA) en posici6 N-terminal (HA:KLC1). La introduccié de l'epitop permet la
deteccid de la quimera emprant anticossos monoclonals anti-HA. D’altra banda, es va
sobreexpressar una versio truncada de KLC1 que només contenia la regié aminoacidica 172-663
amb l'epitop HA fusionat en N-terminal, i que es va anomenar HA:TPR (figura 54). Aquesta
versio truncada manté el domini de repeticions TPR (i per tant s’espera que s’uneixi a
I’'HMGR1L), pero s’han eliminat les possibles repeticions de tipus Heptad (que suposadament
servirien de lloc d’unié a la KHC). En HA:TPR s’esperava haver eliminat alguna regié important
per la funcié de KLC1. Les construccions quimériques es van clonar sota el control del promotor
CaMV35sS.

Un cop es van obtenir diferents linies homozigotes independents es van analitzar els
nivells d’expressié dels transgens. Per aquest proposit, es van preparar extractes proteics en els
quals es va immunodetectar les proteines codificades pels transgens utilitzant els anticossos
anti-HA. Només algunes de les linies van mostrar nivells detectables de les proteines HA:KLC1 i
HA:TPR (figura 54). D’altra banda, no es va identificar cap tipus de fenotip associat a la

sobreexpressid dels transgens durant el cicle vital de les plantes (resultats no mostrats).
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HA:KLC1 HA:TPR
1 663 172 663
HA T I | HA
HR TPR TPR
11 12 13 14 15 21 22 23 24 11 12 13 24 22 23 24 25

o oo~ — 75 KDa

59 KDa e —— R~

Figura 54. Sobreexpressié d’'HA:KLC1 i HA:TPR en plantes transgéniques d’Arabidopsis. A la part superior
s’esquematitza les proteines sobreexpressades. HA: epitop d’hemaglutinina; HR: Regidé possible d’Heptad
Repeats; TPR: Regio de repeticions TPR. A la part inferior es mostra la immunodeteccié d’'HA:KLC1 i d’"HA:TPR
en les linies transgéniques homozigotes. En cada carril es va carregar quantitats equivalents de proteina. Per
la immunodeteccié es va utilitzar els anticossos anti-HA.

Tal com s’ha presentat en capitols anteriors, la isoforma HMGR1L esta enriquida en el
sediment obtingut per centrifugaciéo a 105.000xg (figures 20 i 21). Amb aquests antecedents i
amb les eines generades, es va considerar interessant testar el comportament de les variants
HA:KLC1 i HA:TPR en un assaig de fraccionament subcel-lular. Aixi doncs, es van créixer plantes
HA:KLC1 i HA:TPR durant 13 dies en regim de dia curt. Es van preparar extractes proteics totals
(So.2) que es van centrifugar a 105.000xg per obtenir el sobrenedant S;q5 i el sediment Pyps. En
aquestes fraccions es va immunodetectar les variants HA:KLC1 i HA:TPR emprant els anticossos
anti-HA. Es va observar que, mentre que I'HA:KLC1 es concentrava basicament en la fraccio
Si0s5 (figura 55), I'HA:TPR ho feia en la fraccid Pips. Ja que el comportament d’una proteina en
front un fraccionament subcel-lular sovint reflecteix la seva distribucié subcel-lular, les dades
indiquen que HA:KLC1 i HA:TPR mantenen una distribucié subcel-lular diferent. Aquest resultat
suggereix que la regié N-terminal de KLC1, incloent els aminoacids 1-171 (absents en HA:TPR),
constitueixen un domini implicat en la modulacidé de la distribucié subcel-lular de KLC1.

HA:KLC1 HA:TPR
So2 Sis  Pios So2 Sis  Pios
75 KDa — 2

~—
8

X

)

Q

|

Figura 55. Immunodeteccié d’'HA:KLC1 i HA:TPR en diferents fraccions
subcel-lulars utilitzant els anticossos anti-HA.
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Discussio

4.1 IDENTIFICACIO DE LES ISOFORMES DE L'HMGR EN
DIFERENTS TEIXITS I FRACCIONS SUBCEL-LULARS
D’ARABIDOPSIS

La significacié biologica de l'existéncia de families multigéniques que codifiquen per
molts dels enzims de la via de biosintesi d’isoprenoides citosolics en plantes ha estat objecte de
gran debat (vegeu apartat 1.2). L'expressid diferencial dels gens que codifiquen per 'HMG-CoA
reductasa (HMGR) durant el desenvolupament i en resposta a diferents estimuls, ha estat
interpretada com un reflex de |'especialitzacié funcional de les diferents isoformes codificades
pels gens corresponents (revisat a Stermer et al., 1994; Chappell, 1995b). En particular, s’ha
proposat que cada isoforma d’HMGR estaria involucrada en la biosintesi exclusiva d'un grup

d’isoprenoides.

En el cas d’Arabidopsis, s’han identificat dos gens (HMG1 i HMG2) que s’expressen
diferencialment i codifiquen per tres isoformes: I'HMGR1L, I'HMGR1S i I'HMGR2 (figura 5). Un
dels objectius d'aquest treball ha estat estudiar la distribucié de les isoformes d’HMGR en
diferents teixits i fraccions subcel-lulars d’Arabidopsis mitjancant la utilitzacié dels anticossos
anti-CD1 generats contra el domini catalitic de ’'HMGR1. Aquests anticossos, pero, reconeixen

totes les isoformes de 'HMGR.

4.1.1 Les isoformes HMGR1S i HMGR1L es distribueixen diferencialment en
Arabidopsis

Per tal d’analitzar la distribucié tissular de les diferents isoformes de I'HMGR
d’Arabidopsis, es van realitzar experiments de western blot a partir extractes proteics obtinguts
de diferents teixits. Els anticossos anti-CD1 van detectar de 2 a 4 bandes d'HMGR en funcié del
teixit analitzat (figura 19). La manca de coincidéncia entre el nombre d’isoformes d'HMGR
descrites a Arabidopsis i el nombre de bandes detectat es podria explicar, en un prinicipi, pel fet
que alguna de les espéecies moleculars reconegudes pels anticossos no correspongui a ’'HMGR,
sino a alguna altra proteina present en I'extracte. Cal destacar, perd, que els anticossos anti-
CD1 immunopurificats (en base a la seva capacitat d'unir-se al domini catalitic de 'HMGR1
expressat a E.coli) reconeixen les mateixes bandes que l'anti-sérum no purificat (Fernandez-
Busquets, X., comunicaciéo personal). Aquest fet suggereix que les 4 bandes detectades

corresponen, de fet, a diferents formes d’'HMGR.

La deteccié d'un nombre d’espécies moleculars més elevat a l'esperable es podria
explicar per I'existéncia de formes d’'HMGR modificades posttraduccionalment, que presentarien
una mobilitat electroforética alterada. En aquest sentit, s’ha descrit que I'HMGR pot ser
modificada posttraduccionalment mitjangant glicosilacié (Denbow et al., 1996) i fosforilacié
(Mackintosh et al., 1992; Dale et al., 1995). Tampoc es pot descartar que alguna de les bandes
correspongui a formes degradades de l'enzim produides per |'accid6 de proteases durant el
processament de les mostres. D’altra banda, el fet que cada teixit mostri un patré de bandes
especific reflecteix una distribucié tissular diferencial de les formes d’'HMGR (ja siguin isoformes

o formes modificades posttraduccionalment).
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Si bé no s’ha pogut determinar de forma concloent la identitat de les 4 bandes d'HMGR
identificades, si que es tenen evidéncies que indiquen que les bandes 1 i 3 corresponen a les
isoformes HMGR1L i HMGR1S, respectivament. Les evidéncies que es tenen son en base a tres
criteris independents: 1) mobilitat electroforética; 2) correlacié entre la distribucié tissular de
les dues isoformes i el patrd d’expressid dels transcrits HMGIL i HMG1S; i, 3) interaccio
d’aquestes isoformes amb les matrius que contenen les proteines GST-KLC1 (figura 52) i GST-
PR2A1 (figura 40).

A partir de la identificaciéo de les isoformes HMGR1L i HMGR1S, es pot concloure que
aquestes presenten una distribucid tissular diferent (figura 19). La banda 1, que correspon a
I'HMGR1L, es detecta en fruits, flors, cél-lules de la linia T87 i plantules crescudes en foscor.
Aquest patré coincideix amb els teixits on més s’expressa el transcrit HMG1L, excepte en el cas
dels fruits, on, malgrat no es detecta expressié dels gens HMG1 i HMG2, els anticossos anti-CD1
reconeixen les 4 bandes d'HMGR (compareu figures 5 i 19). En la resta de texits, la banda
identificada com a HMGR1L és minoritaria, fet que si coincideix amb els nivells d’expressié del
transcrit HMG1L. Pel que fa a la banda 3 (que correspon a 'HMGR1S) es detecta en tots els
teixits analitzats excepte en les arrels, i s'acumula majoritariament en tiges i fulles. Aquesta
distribucié de la proteina coincideix amb el patrd i els nivells d’expressié del transcrit HMG1S
(compareu figures 5 i 19). Aixi doncs, I'expressio diferencial dels transcrits HMG1L i HMG1S es
correspon globalment —exceptuant els fruits— amb la distribucidé tissular de les isoformes
HMGR1L i HMGR1S. En base als patrons d’expressié s’havia suggerit que els diferents gens
d’HMG tindrien funcions especialitzades durant el desenvolupament d‘Arabidopsis (vegeu
apartat 1.2.3). Les dades de distribucio tissular de les isoformes d’'HMGR obtingudes en aquest

treball aporten un nou argument en favor d’aquesta hipotesi.

Al marge de l'esforg de caracteritzacié dels anticossos anti-CD1, el desenvolupament de
noves eines com anticossos especifics d’isoforma ben segur contribuiran a l'assignacié d’una
identitat molecular a les bandes 2 i 4. Es notable destacar el fet que en les cél-lules de la linia
T87 coexisteixen les 4 formes d’HMGR, la qual cosa és consistent amb la idea que diferents
activitats d’'HMGR estarien implicades en la biosintesi d’isoprenoides particulars (revisat a
Chappell, 1995b). Aquest treball, perd, s’ha centrat basicament en la caracteritzacid i la
distribucio tissular i subcel-lular de les isoformes HMGR1L i HMGR1S.

4.1.2 Les isoformes HMGR1S i HMGRI1L es troben en fraccions subcel-lulars
diferents

Per tal d’analitzar la distribucié subcel-lular de les diferents isoformes d’'HMGR es van
realitzar experiments de fraccionament subcel-lular per centrifugacié diferencial (figura 20).
Primerament, cal destacar que I'abundancia relativa de les diferents bandes d’'HMGR detectades
en les diferents fraccions obtingudes és coherent amb I'activitat HMGR que préviament s’havia
associat a les fraccions Py (un 60-80%) i S15 (un 20-40%) (Gonzalez, 2002).

A més, s’ha pogut determinar que les diferents bandes d’HMGR es distribueixen de
manera diferencial en aquestes fraccions. Aquest fet queda molt ben exemplificat en el cas de
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les isoformes HMGR1S i HMGR1L de les cél-lules de la linia T87: si bé la isoforma HMGR1S es
troba majoritariament en la fraccié que sedimenta a 16.000xg (fraccié organelar), I'HMGR1L
s’enriqueix en la fraccid que sedimenta a 105.000xg (fraccié microsomal). Aquestes dades
suggereixen que les isoformes HMGR1L i HMGR1S es troben en compartiments subcel-lulars

diferents.

Tot sembla indicar, doncs, que l'activitat HMGR associada a les diferents fraccions seria
consequéncia de la distribucié diferencial de les isoformes d'HMGR en aquestes fraccions.
Aquesta possibilitat s’havia suggerit préviament en patata, on en resposta a ferida es
produeixen tres fenomens coordinats: 1) induccié de I’'expressio del gen HMG1; 2) increment de
I'activitat HMGR en les fraccions organelar i microsomal; i 3) biosintesi d’esterols. Per contra,
quan les ferides es tractaven amb l'elicitor fungic acid araquidonic es va observar: 1) induccid
dels gens HMG2 i HMG3 i bloqueig del gen HMG1; 2) disminucié de I'activitat HMGR associada a
la fraccié organelar i increment de la mateixa en la fraccid microsomal; i 3) acumulacié de
fitoalexines sesquiterpeniques (Stermer i Bostock, 1987; Choi et al., 1992). Aquests resultats
clarament suggereixen que les isoformes HMGR2 i HMGR3 son les responsables que l'activitat
HMGR associada a la fraccié microsomal induida per acid araquidonic, mentre que 'HMGR1 esta
associada a l'activitat HMGR detectada a les fraccions organelar i microsomal en resposta a
ferida.

Els resultats de fraccionament per centrifugacid diferencial obtinguts en plantules
d’Arabidposis de 9 dies aporten una complexitat addicional als obtinguts en les cél-lules de la
linia T87. Si bé la isoforma HMGR1L no es detecta en aquest sistema (figura 20), I'HMGR1S
(banda 3) es detecta en totes les fraccions analitzades (Sis, Pis, Sios i Pios). De la mateixa
manera que en les cél-lules de la linia T87, I'HMGR1S s’enriqueix en la fraccid que sedimenta a
16.000xg (fraccié organelar). Tot i aixi, en aquesta fraccié6 'HMGR1S presenta una mobilitat
electroforetica retardada, fet que també s’havia observat en extractes de fulles (figura 19).
Aquesta alteracié podria ser conseqiiéncia d’una interferéncia en la mobilitat electroforetica de
les proteines causada per la preséncia de pigments com la clorofil-la. Aquest fenomen
s’accentuaria en mostres especialment riques en clorofil-la, com sén les fulles o la fraccio
organelar obtinguda a partir de plantules (fraccid enriquida en cloroplastes). D’altra banda, i a
diferéncia de les cél-lules de la linia T87, en plantules d’Arabidopsis 'HMGR1S també es detecta
en la fraccio Pygs, cosa que suggereix que, en aquest sistema, part d’aquesta isoforma es troba
a la fracci6 microsomal. Finalment, la preséncia de la isoforma HMGR1S en la fraccid Sigs
resulta més dificil d’explicar, doncs aquest no és el comportament esperable per una proteina de
membrana. Una possible explicacié seria que I'HMGR1S estigués associada a alguna estructura

membranosa o lipidica de baixa densitat que no sedimentés a 105.000xg.

Pel que fa a la forma d’'HMGR corresponent a la banda 2, tant en cél-lules de la linia T87
com en plantules d’Arabidopsis, es detecta en totes les fraccions analitzades, excepte en la
fraccio Py;s de plantules. Per contra, la banda 4 d’HMGR s’enriqueix majoritariament en el
sobrenedant de 105.000xg. Aquest fet suggereix que aquesta és una forma d’HMGR no unida a
la membrana, que es podria haver produit per un processament posttraduccional que eliminés

el corresponent domini de membrana. Aix0 seria compatible amb el baix pes molecular
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d’aquesta forma (aproximadament 57 kDa). En qualsevol cas, mentre no es conegui la identitat

de les bandes 2 i 4, tot intent d’interpretacid dels resultats és completament especulatiu.

4.1.3 Solubilitzacio de les isoformes HMGR1S i HMGR1L amb detergents

Tal com s’ha discutit anteriorment, els experiments de fraccionament per centrifugacié
diferencial suggereixen que les isoformes HMGR1L i HMGR1S es troben en compartiments
subcel-lulars diferents. En aquest sentit, la solubilitzaci6 amb detergents de les isoformes
HMGR1L i HMGR1S de la fraccid Pigs obtinguda a partir de cél-lules de la linia T87 indica, de
nou, que aquestes isoformes estan en entorns de membrana diferents (figura 21). Si bé la
isoforma HMGR1S (associada a la fraccid organelar) es solubilitza completament amb tots els
detergents assajats, 'HMGR1L (preferencialment associada a la fraccid microsomal) només ho
fa de manera parcial. La insolubilitat de la isoforma HMGR1L podria venir determinada per una
associacié de la mateixa a algun tipus de complex que no es disgregui amb detergents. El
conjunt de resultats de fraccionament subcel-lular i solubilitzaci6 amb detergents apunten a que

les isoformes HMGR1S i HMGRL1L es troben en compartiments subcel-lulars diferents.
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4.2 EL DOMINI N-TERMINAL DE L'HMGR DETERMINA LA
LOCALITZACIO SUBCEL.LULAR DE L’'ENZIM

4.2.1 Les isoformes HMGR1lS i HMGR2 es localitzen en el reticle
endoplasmatic i en estructures vesiculars

L'etiquetatge de proteines amb la proteina verda fluorescent (GFP) ha servit per
determinar la localitzacié subcel-lular de multiples proteines. En el present treball, s’ha aplicat
aquesta estratégia per determinar el paper del domini N-terminal de I'HMGR d’Arabidopsis en la
localitzacié subcel-lular de I'enzim. Mitjancant una estratégia equivalent, ja s’havia determinat
que les dues isoformes d'HMGR de llevat es localitzaven en diferents subdominis del reticle
endoplasmatic (Hampton et al., 1996). En el cas d'Arabidopsis, la fusié del domini N-terminal de
les isoformes HMGR1S i HMGR2 a la GFP (figura 22) ha servit per determinar que aquest domini
és suficient per dirigir les corresponents proteines quimeériques a estructures vesiculars
heterogénies d’entre 0.5 i 2 um i, de forma minoritaria, al reticle endoplasmatic (RE). Aquests
patrons s’han observat en dos sistemes independents com son les cél-lules de fulla i de la linia
T87 (figures 24 i 25). D'altra banda, s’ha pogut determinar que, en cél-lules de la linia T87, les
estructures vesiculars que contenen la quimera 1S:GFP també contenen I'HMGR endogena
(figura 26). Aquests resultats suggereixen que el domini N-terminal conté els senyals necessaris
i suficients per dirigir les proteines quimeériques a les estructures vesiculars on es localitza
I’'HMGR endogena.

Recentment, s’han realitzat estudis d’immunolocalitzacié de I'HMGR sobre plantules
d’'Arabidopsis utilitzant els anticossos anti-CD1 (Fernandez-Busquets, X., comunicacioé personal).
De manera consistent amb els resultats obtinguts amb |'estrateégia de fusions a la GFP, en
cotiledons de plantules de 6 dies, 'HMGR endogena es localitza en estructures vesiculars
similars d’un tamany entre 0.4 i 1.3 um. En aquest cas, el tamany de les estructures vesiculars
és inferior a I'observat amb les quimeres 1S:GFP i 2:GFP en cél-lules de fulla i de la linia T87.
Aix0 es podria explicar per diferéncies en el tamany de les estructures vesiculars entre els
diferents sistemes vegetals utilitzats o bé, que en els sistemes de sobreexpressié el tamany de
I'estructura s’acomoda a les quantitats creixents de proteina sintetitzada. D’altra banda, també
s’han realitzat estudis d‘immunolocalitzaci6 de I'HMGR sobre plantes transgéniques
d’Arabidopsis que sobreexpressen el domini catalitic de I'HMGR1 (plantes CD1), una forma
truncada que no conté el domini N-terminal (vegeu l'apartat 1.3.3). De manera consistent amb
els resultats obtinguts amb les fusions a la GFP, s’ha determinat que, en abséncia del domini N-
terminal, el CD1 es localitza preferentment al citosol. Per tant, es conclou que el domini N-
terminal de I'HMGR és necessari per la localitzaci6 de I'HMGR a les estructures vesiculars
(Fernandez-Busquets, X., comunicacié personal). El conjunt de resultats de fusions a la GFP i
d'immunofluorescéncia indiquen que el domini N-terminal és necessari i suficient pel transport

de I'HMGR a les estructures vesiculars.

En base a aquests resultats, 'HMGR es pot dividir en dos dominis funcionals: el domini
catalitic i el domini N-terminal. Aquest Ultim estaria implicat en el transport i en la localitzacié

subcel-lular de I’enzim. En base a la funcié del domini N-terminal, es proposa anomenar-lo
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domini de transport (figura 56). El domini de transport esta format pel domini de membrana —
necessari i suficient per la insercié6 de I'HMGR en la membrana del RE (Campos i Boronat,
1995)—, la regid N-terminal citosolica —que conté el motiu N-terminal conservat amb
homologia amb senyals de retencié en RE en cél-lules animals, (vegeu l'apartat 1.3.3)— i la
regio linker —que serveix d’espaiador entre el domini catalitic i el domini de membrana—. La
divisio de I'HMGR en dos dominis funcionals també s’ha proposat en les HMGRs de mamifers i de
llevat, on el domini N-terminal (que inclou els segments transmembrana) esta implicat en la

regulacid i transport de I'enzim (Olender i Simon, 1992; Hampton et al., 1996; Hampton, 2002).

Domini de
Transport

Figura 56. L'HMGR de plantes esta formada per dos dominis funcionals: el domini catalitic i el domini
de transport. El domini de transport determina el transport i la localitzacié subcel-lular de I'enzim, i
esta format per la regié N-terminal citosolica (NT), el domini de membrana (DM) i la regid linker (LK).

En conjunt, es pot afirmar que I'HMGR es localitza preferentment en estructures
vesiculars d’identitat desconeguda. Els resultats mostrats clarament indiquen que les
estructures vesiculars que contenen les quimeres 1S:GFP i 2:GFP no son cloroplastes (figura
24). A més a més, en els cotiledons de plantules d’Arabidopsis, les estructures vesiculars que
contenen I'HMGR endogena tampoc es corresponen amb cloroplastes ni amb peroxisomes
(Fernandez-Busquets, X., comunicacié personal). Si bé no es coneix la possible naturalesa ni la
identitat d'aquestes estructures vesiculars, si que es tenen dades sobre el possible transport de
I’'HMGR a les mateixes. S’ha pogut observar que les estructures vesiculars estan en intima
associacié amb el RE (vegeu les imatges ampliades en les figures 24 i 25). Aquests resultats,
junt amb el fet que les isoformes HMGR1S i HMGR2 s’insereixen co-traduccionalment en
membranes derivades del RE (Campos i Boronat, 1995), suggereixen que aquestes isoformes es
transporten a les estructures vesiculars a partir del RE, el qual seria el seu desti subcel-lular
primari. Un comportament similar s’ha descrit per I'ascorbat peroxidasa, una proteina de la
membrana del peroxisoma que inicialment s’insereix en el RE. Un cop incorporada al RE, la
proteina es concentra en un subdomini vesicular del mateix (el RE peroxisomal), a partir del
qual es transporta cap a les membranes del peroxisoma (Mullen, 1999). D’altra banda, tampoc
es pot descartar que les estructures vesiculars que contenen I'HMGR siguin, de fet, un
subdomini especialitzat del RE. Aix0 seria compatible amb la concepcié del RE com un sistema
dinamic i format per multiples subdominis especialitzats en diferents funcions (Staehelin, 1997).

110



Discussio

El tamany de les estructures vesiculars que contenen I'HMGR no seria incompatible amb aquesta
possibilitat, ja que hi ha altres exemples de subdominis del RE de tamany equivalent. Es el cas
dels ER bodies, unes estructures derivades del RE d'un tamany de 5 pm de llarg i 0.5 pm
d’ample que s’acumulen en diferents teixits d’Arabidopsis en resposta a I'estrés (Matsushima et
al., 2002). En aquestes estructures —que sedimenten per centrifugacié a 1000xg— recentment
s’hi ha identificat la p-glucosidasa, un enzim que conté un senyal de retencid en el RE
(Matsushima et al., 2003).

En el context del model de subcompartimentacié de les diferents isoformes d’HMGR en
subdominis del RE (McCaskill, 1998), un dels reptes de futur consisteix en esbrinar si les
estructures vesiculars que contenen la proteina quimérica 1S:GFP sén idéntiques a les que
contenen la quimera 2:GFP. Aix0 es podria comprovar utilitzant dobles marcatges, ja sigui
combinant la GFP amb altres variants fluorescents, o bé generant anticossos que siguin

especifics d’isoforma.

Tot sembla indicar, doncs, que les estructures vesiculars descrites representen un nou
compartiment subcel-lular que conté I’'enzim HMGR, ja sigui un subdomini del RE o algun altre
organel. Molt probablement, I'HMGR s’insereix inicialment en el RE per, posteriorment, accedir a
les estructures vesiculars. Es podria especular que aquestes estructures siguin les responsables
de I'activitat HMGR que sedimenta a 16.000xg (fraccié organelar), mentre que I'HMGR present
en el RE podria explicar la preséncia d’activitat HMGR en el sediment de 105.000xg (fraccio

microsomal).

4.2.2 El domini 1Lextra determina I'acumulacioé de la isoforma HMGR1L en
el RE

Tal com s’ha remarcat anteriorment, la isoforma HMGRI1L és idéntica a I'HMGR1S pero
presenta una extensié addicional de 50 aminoacids en I'extrem N-terminal (regié 1llLextra). La
sola preséncia d'aquesta regid determina que les isoformes HMGR1L i HMGR1S tinguin
propietats diferents en assaigs de fraccionament subcel-lular i de solubilitzaci6 amb detergents
(apartats 4.1.2 i 4.1.3). Aquestes diferéncies son consistents amb els experiments de
localitzacié subcel-lular de la quimera 1L:GFP. A diferéncia de la localitzacié vesicular
preferencial de la quimera 1S:GFP, I'1L:GFP es localitza exclusivament en el RE, tant en cél-lules
epidermiques de fulla com en cel-lules de la linia T87 (figures 24 i 25). Els resultats permeten
concloure que la regié 1llLextra de I'HMGR1L és un domini que determina una localitzacio
subcel-lular diferencial entre les isoformes HMGR1L i HMGR1S. La funci6 de la regié 1Lextra pot
venir determinada per dos mecanismes. D'una banda, es pot pensar que aquesta regidé actuaria
passivament mitjangant el bloqueig del senyal de transport de la proteina a les estructures
vesiculars, de manera que la isoforma HMGR1L no tindria accés a aquestes estructures. Una
segona opcié suposaria que la regidé 1llLextra promogués de manera activa el retorn de la
proteina al RE desde les estructures vesiculars, la qual cosa implicaria que la isoforma HMGR1L

transitaria per defecte a aquestes estructures.
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Les diferéncies en la localitzacioé subcel-lular de les proteines 1L:GFP i 1S:GFP recolzen
les dades de fraccionament subcel-lular de les isoformes HMGR1L i HMGR1S (figura 20).
Efectivament, en les ceél-lules de la linia T87 la isoforma HMGRI1L s’enriqueix en la fraccid
microsomal (Pigs5), fet que és consistent amb la localitzacié en el RE de la quimera 1L:GFP. Per
contra, en aquestes cél-lules, la isoforma HMGR1S es concentra en la fraccié organelar (P¢), fet
que també és consistent amb la localitzacié preferent de la quimera 1S:GFP en les estructures
vesiculars. Per tant, existeix una correlacié entre la preséncia d'una isoforma en una

determinada fraccid i la seva localitzacié subcel-lular.

El canvi en la localitzacié subcel-lular promogut per I'addicié d’'un domini extra suceeix
en altres enzims de la via de biosintesi d’isoprenoides, com és el cas de la farnesildifosfat
sintasa 1 (FPS1) d’'Arabidopsis. Aquest enzim presenta dues isoformes (FPS1L i FPS1S) que
només es diferencien per la preséncia d'un domini extra en posicié N-terminal de la isoforma
FPS1L que actua de péptid de transit a mitocondris (Cunillera et al., 1997). La preséncia
d’aquest domini determina una localitzacié subcel-lular diferencial entre les isoformes FPS1L
(mitocondrial) i FPS1S (citosolica).

El conjunt de resultats obtinguts encaixarien, amb alguns matissos, en el model de
subcompartimentacié de les isoformes d’HMGR en diferents subdominis del RE (Campos i
Boronat, 1995; McCaskill, 1998). La isoforma HMGRI1L es localitzaria en el RE, mentre que
I'HMGR1S ho faria, principalment, en les estructures vesiculars (siguin o no subdominis del RE).
En el context del model, la distribucié en diferents subcompartiments permetria la implicacié de
cada isoforma en la biosintesi de determinats grups d’isoprenoides. Tot i aixi, serien necessaries
altres aproximacions per demostrar |'especialitzacié funcional de les isoformes HMGRI1S i
HMGRI1L.

4.2.3 Paper dels residus d'arginina del motiu N-terminal conservat en el
transport de la isoforma HMGR1S a les estructures vesiculars

La majoria de les HMGRs de plantes presenten un motiu N-terminal conservat ric en
residus d’arginina (figura 9). En |'apartat 3.4.5, s’ha pogut determinar que els residus d’arginina
estan implicats en la interaccio especifica de les isoformes HMGR1S i HMGR1L amb la proteina
PR2A1. D’altra banda, motius N-terminal amb dues arginines estan implicats en la retencid en el
RE de proteines de membrana de tipus II en cél-lules animals (Schutze et al., 1994). Els autors
mostren que variants en les que s’ha eliminat el motiu de dues-arginines no sén retingudes en
el RE.

En el present treball, s’ha volgut determinar el paper dels residus d’arginina del motiu
N-terminal conservat en la localitzacié subcel-lular de ’'HMGR1S. L'estratégia emprada ha estat
la substitucid dels residus d’arginina per alanines sobre la base de la quimera 1S:GFP, i aixi s'ha
generat la nova quimera AR1S:GFP. La distribucié subcel-lular de les fusions a la GFP es va
analitzar, inicialment, en cél-lules epidérmiques de fulla. A diferéncia de la localitzacié vesicular
de la quimera 1S:GFP, la variant AR1S:GFP es troba Unicament en el RE (figura 43). Aquest

resultat suggereix que els residus d’arginina del motiu N-terminal conservat mediarien el
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transport de la isoforma HMGR1S a les estructures vesiculars. Per tant, i a diferéncia de la
funcié del motiu de dues-arginines en ceél-lules animals, els residus d’arginina del motiu

conservat en les HMGRs de plantes no participarien en la retencié de I’enzim en el RE.

D’altra banda, els estudis de localitzacio subcel-lular de les quimeres 1S:GFP i AR1S:GFP
en cél-lules de la linia T87 han aportat una complexitat addicional. En aquest sistema, la variant
AR1S:GFP es localitza principalment en el RE, tot i que també s’observa en estructures
vesiculars de tamany manifestament inferior (<0.5 um) a les observades amb la proteina
1S:GFP. Aquest resultat planteja la incognita de si les estructures vesiculars que contenen la
variant AR1S:GFP son diferents a les observades amb la quimera 1S:GFP. Una possibilitat seria
que les estructures vesiculars que contenen la variant AR1S:GFP corresponguin a formes
immadures de les que contenen la quimera 1S:GFP. Aquesta interpretacié implicaria un
requeriment dels residus d’arginina del motiu conservat en la transicid de les vesicules

immadures (de tamany <0.5 um) cap a les estructures vesiculars madures de 0.5-2um.

El conjunt de resultats obtinguts suggereixen que, a diferéncia de la funcié del motiu de
dues-arginines en la retencié de proteines de membrana en el RE en cél-lules animals, els
residus d’arginina del motiu N-terminal conservat de la isoforma HMGR1S tindrien un paper en
el transport de I’enzim a les estructures vesiculars o bé, en la formacié de les mateixes. Un cop
més, la utilitzacié de dobles marcatges amb variants de la GFP seria una eina fonamental per
determinar amb exactitud el paper del motiu N-terminal conservat en el transport de I’'HMGR a
les estructures vesiculars.
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4.3 INTERACCIONS DE L’'HMGR AMB ALTRES PROTEINES

4.3.1 La regio N-terminal citosolica i el domini catalitic de 'HMGR estan
implicats en interaccions proteina-proteina

Del conjunt de resultats obtinguts mitjancant la técnica del doble hibrid es conclou que
les parts citosoliques de I'HMGR estan implicades en interaccions proteina-proteina (figura 57).
D’una banda, la regié N-terminal citosolica de les isoformes HMGR1S i HMGR1L (regions NT1S i
NT1L, respectivament) esta implicada en la interacci6 amb PR2A1, PR2A2 i KLC1 (taula 2). De
I'altra, el domini catalitic esta implicat en I'oligomeritzacié de I'enzim (taules 4 i 5). També es
pot afirmar que aquests dominis de I'HMGR constitueixen dominis d’interaccié independents,
doncs el domini catalitic no interacciona amb les proteines PR2A1, PR2A2 i KLC1 (taula 2) ni les
regions N-terminal citosoliques estan implicades en els processos d’oligomeritzacio (taules 4 i
5).

citosol

PR2A1 PR2A1
PR2A2 PR2A2
KLC1 KLC1

Figura 57. Model d’interaccions proteina-proteina en les parts citosoliques de I'HMGR
d’Arabidopsis. La regié N-terminal citosolica (NT) estaria implicada en la interaccié de 'HMGR
amb les proteines PR2A1, PR2A2 i KLC1. El domini catalitic estaria implicat en I'oligomeritzacid
de I'enzim.

Tal com s’ha esmentat en diferents punts d’aquesta memoria (vegeu apartat 1.4.3), la
regié N-terminal citosolica de 'HMGR conté una serie de caracteristiques que han justificat I'inici
d’una estratégia per cercar proteines que hi interaccionin especificament. Aquesta regié sembla
prou divergent entre isoformes com per conferir propietats especifiques a les mateixes. A més a
més, aquesta regid conté el motiu N-terminal conservat que esta implicat en el transport
subcel-lular de I’enzim, com a minim en el cas de 'HMGR1S (figura 43). En el cas de la isoforma
HMGR1L, la regié 1Lextra (present en la regid N-terminal citosolica) és determinant per la seva
localitzacid en el RE (figures 24 i 25).

El crivellatge d'una genoteca d’expressid mitjancant doble hibrid ha permés la
identificacid de tres proteines que interaccionen especificament amb la regid N-terminal
citosolica de ’'HMGR1L (figura 57). La utilitzacié d’'una genoteca d’expressié generada a partir de
plantules d’Arabidopsis crescudes 3 dies en foscor ben segur ha contribuit a I'exit de
I'estratégia, doncs en aquestes condicions tots els gens HMG assoleixen el maxim nivell
d’expressié (Enjuto et al., 1994; Lumbreras et al., 1995; Learned, 1996). Tot i aixi, no es pot
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descartar que la utilitzacié de genoteques d’expressio derivades d’altres teixits permetin la
identificacio de noves proteines que interaccionin amb I’HMGR.

Pel que fa al domini catalitic de les isoformes HMGR1 i HMGR2 (CD1 i CD2), les dades de
doble hibrid confirmen que aquest domini pot formar homodimers. Aquest tipus d’analisi
suggereix que in vivo I'HMGR formaria homodimers o bé, altres tipus d’estructures
multimeriques. Aquestes dades son consistents amb el que s’havia proposat anteriorment en
altres sistemes vegetals a partir d’evidencies indirectes. En concret, s’havia suggerit que I'HMGR
d'Hevea i rave formaria tetramers, mentre que I'HMGR de patata formaria dimers (Kondo i Oba,
1986; Bach, 1987). L'estructura oligomeérica del domini catalitic de I'HMGR és fonamental per
estructurar els centres catalitics de I'enzim. Aix0 queda reflectit en I'HMGR humana, on el
domini catalitic forma un tetramer on les quatre subunitats donen lloc a quatre centres

catalitics, cadascun d’ells format a la interfase de dos monomers (Istvan et al., 2000).

A més, l'oligomeritzacié de I'HMGR pot tenir conseqliencies més enlla de les funcions
catalitiques. En el cas de I'HMGR humana s’ha vist que I'estat d’oligomeritzaciéo de I’'enzim
determina la seva velocitat de degradacié (Cheng et al., 1999). Els autors discuteixen que a
concentracions baixes de l'enzim, aquest es mostraria en forma de monomers i seria més
sensible a la degradacié proteolitica. Per contra, en les conformacions oligomériques, I'enzim
seria més estable. D’altra banda, la multimeritzacié de proteines de membrana també pot tenir
consequéncies en el trafic de les mateixes a través del sistema d’endomembranes. En concret,
s’ha vist que en proteines de membrana retingudes en el RE a través del senyal de dues-
arginines, la multimeritzacié pot tenir dos tipus d’efecte: en la proteina lip35 provoca una
retencié en el RE més eficient (Schutze et al., 1994), mentre que en la proteina Kir6.2 en
provoca la seva sortida (Yuan et al., 2003). En aquest ultim cas, el procés implicaria la
participacié de les proteines 14-3-3.

En el cas d’Arabidopsis, I'oligomeritzacié de I'HMGR també podria tenir conseqliencies
rellevants per la funcié de l'enzim. En aquest treball, s’ha pogut determinar mitjangant la
tecnica del doble hibrid que els dominis catalitics de les isoformes HMGR1 i HMGR2 sén capagos
de formar heterodimers CD1-CD2 (figura 30 i taula 6). Aquest resultat planteja la possibilitat
que in vivo també es formin heterodimers HMGR1-HMGR?2, fet que podria venir facilitat per la
coexisténcia de les isoformes en el RE (figures 24 i 25). En aquest cas, el complex d'HMGR
podria estar format per diferents combinacions d’isoformes, fet que determinaria les propietats
finals del complex. Si bé no es té cap evidéncia de que aix0 es produeixi in vivo, a priori tampoc

es pot descartar la concepcié de 'HMGR com a multimer format per diferents isoformes.

4.3.2 Els enzims AACT, HMGS, HMGR I MVK no interaccionen en el sistema
del doble-hibrid

En els assaigs de doble hibrid realitzats en el present treball (taules 7 i 8), no s'ha
detectat interaccié entre els enzims acetoacetil-CoA tiolasa (AACT), HMG-CoA sintasa (HMGS),
HMG-CoA reductasa (les regions citosoliques de les diferents isoformes d’'HMGR presentades en
la figura 28) i mevalonat quinasa (MVK). L'associacié d’aquests enzims en complexes
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multienzimatics havia estat suggerida en el context del model d’organitzacid de la via en
metabolons (Chappell, 1995b). Tot i aixi, tal com es discuteix a continuacid, les dades de doble-
hibrid aportades en aquest treball no sén prou concloents com per invalidar el model proposat
per Chappel.

Tot i ser un sistema molt potent per detectar interaccions proteina-proteina, la técnica
del doble hibrid presenta algunes limitacions. Les proteines analitzades es produeixen com a
proteines de fusié al domini d’unié (BD) i/o activacido (AD) del factor de transcripcid de llevat
GAL4. Aquesta fusié ja pot representar un primer impediment per algunes interaccions. A més,
les interaccions s’han de produir en el nucli de llevat per poder ser monitoritzades, fet que
s’aconsegueix pel senyal de localitzacié nuclear present als dominis BD i AD. Tot i aixi, la
localitzacid nuclear de les proteines de fusié pot quedar compromesa en proteines que tinguin
senyals de transport a algun altre compartiment. Aquest és el cas de I'HMGR1S, una proteina de
membrana que forma homodimers que no son detectats mitjancant doble hibrid (taula 3).
Probablement aix0 és degut a que I'HMGR1S s’insereix eficientment en el RE del llevat a través
del seu domini de membrana (Re et al., 1997), fet que impediria el transport nuclear de la
proteina de fusid. De manera consistent, quan s’utilitza el domini catalitic de I'HMGR1S (una
versido que no conté el domini de membrana) I'homodimeritzacié és facilment detectable (taula
4). Un altre exemple podria ser I’AACT, un enzim que forma tetramers en altres organismes
(Modis i Wierenga, 1999). Tanmateix, la isoforma AACT1 d’Arabidopsis és capag de formar
homodimers en I'assaig de doble hibrid (taula 3). Per contra, aquesta capacitat no és detectada
en el cas de la isoforma AACT2, fet que es podria explicar per la preséncia d'un senyal de

localitzacié en peroxisomes situat en posiciéo C-terminal d’aquesta isoforma (Ahumada, 2001).

En conjunt, existeixen diferents motius per pensar que el sistema de llevat no seria el
més adequat per l'estudi d’aquestes interaccions. Primerament, alguns components necessaris
per produir les interaccions —com altres proteines del complex o possibles modificacions
posttraduccionals especifiques— podrien estar absents en el llevat. D'altra banda, donat que
I’'HMGR és una proteina de membrana, és facil pensar que l’entorn de membrana sigui un
requisit per la formacié dels possibles complexes multienzimatics. Aquest requisit no es
compleix en el sistema del doble hibrid, on les interaccions entre proteines només es detecten si
es produeixen en forma soluble i en el nucli del llevat. Aixi doncs, per testar la possible formacio
dels complexes mutienzimatics semblaria més convenient la utilitzacié d’eines in vivo, com per
exemple estudis de co-localitzacié o de co-immunoprecipitacié dels diferents enzims a partir

dels propis teixits vegetals.
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4.4 LES ISOFORMES HMGR1L I HMGR1S INTERACCIONEN AMB
LA SUBUNITAT REGULADORA B"” DE LA PP2A

4.4.1 Les proteines PR2A1 i PR2A2 formen part de la familia de subunitats
reguladores B’ de la PP2A

Tal com s’ha discutit en |'‘apartat anterior, a partir del crivellatge d'una genoteca
d’expressié per la cerca de proteines que interaccionin amb la regié NT1L de la isoforma
HMGR1L es van identificar les proteines PR2A1 i PR2A2. Els estudis d’homologia (figura 34) i
filogenétics (figura 35) clarament suggereixen que PR2A1 i PR2A2 sén subunitats reguladores
B” de la PP2A. Mitjancant assaigs de doble hibrid s'ha pogut determinar que PR2A1 i PR2A2
interaccionen amb la subunitat PR65 de la PP2A (figura 36), la qual cosa indica que,
efectivament, formen part del complex de PP2A. Si s’analitza I'alineament de PR2A1 i PR2A2
amb altres subunitats reguladores B” de mamifers (figura 34), es pot observar que en tota la
regido central d’aquestes proteines existeix una elevada conservacié de seqliéncia. La regid
conservada inclou els dominis d’unié a la subunitat PR65 ASBD1 i ASBD2 (Li i Virshup, 2002),
que a la vegada inclouen els motius d’unié a calci EF-hand1 i 2 (Janssens et al., 2003). En
aquest treball, pero, els assaigs de doble hibrid no han permés determinar les regions de PR2A1
involucrades en la interaccié6 amb la PR65 (figura 36). D'altra banda, les regions N-terminal i C-
terminal de PR2A1 i PR2A2 mostren divergéncia respecte els homolegs de mamifer.

La cerca de sequéncies homologues a PR2A1 i PR2A2 en el genoma d’Arabidopsis ha
permés identificar cinc membres pertanyents a la familia de subunitats reguladores B” de la
PP2A. Un sis€ membre, TONNEAUZ2, quedaria fora d’aquesta familia, tot i que hi estaria molt
relacionat (Camilleri et al., 2002). A excepcié de la regié N-terminal, els cinc membres de la
familia mostren una gran conservacido de sequiéncia (figura 33). Tot i aixi, I'analisi filogenétic
estableix dos subgrups en la familia (figura 35): un subgrup de 2 membres que conté la PR2A1 i
I'at1g03960, i un subgrup de 3 membres que conté la PR2A2, 1'at5g28900 i I'at1g54450. Cal
destacar que la seqliéncia peptidica corresponent a at5g28900 és 99% idéntica a PR2A2 (taula
9), fet que suggereix que ambdues son derivades d'un episodi de duplicacié génica recent. En
aquest treball s’ha determinat que tant PR2A1 com PR2A2 interaccionen amb I'HMGR. El fet que
PR2A1 i PR2A2 siguin molt similars perdo a la vegada pertanyin a dos subgrups diferents de
subunitats reguladores B, suggereix que, de fet, tots membres de la familia podrien

interaccionar amb I'HMGR. Aquesta suposicid, pero, quedaria pendent de ser confirmada.

4.4.2 Les proteines PR2A1 i PR2A2 interaccionen amb la regié N-terminal
citosolica comuna entre les isoformes HMGR1L i HMGR1S

Els estudis de doble hibrid (figura 37) i de GST pull-down (figura 38) han permes
concloure que la interaccid6 de PR2A1 i PR2A2 es produeix de manera directa amb la regié N-
terminal citosolica de les isoformes HMGR1L i HMGR1S, perd no amb la de I'HMGR2. La
interaccié és mediada, doncs, per la regi6 de 50 aminoacids comuna entre les regions NT1L i

NT1S (figura 28). De manera consistent amb aquests resultats, s’ha pogut determinar que les
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isoformes HMGR1L i HMGR1S d’extractes d’Arabidopsis sén purificades per afinitat en una
matriu que conté la PR2A1 (figura 40). El conjunt de resultats indiquen que PR2A1 i PR2A2 sén
capaces d’interaccionar amb les isoformes HMGR1S i HMGR1L, perd no amb I'HMGR2 (figura
58). D’altra banda, els resultats també suggereixen que, a través de la interaccié diferencial
amb les proteines PR2A1 i PR2A2, la regido N-terminal citosolica de I'HMGR podria estar

implicada en l'especialitzacié funcional de les isoformes.

HMGR1L HMGR1S HMGR2

citosol

Figura 58. Model d’interaccions de I'HMGR amb les subunitats reguladores B” de la PP2A. Les proteines
PR2A1 i PR2A2 interaccionen amb la regié comuna entre NT1L i NT1S de les isoformes HMGR1L i HMGR1S.

4.4.3 Paper del calci en la interaccié de PR2A1 amb I’'THMGR

Ja s’'ha comentat anteriorment que una caracteristica de les subunitats reguladores B”
de la PP2A és la preséncia de dos motius conservats de tipus EF-hand. En la PR72 humana els
motius EF-hand uneixen calci, i s’ha proposat que aquest fet en determina la seva interaccié
amb la subunitat estructural PR65 de la PP2A (Janssens et al., 2003). En el cas d'Arabidopsis,
totes les subunitats B” presenten dos motius EF-hand (figura 59) que respecten la corresponent
sequiencia consens (Lewit-Bentley i Rety, 2000).
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Figura 59. Alineament dels motius EF-hand de les subunitats reguladores B” de la PP2A. Les
posicions implicades en coordinar el calci (X, Y, Z; -X, -Y, -Z) s’han sombrejat en blau. El consens
d’un motiu EF-hand canonic esta indicat en vermell a la part superior. La posicido -Z de I’'EF-hand1
dels representants d’Arabidopsis és una asparragina (N), fet que s’ha associat amb motius que
presenten una baixa afinitat pel calci. Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus.

En el present treball, s'ha testat la capacitat d’unid a calci de la proteina PR2A1
mitjancat un assaig indirecte. En preséncia de calci, PR2A1 mostra una mobilitat electroforeética

alterada (figura 39). Aquest comportament és tipic de les proteines que uneixen calci a través
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dels motius EF-hand, i també s’ha observat en altres fosfatases d’Arabidopsis com la
calcineurina (Kudla et al., 1999). El canvi de mobilitat electroforética es basa en un canvi
conformacional de la proteina induit per la preséncia del cati6. Tot i que les dades suggereixen
que PR2A1 és capag d’unir calci, la utilitzacié de formes de PR2A1 mutades en els EF-hand en
combinacié amb assaigs d’unié a calci radioactiu ben segur que serviran per determinar amb

exactitud la funcionalitat d’aquests motius conservats.

Amb aquests antecedents, es va voler estudiar si el calci modulava la interaccié de
PR2A1 amb la regié N-terminal citosolica de I'HMGR1S (NT1S) en assaigs in vitro de tipus GST
pull-down (resultats no mostrats). D’aquesta manera, es va analitzar si la proteina PR2A1
sintetitzada in vitro i marcada amb 3°S era retinguda en una matriu amb la fusid NT1S-GST en
preséncia de calci o d’EGTA. En aquest tipus d’assaig, els resultats obtinguts van oferir una
elevada variabilitat, per la qual cosa no es van poder extreure conclusions clares. Tot i aixi es va
observar una lleugera tendéncia a una major retenci6 de PR2A1 en la matriu en presencia de

calci.

A diferencia dels assaigs in vitro de tipus GST pull-down, la purificacié de I'HMGR de
teixits d’Arabidopsis en una matriu d’afinitat que conté la fusié GST-PR2A1 va resultar ser
absolutament depenent de calci (figura 40). Aquests resultats suggereixen que el calci podria
modular la interaccié de PR2A1 amb les isoformes HMGR1L i HMGR1S nadives. D’altra banda,
en aquest tipus d’'assaig es va determinar que la unié de I'HMGR a la matriu s’optimitzava quan
I’'extracte vegetal inicial es preparava amb EGTA (condicions d’extraccid), i posteriorment es
suplementava amb un excés de calci per permetre la unid (condicions d’unid). Tot i que de
moment no es té una explicacid definitiva per aquest fet, es podria argumentar que en les
condicions d’extracci6 amb EGTA s’estarien disgregant possibles complexos en els quals es
troba I'HMGR. Aix0 permetria que, en preséncia del suplement de calci afegit posteriorment,
I’'HMGR fos més accessible a la matriu de GST-PR2A1, on hi quedaria retinguda de manera més

eficient.

En conjunt, els resultats de purificacié de I'HMGR en la matriu d’afinitat amb PR2A1
apunten a que el calci, efectivament, modula aquesta interaccié. Per contra, I'ambigiitat dels
resultats obtinguts en els assaigs in vitro de tipus GST pull-down fa que no es pugui determinar
el mecanisme a través del qual el calci modularia aquesta interaccid. Les diferéncies obtingudes
en les dues aproximacions podrien ser degudes a que, en un cas, es parteix d'un extracte
vegetal mentre que, en l'altre, es tracta d'una proteina sintetitzada in vitro. En l'extracte
vegetal es troben moltes altres proteines, com per exemple els altres components del complex
PP2A, que podrien tenir efectes cooperatius en la interacciéo depenent de calci de la PR2A1 amb
I'HMGR. Tampoc es pot descartar que en els extractes vegetals 'HMGR nadiva presenti alguna
modificacié posttraduccional que faci que la seva interacci6 amb PR2A1 sigui absolutament
depenent de calci. Per tal d’obtenir una visié global de totes les interaccions que es produeixen,
seria de gran interés esbrinar de quina manera el calci afecta la interacci6 de PR2A1 amb la
subunitat estructural PR65.
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4.4.4 Els residus d’arginina del motiu conservat i una regié adjacent rica en
prolina estan implicats en la interaccié de ’'HMGR1 amb la PR2A1

L'analisi de variants proteiques amb delecions i substitucions puntuals ha permes
derminar que la interacci6 de PR2A1 es restringeix a una seqlieéncia peptidica d’onze residus
[RRRPPKPPVTN] present en les isoformes HMGR1S i HMGRI1L (figures 41 i 42). Aquest péptid es
podria dividir en dues regions: d'una banda, el motiu [RRR] (conservat en moltes HMGRs de
plantes) és necessaria perd no suficient per la interaccié. D’altra banda, la seqiéncia
[PPKPPVTN] rica en prolina és necessaria i confereix especificitat a la interaccio. Aixo és
consistent amb |'abséncia d’interaccié de PR2A1 amb la regié N-terminal citosolica de 'HMGR2
(NT2), ja que aquesta regioé conté el motiu [RRR] (que no és suficient per la interaccid) perd no
conté la regid adjacent [PPKPPVTN] (que és necessaria per la interaccid). En conjunt, es pot
concloure que la interacci6 de I'HMGR1 amb PR2A1 esta mediada pels residus d’arginina

conservats i la regié adjacent rica en prolina.

De manera interessant, s’ha pogut constatar que determinades regions riques en prolina
constitueixen un motiu d’interaccié proteina-proteina (revisat a Kay et al., 2000). Aquest tipus
de motiu sol ser un péptid curt (sovint inferior a deu aminoacids), on els residus de prolina
tendeixen a adoptar una estructura d’hélix levogira de tipus poliprolina II. Aquest tipus d’hélix
és una estructura estesa (3 residus per volta), que presenta una superficie hidrofobica
accessible i diferents punts per formar ponts d’hidrogen. Aquestes caracteristiques fan dels
motius de poliprolina regions accessibles per la interacci6 amb altres proteines, cosa que
s'afavoreix pel fet que, normalment, estan situats a les regions N i C-terminal de les proteines.
Una altra caracteristica d’aquests motius és que sovint estan implicats en interaccions
transitories i/o modulades, atés que participen en processos on es requereix una resposta
rapida d’interaccions proteina-proteina, com és l'inici de cascades de senyalitzacid o bé,
reorganitzacions del citoesquelet. A més a més, petits canvis en la conformacié de I’'helix poden
comportar grans canvis en l'afinitat de la interaccid. En aquest sentit, s’ha constatat que, en
alguns casos, la fosforilacié de residus adjacents al motiu de poliprolina determinen la seva

capacitat d’interaccié a altres proteines.

Moltes de les caracteristiques de les interaccions mediades pels motius de poliprolina
tenen equivalent en el cas de la interacci6 HMGR1S-PR2A1. Primerament, aquesta interaccio es
restringeix a un peéptid curt d’onze aminoacids ric en prolina situat en posicié N-terminal en
I’'HMGR1S. D'altra banda, s’ha vist que el calci modula la unié de les isoformes HMGRI1L i
HMGR1S a una matriu d‘afinitat amb PR2A1 (figura 40). Aix0 suggereix que es tracta d’una
interaccié regulada i probablement transitoria. Finalment, en la regié adjacent al motiu ric en
prolina de I'HMGR1S s’identifiquen serines i treonines possiblement fosforilables, i que podrien
modular aquesta interaccidé (figura 60). Aquest fet és encara més interessant si es considera
que la proteina PR2A1 forma part del complex de PP2A, i que, per tant, podria modular 'estat
de fosforilacié d’aquests residus.

Considerada la importancia de la regié rica en prolina per la interaccié de ’'HMGR1S amb

la proteina PR2A1, s’ha inspeccionat si altres HMGRs de plantes contenen seqiéncies similars
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(figura 60). Efectivament, en algunes d’elles s’hi poden identificar regions riques en prolina
adjacents als residus d’arginina, fet que suggereix que aquestes seqliéncies jugarien alguna
funcid conservada. Per tant, es podria pensar que aquelles isoformes d’'HMGR que presentin la
regio rica en prolina adjacent al residus d’arginina conservats serien capaces d’interaccionar
amb PR2A1. Aquest seria el cas de la isoforma HMGR1S d’Arabidopsis. Per contra, aquelles
isoformes que no presentin aquesta regi6é, com I'HMGR2 d’Arabidopsis, no interaccionarien amb
PR2A1.

Arabidopsis1S MDL RRR PPKPP VTNNNNSNGEII(:;SYQPRTCSKD";DDHRI:;A‘\\TI'IAPPPKASDA
Arabidopsis2 MEDL RRRFPTKKNGEEISNVAVDPPLRKASDA
Heveat MDTTGRLHHRKHAT PVEDRSPTTPKASDA
Hevea3 MDEV RRR PPK H IVRKDHDGEVLNSFSHGHHLPPLKPSDYS
Patata1 MDV RRRPVKP LYTSKDASAGEPLKQQEVSSPKASDA
Patata2.2  MDV RRRSEKPVYP SKVFGADEKPLKPHNNQQQEDNNTLLIDASDA
Patata3.3  MDVRRRPVKPLYP SEHISSGEPLKPHNQDSSVKASDA
Rave1 MDIRRRPPKPP VNSNRFLDNRSDDDDRRKTLTSPPKASDA
Rave2 MDIRRRPPKPP VNNPNRFSNDNDDQPRTKASDA
Arros1 MEV RRRAPLPPPP GRVQAGD
Arros2 MAVEG RRRVPLPLPPP TRRGKQQQQQGGERARRVQAGD
TabacNs ~ MDV RRRSEK PAYP TKEFAAGEKPLKPHKQQQEQDNSLLIASDA
TabacNt MDV RRRPVKPFYP SKDDVSAGESLKPHKQTQQVSSPKASDA
Tomaquet1  MDV RRRPVKP LCTSKDASAGEPLKQQQVSSAKASDA
Tomaquet2 MDV RRRSEE PVYP SKVFAADEKPLKPHKKQQQQQEDKNTLLIDASDA
Tomaquet3 MDV RRRAVKPLDASKHISPENLSDPIIKIPLLKLSDA

Figura 60. Regi6 N-terminal citosolica d’algunes HMGRs de plantes. Els residus d’arginina del motiu N-
terminal conservat s’han destacat en gris. Les regions adjacents riques en prolina s’han marcat en blau. Tal
com es discuteix en |'apartat 4.4.5, en vermell s’han marcat els residus de serina i treonina que compleixen
el consens de fosforilacido per les quinases PK-A (proteina quinasa depenent de cAMP), PK-C (proteina
quinasa C) i CK-2 (caseina quinasa 2). Les prediccions s’han fet utilitzant I'algoritme ProSite. En el cas de
I'HMGR1S d’Arabidopsis s’han especificat els motius i les quinases possiblement implicades.

En conjunt, tot sembla indicar que estem davant d‘una interaccié que podria estar
modulada per diferents factors com el calci, la fosforilacié i la conformacié de la regid rica en
prolina. La complexitat d’aquesta interaccidé podria justificar les diferéncies en la modulacié per
calci observades en els assaigs d’interaccié in vitro i de purificacié per afinitat a partir
d’extractes d’Arabidopsis (discutit en |'apartat anterior). Tant la possible conformacié del motiu
ric en prolina en hélix de tipus poliprolina II, com la possible fosforilacié de la regié NT1S, sén

guestions que caldria resoldre en un futur per comprendre la modulacié d’aquesta interaccio.

4.4.5 Implicacions funcionals de la interacci6 de PR2A1 i PR2A2 amb les
isoformes HMGR1L i HMGR1S

Utilitzant diferents aproximacions, en aquest treball s’ha pogut determinar que les
subunitats reguladores PR2A1 i PR2A2 de la PP2A interaccionen amb les isoformes HMGR1S i
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HMGR1L. També s’ha observat que el calci modula aquesta interaccid, probablement a través de
la implicacié dels motius EF-hand presents en PR2A1 i PR2A2. El conjunt de resultats clarament
apunten a que les isoformes HMGR1S i HMGR1L sén dianes de la PP2A. Per tal de comprovar-
ho, és prioritari analitzar si aquestes interaccions també es produeixen in vivo, aixi com si

determinen un canvi en l'estat de fosforilacié de I'HMGR.

Més enlla del paper de les proteines PR2A1 i PR2A2 en la defosforilacié de I'HMGR, els
esforcos s’hauran de centrar en determinar les implicacions funcionals d’aquestes noves
interaccions. Existeix un antecedent de modulacié de l'activitat HMGR per calci, calmodulina i
fosfatasa (Wititsuwannakul et al., 1990). Els autors observen que si es tracta una fraccio
derivada del latex d’Hevea amb una calmodulina purificada i calci, s’estimula I’activitat HMGR.
Aquest efecte es bloqueja si s'afegeix un inhibidor general de fosfatases. Els autors suggereixen
que l'efecte estimulador del calci-calmodulina és via una fosfatasa que no identifiquen.

Posteriorment al treball de Wititsiwannakul i col-laboradors, es van identificar les
pimeres quinases de la familia SnRK1 (Snfl-related kinases) en plantes (revisat a Halford et al.,
2003), implicades en la inactivacié de I'HMGR per fosforilacié d’una serina conservada present
al domini catalitic de I'enzim (Mackintosh et al., 1992; Dale et al., 1995; Sugden et al., 1999).
En aquest sentit, es pot pensar que la PP2A podria estar implicada en la defosforilacio i, per
tant, en l'activacié del domini catalitic de I'HMGR (figura 61). De manera consistent, la
inactivacié de I'enzim per fosforilacié pot ser revertida, in vitro, per addici6 de PP2A bovina
(Dale et al., 1995). Aixi doncs, una primera hipotesi que es podria considerar és que PR2AL1 i
PR2A2 interaccionessin amb la regié N-terminal citosolica de les isoformes HMGR1L i HMGR1S,
fet que serviria per reclutar el complex de PP2A, i, posteriorment, defosforilar i activar I'HMGR.
D’altra banda, donada la implicacié de la PP2A en la defosforilacid i inactivacié de les SnRKs
(Mackintosh et al., 1992), a priori no s’hauria de descartar la possibilitat que les proteines
PR2A1 i PR2A2 poguessin participar en aquest proces.

SnRK-OH
PP2A? Il
~ SnRK-P
ﬁ‘ ] ﬂ‘
PP2A? :
“SeroH “ ser-p
HMGR Activa HMGR Inactiva

Figura 61. Possible implicacié de la PP2A en la defosforilacid i activacié del domini catalitic
de I'HMGR. El procés vindria mediat per la interaccié especifica de PR2A1 i PR2A2 amb la
regido N-terminal citosolica de les isoformes HMGR1L i HMGR1S.

Al marge de la possible defosforilacié del domini catalitic de I'HMGR promoguda per la
PP2A, es poden considerar altres opcions. En aquest treball s’'ha determinat que els residus
d’arginina del motiu N-terminal conservat de les isoformes HMGR1S i HMGR1L estan implicats

en la interaccio amb la PR2A1. A més a més, aquests residus d’arginina tenen un paper en el
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transport de la proteina quimeérica 1S:GFP a les estructures vesiculars o bé, en la formacié de
les mateixes (figura 43). Tot plegat, es podria postular que la PP2A té un paper en el procés de
transport de 'HMGR1S mediat pels residus d’arginina conservats.

D’altra banda, actualment hi ha un gran interés en identificar els mecanismes a través
dels quals els senyals formats per residus basics (motius di-basics) fomenten la retencidé de
proteines de membrana en el RE. A partir de I'analisi en cél-lules animals, inicialment es va
definir que aquest tipus de senyal actuava com a motiu de retencié de tipus retrieval (Nilsson i
Warren, 1994). Posteriorment, s’ha determinat que la funcié dels senyals di-basics sovint és
modulada per altres mecanismes com fosforilacié. Recentment, s’ha determinat que la proteina
B-COP (del complexe COP I o coatomer) esta implicada en la retencié de lip35 en el RE
mitjangant la seva interaccio directa amb un motiu de dues-arginines (O'Kelly et al., 2002). De
manera molt interessant, s’ha observat que després de la fosforilacid d’'una serina adjacent al
motiu de dues-arginines, la proteina 14-3-3p desplaga a B—COP i determina que lip35 surti del
RE (figura 62A). Aquest és un exemple excel-lent de com es pot regular el trafic d'una proteina,
tot associant maquinaries de transport vesicular (COP I) i processos de fosforilacid. Tot i aixi, no
es coneix quines son les fosfatases i quinases implicades en el control de I'estat de fosforilacio
de lip35.

Per analogia amb el model proposat per a la proteina lip35, es podria postular que el
trafic de I'HMGR1S entre el RE i les estructures vesiculars fos un procés governat per
mecanismes equivalents (figura 62B). En el context d’aquesta hipotesi, la proteina PR2A1
regularia el trafic de 'HMGR1S controlant I'estat de fosforilacié d’una serina o treonina adjacent
als residus d’arginina del motiu N-terminal conservat. Tampoc es podria descartar, perd, que
PR2A1 competis amb algun altre factor de la maquinaria de transport per la unié als residus
d’arginina. Per tal d’avancgar en aquesta direccié, un bon punt de partida seria la identificacid

dels possibles residus fosforilats en la regidé N-terminal citosolica de I'HMGR (figura 60).

o ﬁ 1233

Ser-OH RR* * ser-P
B-COP
Retencio de lip35 en el Sortida del RE de lip35
RE mediada per 3-COP mediada per 14-3-3B
5 = »
PP2A?
- 4—
RRR
P/OH RRR
OH/P -
RE Estructures Vesiculars

Figura 62. Paper de la fosforilacid en el transport de proteines de membrana. A) Control del transport
subcel-lular de lip35 per fosforilacid. B) Possible implicacié de la PP2A en el trafic de I'HMGR1S entre el RE i
les estrucures vesiculars.
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Una altra possibilitat a explorar seria la implicacié de PR2A1 i PR2A2 en el cicle cel-lular.
En cél-lules animals, s’ha constatat que la sobreexpressié dels corresponents homolegs
(hsPR72, hsPR48 i mmPR59) comporten una aturada del cicle cel:-lular en la fase G1 (Voorhoeve
et al., 1999; Yan et al., 2000; Janssens et al., 2003). D’altra banda, en cél-lules de tabac BY-2
s’ha constatat que un tractament amb mevinolina (un inhibidor especific de I'activitat HMGR)
també provoca una aturada del cicle cel-lular en la fase G1 (Hemmerlin i Bach, 1998), fet que
ha estat atribuit a la manca d’algun derivat isoprenoide critic per la progressié del cicle cel-lular
en aquesta fase (com per exemple els substrats per la prenilaci6 de proteines). Aquesta
coincidencia fa pensar que podria existir un vincle entre les proteines PR2A1 i PR2A2, I'activitat

HMGR i el cicle cel-lular.

4.4.6 Diversitat d’isoformes de la subunitat reguladora B’ de la PP2A
d’Arabidopsis

Tal com s’ha comentat en |'apartat 1.5.3, un dels reptes en el camp de les PP2As
consisteix en la identificacié de dianes cel-lulars per les multiples subunitats reguladores B
existents. En aquest treball, s’ha determinat que les isoformes HMGR1S i HMGRL1L interaccionen
amb les proteines PR2A1 i PR2A2, dos dels cinc membres de la familia de subunitats
reguladores B” de la PP2A d’Arabidopsis. Els estudis d’homologia suggereixen, pero, que
probablement les cinc subunitats B” conservarien la capacitat d'unir I'HMGR1 (vegeu l'apartat
4.4.1). Quin és el sentit de presentar multiples subunitats reguladores de la PP2A que
interaccionin amb I'HMGR? La resposta no és trivial. Un primer aspecte que es pot plantejar és
el de si I'HMGR seria una diana exclusiva d’aquestes subunitats de la PP2A o bé una diana
compartida. La importancia d'aixd recau en conéixer si aquestes proteines regulen processos
especifics de ’'HMGR o bé coordinen processos més generals, en els quals ’'HMGR seria una peca
més. En aquest cas, una manera de cercar noves dianes de les subunitats B" seria I'analisi de la
preséncia del péptid responsable de la interacci6 amb PR2A1 (RRRPPKPPVTN) en altres
proteines d’Arabidopsis. En aquesta aproximacid, un punt de partida consistiria en establir, amb

més exactitud, un motiu consens per la interaccid.

D’altra banda, la preséncia de multiples subunitats B” amb capacitat d’interaccionar amb
I'HMGR podria reflectir la necessitat, per part de la planta, de regular finament aquesta activitat
enzimatica. La regulacié fina de I'HMGR mediada per les diferents subunitats B” es podria
manifestar a diferents nivells, com per exemple que aquestes s’expressin de manera diferencial
o bé, que mostrin diferents afinitats per calci o per les isoformes HMGR1L i HMGR1S. Tot i aixi,
qualsevol consideracié en aquest sentit passa pel coneixement previ de la implicacié funcional la
interaccié de PR2A1 i PR2A2 amb I'HMGR.
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4.5 LA ISOFORMA HMGRI1L INTERACCIONA AMB KLC1

4.5.1 KLC1 presenta similitud amb la cadena lleugera de quinesina de tipus
I

Tal com s’ha discutit en I'apartat 4.3, a partir del crivellatge d’'una genoteca d’expressid
per la cerca de proteines que interaccionin amb la regié N-terminal citosolica de la isoforma
HMGR1L (NT1L) es va identificar la proteina KLC1. Els estudis d’homologia van identificar la
KLC1 com una proteina amb similitud amb la cadena lleugera de quinesina convencional o de
tipus 1. Aquest tipus de quinesina ha estat ampliament estudiada en sistemes animals (vegeu
apartat 1.6.2), pero fins el moment no ha estat identificada en plantes. La quinesina de tipus I
és una proteina motora implicada en el transport intracel-lular d’organels i vesicules (referits
globalment com MBOs, de l'anglés membrane-bounded organelles) mitjangat per microtubuls.
Aquesta quinesina és un heterotetramer format per dues cadenes pesades o KHCs (que
contenen els dominis motors) i dues cadenes lleugeres (KLCs). Les KLCs interaccionen amb la
KHC a través d'un domini coiled coil format per varies repeticions de tipus Heptad (Gauger i
Goldstein, 1993). A més a més, la KLC conté un domini amb 6 repeticions de tetratricopeptid

(TPR) que esta implicat en el reconeixement del receptor pel transport present als MBOs.

Els estudis d’homologia, perd, no permeten concloure que la proteina KLC1 sigui un
homoleg funcional de les KLCs animals. D’'una banda, KLC1 només presenta una identitat del
14.1% i una similitud del 24.7% respecte les KLCs animals. De l'altra, I'analisi filogenétic
d’aquestes sequeéncies (figura 47) mostra que, si bé tots els homolegs vegetals a KLC1
s'agrupen en una mateixa branca relacionada amb les KLCs animals, existeix una gran
divergencia entre aquests dos grups de seqliencies, fet que es dedueix de la gran distancia

existent entre les corresponents branques.

Al marge dels estudis d’homologia, I'analisi de la seqliéncia primaria de KLC1 ha permes
la identificacio dels elements estructurals caracteristics de les KLCs. Primerament, en la regié
200-612 es prediuen 10 repeticions TPR, separades entre elles per petits péptids de longituds
variables (figura 44). Aix0 constitueix, de fet, una diferéncia respecte les KLCs d’animals, doncs
aquestes només contenen 6 repeticions TPR. D’altra banda, en la KLC1 s’ha pogut identificar
una regido amb una certa probabilitat de formar repeticions de tipus Heptad. Inicialment, es va
utilitzar un programa de prediccié d’estructures coiled-coil (Coils version 2.1). Si bé aquest
programa no va identificar en KLC1 cap estructura clara de tipus coiled-coil, si va detectar una
regio amb certa probabilitat de formar aquest tipus d’estructura. A partir d'aqui, es va poder
identificar una regié (aminoacids 154-188) que gairebé compleix les caracteristiques per la
formacié de 4 o 5 repeticions Heptad. (figura 46). L'Unic aminoacid discrepant seria la glicina
que ocupa la posicid a de la tercera repeticié, un aminoacid que rarament esta present en
aquest lloc (Lupas et al., 1991). Si bé no es pot afirmar amb seguretat que aquesta regi6é formi
un auténtic domini de tipus coiled-coil, no és menys cert que esta conservada en la familia
d’homolegs de KLC1 d’Arabidopsis (figura 45). Aquest fet suggereix que la funcié d’aquesta

regié també podria estar conservada.
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El conjunt de dades no permeten predir la funcié de la KLC1 d'Arabidopsis. Una forma
de determinar si KLC1 és realment una cadena lleugera de quinesina, seria la identificacié de la
cadena pesada (KHC) corresponent. En aquest sentit, la identificaciéo i aillament d'un EST
corresponent al gen AtMAA21.110 —unic gen homoleg a KHC identificat en el genoma
d’Arabidopsis (Reddy i Day, 2001)— permetra avangar en l‘estudi i caracteritzacid de la
quinesina de tipus I de plantes.

Finalment, no es pot descartar que KLC1 participi en algun procés que sigui independent
de la funcié quinesina. En aquest sentit, recentment, s’ha identificat una KLC humana (hskKLC3)
que s’uneix, a través de les repeticions Heptad, a les fibres denses externes, un component
estructural de les cues dels espermatozous (Bhullar et al., 2003). La rellevancia d’aquest treball
és que, per primer cop, es suggereix que les KLCs participen en un procés de manera
independent de la KHC i de microtubuls. D’altra banda, I'analisi filogenétic revela la preséncia
d’'un grup de sequiéncies que, tot i que agrupen en la mateixa branca que les KLCs, se'n
desconeix la seva funcid. Aquestes seqliéncies corresponen a diferents organismes procariotes
com Methanosarcina barkeri (una arqueobacteria), Nostoc sp. (una cianobacteria) i Plectonema
boryanum (una cianobacteria). Es podria pensar que aquestes proteines tindrien alguna funcio
relacionada pero diferent a la de les KLCs descrites. Els experiments realitzats en Plectonema
apuntarien en aquesta mateixa direccié (Celerin et al., 1997). En aquest sistema, la KLC conté,
al marge dels elements estructurals tipics, un 33% d’identitat i un 38% de similitud respecte les
KLCs animals. Per tant, es podria pensar que aquesta KLC tindria alguna funcié relacionada amb
les quinesines. Tot i aixi, aquesta funcidé no seria del tot equivalent, doncs en Plectonema no
s’han identificat KHCs. Els autors suggereixen que la KLC de Plectonema podria tenir alguna
funcié de transport basada en el citoesquelet bacteria, perd0 que actuaria de manera
independent de la KHC.

4.5.2 Identificaciéo de dominis funcionals en KLC1

En aquest treball s’ha pogut establir que els dominis estructurals de KLC1 podrien
correspondre a dominis funcionals. Els resultats suggereixen que la regié 172-522 de KLC1 (que
inclou les repeticions TPR d’1l a 7) esta implicada en la interacci6 amb la regié NT1L de la
isoforma HMGR1L (figura 53), mentre que la regié N-terminal 1-171 modularia la distribucid
subcel-lular de KLC1 (figura 55). A la figura 63 s’esquematitza la divisio de KLC1 en dominis

funcionals.
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H sy putatius de TPR
Figura 63. Model de divisid de
KLC1 en dominis funcionals. 1 200 612 663

s ]
1 171

Distribucié

subcel-lular .-n|.\'|n|.|"\..
172 522
Unié a HMGR1L

126



Discussio

La implicacié de la regié 172-522 de KLC1 en la interacci6 amb la regi6 NT1L de
I’'HMGR1L ha estat determinada mitjancant la técnica del doble hibrid. Aquests resultats
suggereixen que el domini de repeticions TPR de KLC1 esta implicat en el reconeixement de la
isoforma HMGR1L. Per tant, tot sembla indicar que, de la mateixa manera que en les KLCs

animals, el domini TPR de KLC1 esta implicat en la interaccié amb les possibles dianes cel-lulars.

D’altra banda, la sobreexpressié d'HA:KLC1 (una fusié de KLC1 a l'epitop HA) i d’HA:TPR
(una fusiod la regié 172-663 de KLC1 a I'epitop HA) en plantes transgeniques d’Arabidopsis, ha
permés determinar que ambdues proteines es comporten diferencialment en experiments de
fraccionament subcel-lular. D'una banda, la proteina HA:KLC1 es detecta, principalment, al
sobrenedant de 105.000xg, cosa que és consistent amb el comportament de les KLCs de ratoli
(Rahman et al., 1998). De fet, es coneix que gran part de la quinesina de tipus I en sistemes
animals roman inactiva i soluble al citosol —no unida als organels o vesicules que han de ser
transportats— (vegeu apartat 1.6.2). D’aquesta manera s’eviten despeses d’energia
innecessaries mentre no hi ha requeriments de transport. Per contra, la versidé truncada HA:TPR
s’enriqueix especialment en la fraccié que sedimenta a 105.000xg (Pips5). Aquest fet es podria
explicar en el context del model de quinesina de tipus I d’animals. En la versié HA:TPR queda
truncada la regié proposada com a repeticions de tipus Heptad (aminoacids 154-188), pero
manté tot el domini TPR de KLC1. Per tant, la proteina HA:TPR conservaria la capacitat d’uni6 a
les dianes cel-lulars (a través de la regié TPR), i per aix0 sedimentaria en la fraccidé Pigs. Aquest
fet es veuria facilitat per la suposada incapacitat de la proteina HA:TPR per incorporar-se al
complex de quinesina (doncs s’hauria eliminat part de la regid de repeticions de tipus Heptad),
i, per tant, en comportaria la pérdua del seu dinamisme, és a dir, dels cicles d’'unioé a la carrega,

transport i reciclatge.

En conjunt, es pot afirmar que les caracteristiques de KLC1 s6n compatibles amb el
model de les KLCs animals. El domini TPR estaria implicat en la uni6 a les dianes cel-lulars —
com I'HMGR1L—, mentre que la regié N-terminal (aminoacids 1-171) estaria implicada d’una
manera o altra en la modulacié de la distribucié subcel-lular de KLC1.

La identificacié de diferents dominis funcionals en la KLC animal ha permes la generacié
de mutants dominants negatius. La idea consisteix en sobreexpressar, de manera aillada, el
domini TPR de la KLC, el qual s’unira a les dianes cel-lulars pero no les podra transportar en no
formar part del complex de quinesina. D’aquesta manera, el domini TPR sobreexpressat
competeix amb la quinesina endogena per la unié a les dianes cel-lulars, fet que provoca un
blogueig en el correcte transport de la carrega a transportar (Verhey et al., 2001). En aquest
sentit, les plantes HA:TPR representen una eina de gran interes per l'estudi de la funcié de
KLC1. En particular, sembla interessant caracteritzar 'HMGR en aquestes plantes per testar si
existeix alguna alteracié en la seva activitat o en la seva localitzacié subcel-lular. De manera
preliminar, es tenen dades que indiquen que les plantes HA:TPR tenen nivells incrementats
d’activitat HMGR, atés que son resistents a mevinolina, un inhibidor de l'activitat HMGR que
provoca una aturada en el desenvolupament de la planta (resultats no mostrats).
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4.5.3 La regi6o 1llLextra de la isoforma HMGR1L esta implicada en la
interacciéo amb la KLC1

Els estudis de doble hibrid (figura 49) i de GST pull-down (figura 50) han permes
concloure que KLC1 interacciona de manera directa amb la regid N-terminal citosolica de la
isoforma HMGR1L (regid NT1L). Aquesta interaccidé és especifica d’isoforma, doncs no es
produeix amb la regido N-terminal citosolica de les isoformes HMGR1S (regié NT1S) ni HMGR2
(regié NT2). De manera addicional, s’ha pogut determinar que I'HMGR1L nadiva derivada d’un
extracte de cél-lules de la linia T87 s’uneix especificament a una matriu d’afinitat amb GST-
KLC1 (figura 52). D'aquest conjunt de dades es dedueix que la interaccié es produeix a través

de la extensié N-terminal de 50 aminoacids present a la isoforma HMGR1L (regi6é 1Lextra).

Tot i aixi, s’ha observat un dramatic descens en la intensitat de la interaccié quan la
regido llextra s’analitza de manera aillada. Aquest fet suggereix que la regié 1llextra és
necessaria per la interacci6 amb KLC1, perd no és suficient per mediar una interaccio forta. De
manera consistent, I'analisi de doble hibrid utilitzant versions delecionades de la regié NT1L ha
permés la identificacié de dues regions importants per mediar una interaccié forta amb la KLC1
(figura 51): la regié aminoacidica 7-25 (present a la regié 1Lextra) i la regié aminoacidica 50-56
(present a la regid adjacent corresponent a la NT1S). De manera interessant, la seqléncia
aminoacidica 50-56 conté el motiu conservat implicat en la interacci6 amb PR2A1 (apartat
3.4.5) i en la localitzacié subcel:lular de la quimera 1S:GFP (apartat 3.4.6). Tot plegat, el
conjunt d’interaccions trobades sobre la regid6 NT1L suggereix que, en aquesta regid, es
concentren multiples mecanismes reguladors que, a més, sén especifics d’isoforma. A la figura
64 es mostra el model d’interaccié de KLC1 i PR2A1 amb la regié NT1L de la isoforma HMGR1L.
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Figura 64. Model d’interaccié de KLC1 i PR2A1 amb la regié N-terminal citosolica de 'HMGR1L (regid
NT1L). Les regions aminoacidiques 7-25 i 50-56 de la regié NT1L estan implicades en la interacci6
amb KLC1.

El fet que PR2A1 i KLC1 puguin compartir lloc d’unié en la regié NT1L planteja la qliestié
de si aquestes interaccions poden coexistir o bé s’exclouen mutuament. Aquestes possibilitats
es podrien estudiar en assaigs de competicio in vitro. Al marge de la possible implicacié de KLC1
i PR2A1 en la regulacio de I'HMGR, el model d’interaccions també ofereix la possibilitat que KLC1
i PR2A1 es regulin mutuament. Per exemple, una possibilitat seria que PR2A1 regulés |'estat de
fosforilaciéo de KLC1, i que aix0 alterés la seva capacitat d’unié a la regidé NT1L. En aquest sentit,
recentment s’ha constatat que, en sistemes animals, I'estat de fosforilaci6 de les cadenes
lleugeres de quinesina regula la seva capacitat d'unié a les carregues que han de ser
transportades (Morfini et al., 2002).
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Els resultats d’interacci6 HMGR1L-KLC1 presentats en aquest treball suggereixen
fortament que la isoforma HMGR1L seria una diana de la KLC1. Tot i aixi, queda un gran cami
per recorrer en el sentit d’identificar i caracteritzar la formacié dels corresponents complexos in

vivo, aixi com determinar quines sén les implicacions funcionals dels mateixos.

4.5.4 Implicacions funcionals de la interaccié de la KLC1 amb I’'THMGR1L

Ja s’ha comentat en diferents punts d’aquesta memoria que I'Unica diferéncia entre les
isoformes HMGR1S i HMGR1L és que aquesta presenta una extensiéo de 50 aminoacids (regid
1Lextra) en posicié N-terminal, (figura 28). En l'apartat 3.2 s’ha determinat que la sola
presencia d'aquesta regid determina un canvi en la localitzacié subcel-lular de les quimeres
1S:GFP (que s’‘acumula principalment en estructures vesiculars) i 1L:GFP (exclusiva de RE). La
conclusié és que la regid 1llLextra és un domini que determina una localitzacié subcel-lular
diferencial per les isoformes HMGR1L i HMGR1S. D’altra banda, la regié 1llLextra interacciona
especificament amb la KLC1, una proteina amb homologia amb la cadena lleugera de quinesina.
Es podria hipotetitzar, doncs, que la KLC1 determina la localitzacié de I'HMGR1L a través de la
seva interaccié amb la regié llLextra. Aquesta hipotesi és encara més atractiva si es considera
que les quinesines estan implicades en el transport intracel-lular de vesicules i organels

mitjancat per microtubuls.

En el context d’aquesta hipotesi, existirien diferents mecanismes a través dels quals la
KLC1 determinaria la localitzacié subcel-lular de I'HMGR1L. En una primera opcid, la KLC1
determinaria el transport retrograd de I'HMGR1L desde les estructures vesiculars cap al RE
(figura 65). Aquesta opcié implica que ’HMGR1L conservaria la capacitat de ser transportada a
les estructures vesiculars on es localitza 'HMGR1S. En una segona opcid, la regié llLextra de
I'HMGR1L evitaria, ja d’entrada, que aquesta fos mobilitzada cap a les estructures vesiculars. En
aquest cas, la KLC1 podria formar part de la maquinaria de retencié en el RE responsable de
retornar I'HMGR1L mitjangant un mecanisme de tipus retrieval. Finalment, no s’hauria de
descartar la possibilitat que la KLC1 tingués, de fet, un paper en el transport regulat de
I'HMGR1L cap algun altre tipus d’organel que encara no ha estat identificat. En aquest cas, la
localitzacidé en el RE de I'HMGRI1L vindria determinada per algun altre senyal present en la regié
1lLextra que fos independent de KLC1. Un candidat seria el motiu de triple lisina del motiu N-
terminal conservat de I'HMGRI1L (figura 9), doncs és un motiu basic (tipic de proteines de

membrana que es retenen en RE) no implicat en la interacciéo amb la KLC1 (figura 51).

Per tal de contrastar algunes d’aquestes hipotesis, sembla prioritari identificar aquells
processos i/o teixits on la KLC1 exerceixi una funcid sobre I'HMGR1L. En aquest sentit,
I’elongacié del tub pol:linic és un procés en el qual s’han implicat tant a les quinesines com a
I’'HMGR. En aquest procés, les quinesines participen en el moviment d’organels i vesicules
mitjangat per microtUbuls (revisat per Romagnoli et al., 2003). Tanmateix, s’ha observat que
I'activitat HMGR és necessaria per I’'elongacié del tub pol-linic, doncs plantes mutants en el gen
HMG1 (incapaces de produir les isoformes HMGR1S i HMGR1L) mostren esterilitat masculina
causada per una manca d’aquest procés (Muranaka et al., 2003). Per tant, les dades apunten a

que l'elongacié del tub pol-linic és un procés on es requereix tant de la funcié de la quinesina
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com de la funcié de I'HMGR, fets que el converteixen en un bon candidat per estudiar-hi la
funcié de la interaccié de KLC1 amb I'HMGR1L.

reticle estructures
endoplasmatic vesiculars

HMGR1S —_>

«—

R

Figura 65. Hipotesi de funcié de la interacci6 HMGR1L-KLC1. La proteina KLC1 determinaria
el transport retrograd de I'HMGR1L desde les estructures vesiculars on es troba I'HMGR1S
cap al RE.

HMGR1L @
KLC1
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4.6 MODEL INTEGRAT DE SUBCOMPARTIMENTACIO DE LA
BIOSINTESIS DE MEVALONAT

Un dels objectius del present treball ha estat determinar la localitzacié subcel-lular de
I’'HMGR, aixi com identificar els possibles senyals i/o factors implicats en el seu transport. En
base als resultats obtinguts es proposa el segiient model de compartimentacié subcel-lular de
les diferents isoformes de I'HMGR (figura 66). D'una banda, la isoforma HMGR1S es localitzaria
preferentment en les estructures vesiculars. El procés s’iniciaria amb la insercié de la proteina
en el RE i, posteriorment, es transportaria a aquestes vesicules. El transport vindria determinat
pels residus d’arginina del motiu N-terminal conservat. En contrast amb la isoforma HMGR1S,
I’'HMGR1L es localitzaria exclusivament en el RE, un procés determinat per la regido 1llextra

present en posicié N-terminal de la proteina.

Aquest model de localitzacié de les isoformes d’HMGR implica que la biosintesi de
mevalonat estaria segregada en dos compartiments subcel-lulars: el RE i les estructures
vesiculars. Per tant, aquest model seria consistent amb els models de subcompartimentacio de
la biosintesi d’isoprenoides en subdominis del RE que havien estat proposats amb anterioritat
(Chappell, 1995b; McCaskill, 1998). En el context d’aquests models, es podria pensar que la
localitzacié diferencial de les isoformes d’'HMGR (en RE i estructures vesiculars) determinaria
I'especialitzacio funcional de les mateixes, és a dir, permetria la seva implicacié en la biosintesi

d’isoprenoides particulars.

HMGR1S HMGR1L
reticle
endoplasmatic
HMG-CoA
estructures
vesiculars
RRR HMG-CoA
MVA

Figura 66. Integracio de la PP2A i de la KLC1 en el model de subcompartimentacié de la
biosintesi de mevalonat.
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En aquest treball s’ha pogut constatar que la regié N-terminal citosolica de I'HMGR
constitueix una regié important per I'enzim. D’una banda, s’ha determinat que aquesta regid
juga un paper important per la localitzacié subcel-lular de les isoformes HMGR1S i HMGR1L. A
més, aquesta regid determina interaccions especifiques d’isoforma amb les proteines PR2A1,
PR2A2 i KLC1, fet que suggereix que aquestes interaccions estiguin, de fet, implicades en el
transport intracel-lular de l'enzim. En concret, s’ha determinat que PR2A1 interacciona, de
manera modulada per calci, amb els residus d’arginina del motiu N-terminal conservat de
I’'HMGR1S, fet que suggereix que la PP2A i/o el calci tenen un paper en el trafic de I'enzim entre
el RE i les estructures vesiculars (figura 65). D’altra banda, com que KLC1 interacciona amb la
regio 1lLextra de la isoforma HMGRI1L, es pot pensar que aquesta proteina estaria implicada en
la localitzacié de I'HMGR1L en el RE. Tampoc es pot descartar que la PP2A i/o el calci tinguin un
paper regulador addicional en el cas de la isoforma HMGR1L. Finalment, un dels reptes de futur
consisteix en determinar si la KLC1 és un homoleg funcional de la cadena lleugera de quinesina

i, en tot cas, identificar la parella motora corresponent.
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CONCLUSIONS

1. En experiments de transferéncia de western, anticossos policlonals dirigits contra el
domini catalitic d'HMGR1 reconeixen un patrd de 2 a 4 bandes d’'HMGR d'intensitat variable en
funcié del teixit d’Arabidopsis analitzat. En base a criteris de mobilitat electroforética, patré
d’expressid i interaccidé especifica amb altres proteines, les isoformes HMGR1L i HMGR1S han
pogut ser identificades de manera inequivoca. Aquestes isoformes presenten un patré de
distribucio diferencial: mentre que la isoforma HMGR1L es detecta principalment en fruits, flors,
plantules etiolades i cél-lules de la linia T87, la isoforma HMGR1S esta present en tots els teixits

analitzats excepte en les arrels.

II. Les isoformes HMGR1L i HMGR1S es comporten de manera diferencial en experiments
de fraccionament subcel-lular a partir d’extractes de cél-lules de la linia T87. Mentre que
I’'HMGR1S es detecta principalment en la fraccid que sedimenta a 16.000xg, I'HMGR1L
s’enriqueix en la fraccié que sedimenta a 105.000xg. D'altra banda, mentre que |'extraccié amb
detergents solubilitza totalment la isoforma HMGR1S, I'HMGR1L es manté majoritariament
insoluble. Aquests fets suggereixen que les isoformes HMGR1L i HMGR1S presenten

localitzacions subcel-lulars diferents.

III. S’han generat fusions del domini N-terminal de les isoformes HMGR1L, HMGR1S i
HMGR?2 a la proteina verda fluorescent (quimeres 1L:GFP, 1S:GFP i 2:GFP, respectivament). En
experiments d’expressié transitoria en cél-lules de fulla i de la linia T87 d’Arabidopsis, s'ha
determinat que el domini N-terminal de les isoformes HMGR1S i HMGR2 és suficient per
transportar les quimeres 1S:GFP i 2:GFP a estructures vesiculars de 0.5-2 um. Tanmateix, la
fluorescéncia també s’observa en el reticle endoplasmatic (RE), el qual esta connectat a les
estructures vesiculars. D’altra banda, el domini N-terminal de la isoforma HMGR1L determina
una localitzacié exclusiva en el RE de la quimera 1L:GFP. La localitzacié subcel-lular diferencial
de les proteines de fusié 1S:GFP i 1L:GFP sén consistents amb les diferencies de distribucio
subcel-lular de les isoformes HMGR1S i HMGR1L observades en els estudis de fraccionament. A
més, la identificacid6 d’'HMGR endogena en les estructures vesiculars que contenen la quimera
1S:GFP ha permés concloure que el domini N-terminal de la isoforma HMGR1S, i probablement
també el de I'HMGRI1L i I'HMGR2, constitueix un domini necessari i suficient pel transport i

localitzacid subcel-lular de I’'enzim.

Iv. La regié N-terminal citosolica de les isoformes HMGR1S i HMGR1L esta implicada en la

seva localitzacié subcel-lular.

e La isoforma HMGRI1L és idéntica a la isoforma HMGR1S, pero presenta una extensiod
N-terminal de 50 aminoacids (1Lextra) que determina que ambdues isoformes tinguin
una localitzacié subcel-lular diferent. Per tant, en el context del domini N-terminal de

I'HMGR1, la regié 1Lextra constitueix un domini de localitzacié en el RE.
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e S’ha generat una variant de la quimera 1S:GFP en la qual els tres residus d’arginina
presents a la regid N-terminal citosolica —i que estan conservats a la majoria de les
HMGRs de plantes— s’han substituit per tres alanines. Estudis de localitzacié subcel-lular
han permés determinar que aquests residus tenen un paper rellevant en el transport de

la quimera 1S:GFP a les estructures vesiculars, o bé, en la formacié de les mateixes.

V. L'analisi mitjancant la técnica del doble hibrid ha permeés determinar que els dominis
catalitics de les isoformes HMGR1 i HMGR2 (CD1 i CD2, respectivament) sén capacos de formar
homodimers. D’aquest resultat es desprén que, in vivo, I'HMGR podria formar homodimers o
altres tipus d’estructures multimeriques. Tanmateix, CD1 i CD2 sén capacos d’interaccionar en
el sistema de llevat, fet que planteja la possibilitat de formacié d’heterodimers HMGR1-HMGR2

in vivo.

VI. La regido N-terminal citosolica de la isoforma HMGR1L esta implicada en interaccions
amb altres proteines. La cerca de proteines que interaccionin amb aquesta regié, mitjancant el
crivellatge per doble hibrid d'una genoteca d’expressié obtinguda de plantules etiolades, ha
permeés la identificacio de les proteines PR2A1, PR2A2 i KLC1l. PR2A1 i PR2A2 presenten
homologia amb subunitats reguladores de la proteina fosfatasa 2A (PP2A), mentre que KLC1

presenta similitud amb la cadena lleugera de quinesina de tipus I.

VII. PR2A1 i PR2A2 interaccionen especificament amb les isoformes HMGR1L i HMGR1S, pero
no amb I'HMGR2. La sequéncia peptidica RRRPPKPPVTN present a les isoformes HMGRI1L i
HMGR1S determina la seva interaccié amb la PR2A1. La implicacié dels residus d’arginina del
motiu N-terminal conservat en aquesta interaccid, suggereix que PR2A1 podria jugar un paper
en el transport intracel-lular d’'HMGR1. Aquesta interaccié s’ha determinat en base a les

seglents evidéncies:

e Les analisis mitjangant doble hibrid i GST pull-down han permés identificar que
PR2A1 i PR2A2 interaccionen amb la regié N-terminal citosolica comuna en 'HMGR1S i
I’HMGR1L, perd no amb la de I'HMGR2. La seqliéncia peptidica implicada en la interaccio
s’ha pogut acotar mitjangant la técnica del doble hibrid.

e A partir d’extractes d’Arabidopsis, s’ha pogut determinar que les isoformes HMGR1S
i HMGR1L son retingudes especificament en una matriu que conté GST-PR2A1.

VIII. PR2A1 i PR2A2 so6n subunitats reguladores B de la PP2A que, d’acord amb els estudis
filogenetics, formen part d’'una familia que té 5 membres en Arabidopsis. PR2A1 i PR2A2
s’'uneixen al complex de proteina PP2A a través de la seva interacci6 amb la subunitat
estructural PR65. La interaccié d’'HMGR1L i HMGR1S amb PR2A1 és modulada per calci, fet que

probablement ve determinat pels 2 motius d’unid a calci de tipus EF-hand presents en PR2A1.
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IX. KLC1 presenta similitud amb la cadena lleugera de quinesina de tipus I, i en conserva
una estructura modular equivalent. KLC1 es pot dividir en dos dominis funcionals: un domini
que conté 7-8 repeticions de tetratricopéptid (aminoacids 172-522) i que s’uneix a 'HMGRI1L, i
un domini que podria estar implicat en la modulacié de la seva distribucié subcel-lular
(aminoacids 1-171).

X. KLC1 interacciona amb la isoforma HMGR1L, perd no amb I'HMGR1S ni amb I'HMGR2.
Aquesta conclusié s’ha obtingut a partir dels experiments de doble hibrid, de GST pull-down i de
purificacié de I'HMGR1L mitjangant una matriu d’afinitat que conté GST-KLC1. La regid 1lLextra,
que determina la localitzacié de I'HMGRI1L en el RE, és imprescindible per aquesta interaccié.
Aquest fet suggereix que KLC1 podria jugar un paper en la localitzacié subcel-lular de la
isoforma HMGR1L.
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Abreviatures

IDI
IPP
IPTG
JIP
INK
KHC
KIFs
KLC
LS
MBOs
MC
MEP
MPDC
MVA
MVK
MVP
MVPP
NT
N-terminal
NAA
NADPH
OGT
ORF
pb, kb
PCR
PMD
PMK
PMSF
PP2A
PR65
RE
RNA
rpm
SDS-PAGE
SnRK
SQS
SRP
TPR

5'-UTR, 3'-UTR

Xg
X-Gal

i

Isopentenildifosfat isomerasa
Isopentenildifosfat

Isopropil B-D-tiogalactopiranosid

JNK interacting protein

c-Jun N-terminal kinase (JNK)

Cadena pesada de quinesina de tipus I
Proteines de la superfamilia de les quinesines
Cadena lleugera de quinesina de tipus I
Regid del lumen de I'HMGR
Membrane-bounded organelles

Motiu N-terminal conservat de I'HMGR
2-C-metil-D-eritritol 4-fosfat
Mevalonat-5-difosfat descarboxilasa

Acid mevalonic o mevalonat

Mevalonat quinasa

Mevalonat 5-fosfat

Mevalonat 5-difosfat

Regié N-terminal citosolica de I'HMGR
Amino-terminal

Acid a-naftalenacétic
Nicotinamidoadenin dinucleotid fosfat, forma reduida
O-glicosil transferasa

Pauta de lectura oberta

Parells de bases, kilobases

Reaccio en cadena de la polimerasa
Mevalonat 5-difosfat descarboxilasa
Fosfomevalonat quinasa

Fluorur de fenilmetilsulfonil

Proteina fosfatasa 2A
Subunitat A o estructural de la PP2A

Reticle endoplasmatic

Acid ribonucleic

revolucions per minut

Electroforesi en gel de poliacrilamida-Dodecilsulfat sodic
Snf-1 related kinase (quinasa relacionada amb Snf-1)
Esquale sintasa

Signal Recognition Particle

Repeticions de tetratricopéptid

Regions 5' i 3’ transcrites no traduides
gravetats

5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosid





