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ABREVIATURAS

RE Reticulo Endoplasmico

TGN Red trans del Complejo de Golgi

ERGIC Compartimento Intermediario Golgi-Reticulo
ISGs Granulos de Secrecion Inmaduros

MSGs Granulos de Secrecion Maduros

GEFs Factores Intercambiadores nucleétidos de Guanina
GAPs Proteinas Activadoras de GTPasas

RabGDI Inhibidor Disociacion Rab-GDP

GDF Factores desplazantes de GDI.

GFP Proteina Verde Fluorescente

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Eficacia

GH Hormona del Crecimiento

LROs Orgénulos Relacionados con Lisosomas

LMPs Proteinas Integrales de Membrana Lisosomales
HSP Sindrome de Hermansky—Pudlak

NPY Neuropéptido Y

DCGs Granulos de Secrecion Electrodensos
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RESUMEN

Estudios previos han establecido que las Rab GTPasas funcionan como proteinas que
aseguran la eficiencia y especificidad de la seleccion del cargo, la direccion del movimiento de las
vesiculas y su fusion con las membranas aceptoras dentro de la ruta de secrecion regulada. En
concreto, nuestro laboratorio ha demostrado que Rab18 se une a granulos de secrecion e impide su
movimiento hacia la membrana plasmatica en respuesta a estimulos extracelulares. Ademas,
estudios de doble hibrido de levadura han mostrado que Rabl8 puede interaccionar con los
componentes de BLOCI1 (pallidin y dysbindin-II), complejo multiproteico que participa en la
biogénesis de lisosomas y otros organulos relacionados con la ruta endolisosomal. En este trabajo se
han llevado a cabo diversas aproximaciones experimentales encaminadas a profundizar en el
significado biologico de la interaccion de Rabl8 con los granulos de secrecion, asi como a
confirmar su posible interaccion con componentes del complejo BLOCI, pallidin y dysbindin-II, en
células de feocromocitoma de rata PC12 mediante microscopia confocal. Asi, encontramos que
existe una relacion espacial entre Rab18 y los componentes estudiados del complejo BLOCI1. Por
otra parte, demostramos que la asociacion de Rabl18 a sus granulos diana depende de la red de
microtubulos, ya que se inhibi6 tras el tratamiento de las células con un agente despolimerizador de
microtubulos (nocodazol), sin que éste afectara a la biogénesis de los granulos de secrecion. Estos
hallazgos sugieren que Rabl8 se asocia a granulos de secrecion en un proceso dependiente de
microtubulos, o proteinas asociadas a éstos. Por otra parte, su interaccion con componentes del
complejo BLOCI1 sugiere que Rabl8 podria facilitar la clasificacion y/o empaquetamiento de
enzimas lisosomales incluidas en granulos de secrecion recién formados para su transporte selectivo

hacia el sistema endolisosomal.



OBJETIVOS

Los objetivos planteados en este trabajo son:
1.- Profundizar en el significado biologico de la interaccion de Rab18 con granulos de secrecion.

2.- Confirmar la posible interaccion de Rab18 con los componentes del complejo BLOCI, pallidin
y dysbindin-II, y profundizar en la relacioén espacial y funcional entre estas proteinas en el contexto

de la biogénesis de lisosomas y la ruta de secrecion regulada.



INTRODUCCION

1.- Trafico intracelular de proteinas

1.1. La ruta secretora

La ruta de secrecidon es un proceso complejo que comprende numerosas etapas en las que
participan de manera secuencial diferentes procesos celulares: sintesis de proteinas, maduracion
post-traduccional, clasificacion en vesiculas de secrecion y su envio controlado hacia su destino
final [1]. Las proteinas transportadas a lo largo de la ruta secretora son sintetizadas por ribosomas
asociados a la membrana del reticulo endoplasmico (RE) y translocadas al lumen de este organulo.
Una vez en el RE, las proteinas se pliegan adquiriendo su conformacion funcional, se clasifican y
empaquetan en vesiculas de transporte que pasan a través del compartimento intermediario Golgi-
RE (ERGIC) [Figura 1] y desembocan en las cisternas cis del Complejo de Golgi. En las cisternas
mas distales, la red trans del Golgi (TGN), las proteinas son clasificadas de nuevo y empaquetadas

en diferentes tipos de vesiculas que, de acuerdo al destino de las proteinas [2], puede clasificarse en:

-Ruta de secrecién constitutiva: tiene lugar en todos los tipos celulares y es la encargada de la

continua reposicion de lipidos y proteinas a la membrana plasmadtica y a la matriz extracelular.

-Ruta de secrecion regulada: es un sello distintivo de células excitables; comprende diferentes pasos

secuenciales, que incluyen la sintesis de proteinas asociadas al RE, su modificaciéon post-
traduccional, la clasificacion y el empaquetado de las proteinas en vesiculas de transporte y el

trafico especifico hacia sus compartimentos diana

-Ruta endolisosomal: las proteinas destinadas a los lisosomas (hidrolasas acidas) son reconocidas y

modificadas en la red cis del Golgi, mediante la adiciéon de un grupo de manosa-6-fosfato que es
capaz de separar las hidrolasas lisosomales del resto de las moléculas, el cual es reconocido por el
receptor de manosa-6-fosfato (M6PR) en el TGN y transportadas hacia los lisosomas mediante

vesiculas de transporte recubiertas de clatrina [3].
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Figura 1. Después del correcto plegamiento y ensamblado, las proteinas destinadas a la ruta secretora se
separan selectivamente de las proteinas residentes en el RE. Este proceso ocurre en regiones especificas de
salida del RE, que corresponden a subdominios de membrana altamente organizados y dispersos en la
superficie del RE y en regiones adyacentes. Este Compartimento Intermediario ER/Golgi (ERGIC) actua
como una estructura dindmica entre el RE y el Golgi[6].

La transferencia de proteinas entre los diferentes compartimentos de la ruta de secrecion esta
mediada por las vesiculas de transporte, comprendiendo varias etapas: los complejos de cubierta
forman las vesiculas de transporte, las cuales pierden la cubierta proteica y se movilizan hacia el
compartimento aceptor gracias a su asociacion con proteinas motoras que interaccionan y se
mueven a lo largo de las redes del citoesqueleto celular. Cerca del compartimento aceptor, las
vesiculas se unen de manera transitoria a la membrana aceptora mediante complejos
multifactoriales, anclandose, fusionandose y permitiendo la descarga de su contenido al
compartimento [4]. Estos procesos se encuentran controlados por proteinas que aseguran la
eficiencia y especificidad de la seleccion del cargo, asi como la direcciéon de movimiento de las
vesiculas y su fusion con las membranas aceptoras. Entre estas proteinas podemos mencionar los

factores de anclaje, complejos v-SNARE y t-SNARE y proteinas Rab GTPasas [2,5].

1.2. Clasificacion y trafico de las proteinas de secrecion

Para explicar los procesos de clasificacion de las proteinas en el TGN se han propuesto dos
modelos. El primero y mdas popular, la hipotesis sorting-for-entry, propone al TGN como el
compartimento donde tiene lugar la clasificacion de proteinas de secrecion [7,8,9,10]. Segln este
modelo, las proteinas serian clasificadas mediante su interaccion con receptores de clasificacion que
reconocerian un amplio espectro de proteinas de secrecion, las cuales serian empaquetadas en
granulos de secrecion de nueva formacion o inmaduros (ISGs). Este proceso requiere que un solo
receptor de clasificacion sea capaz de empaquetar en los granulos de secrecion nacientes un numero

importante de proteinas de secrecion al mismo tiempo.

El otro modelo que explicaria la clasificacion de proteinas, el modelo de sorting-by-

retention, fue propuesto a partir de los resultados obtenidos en experimentos llevados a cabo en
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células B-pancredticas. En estas células, la insulina forma agregados tras su empaquetamiento en
ISGs, lo que condujo a proponer que, en lugar de una clasificacion activa de proteinas en el TGN, la
mayor parte del proceso de clasificacion tendria lugar en ISGs post-Golgi. Segun este modelo, el
TGN actuaria como un compartimento de clasificacion no selectivo que daria lugar a ISGs con
proteinas de secrecion regulada y constitutiva. Este Gltimo grupo de proteinas seria excluido de los
ISGs gracias a su unién a receptores de clasificacion y/o a sus ineficientes propiedades de retencion

[7,8,11].

Independientemente del modelo de clasificacion que se lleve a cabo, una de las cuestiones
mas elusivas en Biologia Celular es como la célula es capaz de reconocer, separar y empaquetar
proteinas con un destino determinado en vesiculas de secrecion concretas. En el caso de la
clasificacion y empaquetamiento de proteinas de secrecion regulada, este proceso ocurre como se

explica a continuacion.

2.- Biogénesis de los granulos de secrecion

Los granulos de secreciéon se encuentran en todas las células exocrinas, endocrinas,
neuroendocrinas y neuronales. La formacion de estas vesiculas se inicia en el TGN, dando como
resultado la secrecion de proteinas empaquetadas de forma concentrada en los granulos secretores.
La exocitosis no estimulada de estos granulos se produce en niveles bajos, pero la secrecion
regulada a través de estimulos externos desencadena la fusion de numerosos granulos de secrecion

con la membrana plasmatica [10,12].

La via secretora regulada es unica para células endocrinas, neuronales y exocrinas [Figura
2]. Desde que Bennett describié por primera vez la formacion de los granulos de secrecion en
células cromafines en 1941, se ha aprendido mucho sobre su proceso de biogénesis. Este proceso
implica la gemacion de los granulos secretores inmaduros (ISGs) desde el TGN, seguido por una
serie de pasos de maduracion para formar los granulos secretores maduros (MSGs). Estos incluyen
la acidificacion de los ISGs recién formados para activar las convertasas de prohormonas y
carboxipeptidasas necesarias para el procesamiento de las proteinas de la via de secrecion regulada,
la eliminacion de las proteinas secretoras constitutivas y las enzimas lisosomales erroneamente
empaquetadas en ISGs, la pérdida de la cubierta de clatrina y otras proteinas de los ISGs y la
eliminacion de agua y la condensacion del contenido de los granulos para formar los MSGs. Los
MSGs a continuacion, se mueven hacia la superficie celular, donde esperan un estimulo extracelular

que induzca su fusién con la membrana plasmatica y la liberacion de su contenido [Figura 2 ,13].
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Como se ha mencionado, en un momento concreto del proceso, los ISGs contienen proteinas
no destinadas a la ruta de secrecion regulada que deben ser excluidas especificamente de estos
granulos, permitiéndole su maduracion. Entre ellas, se pueden encontrar enzimas lisosomales. Estas

proteinas deben pues ser excluidas de los ISGs y transportadas especificamente hacia los lisosomas.

Los lisosomas son organulos dindmicos que gestionan la degradacion de productos
procedentes de las rutas endocitica, fagocitica y autofagica. La funcion de los lisosomas no se limita
a la degradacion de proteinas, también se fusionan con la membrana plasmatica en respuesta a la
lesion celular o a un aumento en la concentracion citosdlica de calcio, asi como también pueden
tener funciones secretoras mas especializadas en algunos tipos celulares [14,15]. La funcion de los
lisosomas se complementa con los orgdnulos relacionados con lisosomas (LROs), tales como
melanosomas, granulos liticos, complejo mayor de histocompatibilidad de clase II y granulos

densos de las plaquetas.

3.- Biogénesis de lisosomas

3.1. Aspectos generales

El transporte de las proteinas lisosomales recién sintetizadas puede ser directo, a partir de la
TGN al sistema endosomal, o indirecto lo que implica el transporte a la membrana plasmatica y la
posterior endocitosis. La via directa se efectia mediante el transporte de hidrolasas lisosomales a
través del receptor de manosa-6-fosfato. Por el contrario, se sabe muy poco acerca de los
mecanismos estructurales y moleculares para el transporte de las metaloproteinas lisosomales hacia
lisosomas [16]. El endosoma temprano es el principal compartimento de clasificacion de la via

endocitica, en el que muchos ligandos se disocian de sus receptores en el pH acido de la luz y
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muchos receptores se reciclan a la superficie celular [17].

La via endocitica de degradacion se basa en un intercambio constante de entrada y salida de
las membranas y multiples eventos de fusion resultan en la remodelacion gradual de un

intermediario endosomal en una etapa endosomal posterior, un proceso llamado maduracion [16,

Figura 3].
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Figura 3. La biogénesis lisosomal requiere la participacion concertada de las vias biosintética y endocitica.
Los lisosomas reciben la carga destinada a la degradacion, asi como nuevas proteinas lisosomales recién
sintetizadas por la via endocitica (flechas verdes). Desde la TGN, las enzimas lisosomales pueden seguir la
via secretora constitutiva (flechas azules) a la MP y, posteriormente, llegar a lisosomas por endocitosis.
Ademas, las proteinas lisosémicas pueden seguir una via intracelular directa (flechas rojas) para el sistema
endolisosomal. La via intracelular directa mejor caracterizada es el transporte dependiente de clatrina de
hidrolasas lisosomales por los receptores de manosa-6-fosfato (M6PRs). La literatura disponible sugiere que
hay multiples vias para ambos hidrolasas lisosomales y proteinas de membrana lisosomal, que pueden entrar
en la via endolisosomal en las distintas etapas de la maduracion (flechas grises). Las flechas negras
representan multiples vias retrogradas de endosomas [16].

Existen tres hipotesis alternativas para explicar la biogénesis de lisosomas: la primera
implica el transporte vesicular entre los dos orgénulos por analogia con muchos pasos del trafico de

membrana intracelular, tanto de la via endocitica como con la via secretora [17].

La segunda hipotesis se denomina “kiss and run”. Storrie y Desjardins (1996) propusieron
esta hipotesis debido al descubrimiento de un orgénulo hibrido encargado del almacenamiento de
hidrolasas 4cidas y fusionable con endosomas tardios. No obstante, la presencia de hidrolasas
activas en endosomas tardios, llevo a pensar que el organulo hibrido podria actuar como el principal
lugar para la hidrélisis de macromoléculas endocitadas. Los lisosomas se separan de los organulos
hibridos por un proceso de maduraciéon que incluye la condensacion de los contenidos y la
eliminacion de algunas proteinas de la membrana y el contenido soluble, andlogo a lo que ocurre

durante la maduracion de ISGs [18].

La tercera hipotesis implica la fusion directa y completa entre endosomas tardios y
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lisosomas con la posterior recuperacion de los lisosomas para su reutilizacion. Esta hipotesis puede
considerarse como una extension del “kiss and run”. Como morfolégicamente se parecen a los
granulos de secrecion, se especuld que su funcion era almacenar las enzimas lisosomales maduras y
se propuso que se fusionan periddicamente con endosomas tardios de una manera regulada para
formar un compartimiento, 'el estdmago celular', en el que se produce los procesos de degradacion.
Aunque atn no existen pruebas directas que apoyen esta hipotesis, hay una clara evidencia de la

fusion directa de estos organulos [17].

3.2. Trafico de membrana hacia los lisosomas.

Los lisosomas son organulos dinamicos que reciben la entrada del trafico de membrana
procedente de las vias biosintética, endocitica y autofigica. Pueden ser considerados como
organulos de almacenamiento de hidrolasas acidas y son capaces de fusionarse con endosomas
tardios para formar organulos hibridos donde se produce la digestion de las macromoléculas

endocitadas [18,19].

Hay tres rutas bien descritas en la entrega de macromoléculas a los lisosomas, tal y como

podemos observar en la Figura 4.

- Endocitosis: en la via endocitica convencional, sigue habiendo disputas sobre si el trafico de
membrana a partir de endosomas tempranos y tardios se produce a través de la maduracién o
mediante la formacion de una vesicula endocitica portadora, como resultado de la captacion por
endosomas tempranos de una isoforma de COP-I responsable del trafico retrogrado. Como se
describio anteriormente, eventos de “kiss and run” y fusiéon directa entre endosomas tardios y
lisosomas, proporciona los principales medios de entrega a los lisosomas. La morfologia general de
compartimentos endosomales es consecuencia de los eventos de fusion que se producen en la via
endocitica, en particular, fusiones homotipicas de endosomas tempranos, endosomas tardios y
lisosomas, asi como fusiones heterotipicas entre vesiculas endociticas y endosomas tempranos,

vesiculas endociticas y endosomas tardios y endosomas tardios y lisosomas [18].

- Ruta biosintética: las hidrolasas acidas sintetizadas se entregan a los lisosomas después de ser
etiquetadas con manosa 6-fosfato en la cara cis del complejo de Golgi y de unirse a los receptores
de manosa-6-fosfato en la TGN. Las hidrolasas enlazadas se entregan primero a los endosomas,
donde se disocian de los receptores como resultado del pH de la luz acida, permitiendo el regreso de
los receptores a la TGN para su reciclaje. Eventos de fusion entre endosomas y lisosomas
preexistentes pueden ser los principales mediadores de la entrega de los endosomas a los lisosomas.

Hasta hace poco, se pensaba que los receptores de manosa-6-fosfato eran reclutados en depresiones
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revestidas de clatrina en el TGN por medio de la proteina adaptadora AP-1; este adaptador es uno
de los cuatro: AP-1, AP-2 (utilizado en depresiones revestidas de clatrina en la MP), AP-3 y AP-4.

Todos estos adaptadores son proteinas utilizadas en la via post-Golgi secretora y via endocitica
[17,18].

- Autofagia: cuando se produce escasez de nutrientes, se estimula el proceso de la autofagia, lo que
resulta en el recubrimiento de una parte del citoplasma por la membrana para formar un

autofagosoma que es capaz de fusionarse con los lisosomas [18].

___—"esma  Figura 4. Principales rutas de trafico molecular

TreEseame hacia los lisosomas [18].
Bacterium—/~ — -

Phagocytosis - =22 Primary

\J".:- lysosome
> (=02

Primary lysosome —

£ B

Endocytosis

Ol = - ">/ Secondary
= > (5r > L K
<& - .. \ s -\ lysosome
Early Late =
endosome endosome
AE_"._ Primary
Mitochondrion =s+  lysosome
ER

Autophagosome

- (D

Autophagy

3.3. Papel de los complejos BLOC en la biogénesis de lisosomas

Los organulos relacionados con lisosomas (LORs) estdn presentes en un amplio rango de
tipos celulares e incluyen granulos liticos, cuerpos lamelares pulmonares, granulos densos de las
plaquetas y melanosomas, siendo estos ultimos los mejor estudiados hasta el momento. La
biogénesis de los melanosomas y otros LROs requiere el complejo de proteina adaptadora AP-3 y
tres complejos de biogénesis de organulos relacionados con lisosomas (BLOC). Los componentes
de los complejos BLOC fueron descubiertos a partir del andlisis genético del sindrome de
Hermansky-Pudlak (HPS) humano y de los fenotipos de pigmentacion en ratones. BLOC1, BLOC2
y BLOCS3 contienen ocho, tres y dos subunidades, respectivamente. Las funciones a nivel molecular
de los complejos BLOC siguen siendo uno de los problemas no resueltos centrales de la biogénesis
de LROs [20]. Varios estudios han demostrado que los tres bloques se han encontrado de forma

soluble en el citosol, asi como asociados a las membranas.

La formacion defectuosa de LROs subyace a la enfermedad humana de Hermansky-Pudlak
(HPS). Es una enfermedad autosomica recesiva rara que se caracteriza por reduccion de piel, pelo,
pigmentacion de los ojos y didtesis hemorragica; en ocasiones se producen sintomas adicionales,

como la fibrosis pulmonar, colitis granulomatosa o neutropenia. Hasta la fecha, se han identificado
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nueve subtipos de HPS en humanos (HPS 1-9) y sus genes asociados. Todos los productos de
proteinas de HPS estdn implicados en la biogénesis de LROs, tales como melanosomas en

melanocitos y granulos delta en plaquetas, y todos son componentes de uno de los cuatro complejos

de proteinas: BLOC1, BLOC2, BLOC3 o AP-3 [21, Figura 5].

Figura 5. Las proteinas HPS
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principales proteinas afectadas por cada complejo HPS (ATP7A, tirosinasa, Tyrpl, LAMP1). BLOCI se
sabe que se une a la proteina de fusion de vesicula, sintaxina 13, que se localiza en la etapa I (melanosomas
recubierto de endosomas). BLOC2 y AP-3 pueden interactuar con clatrina. La maduracion de los
melanosomas se muestra por separado, junto con las etapas afectadas por mutaciones en cada complejo de
HPS. Las mutaciones en la subunidad d del complejo AP-3 afectan a la maduracion de los melanosomas
entre las etapas Il y IV [21].

BLOC1 contiene ocho subunidades proteicas: pallidin, muted, dysbindin, cappuccino,
snapin, BLOS1, BLOS2 y BLOS3. BLOC?2 tiene al menos tres subunidades, HPS3, HPS5 y HPS6.
BLOC3 consta, al menos, de HPS1 y HPS4. Se ha demostrado que estan involucrados en el
transporte endosomal a través de la interaccion entre los complejos o la accion secuencial entre
ellos. Una mejor comprension de sus funciones biologicas requiere la diseccion de los mecanismos
de ensamblaje de cada complejo y las interacciones de cada subunidad BLOC. Las interacciones
entre complejos se pueden dividir en dos categorias: intra-complejo, se refiere a la interaccion entre
subunidades dentro de un complejo y/o extra-complejo, donde la interaccidon representa la union de
una subunidad de un complejo con otras proteinas fuera del complejo para jugar papeles
fisiologicos importantes. Estas interacciones forman una red en el transporte endosomal para

ejecutar varias funciones fisiologicas [22] que serdn explicadas a continuacion.
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Figura 6. Componentes del complejo 1 de biogénesis de
organulos relacionados con lisosomas (BLOCI1). Se
compone de muted, snapin, capuccino, dysbindin, BLOSI,
BLOS2, BLOS3 y dos subunidades de pallidin. Se

napm muestran las interaciones fisicas directas entre las
/—‘ diferentes subunidades, segun lo determinado por el ensayo
BLOS — en levaduras de dos hibridos. Todas estas subunidades,

excepto BLOS3, contienen regiones coil-coil implicadas en

~— 1.\_ BLOSZ
T las interacciones proteina-proteina [23].

Esta "red BLOC" no es un complejo estatico, sino dindmico (temporal y espacialmente). Es
probable que estos complejos lanzadera de ida y vuelta actuen entre los endosomas, citosol y el
citoesqueleto durante la gemacion de vesiculas, el movimiento y la fusion. También puede existir
una red BLOC especifica de tejidos o especie. Por lo tanto, la apariencia fisica de una "red BLOC"

depende del método de purificacion, especie, tipo de célula y el estado [22].

BLOCT se localiza en endosomas tempranos y promueve el trafico de proteinas especificas
desde estos organulos a LROs y vesiculas sindpticas. Actualmente se desconoce como BLOCI1
interviene en la clasificacion de proteinas de estos compartimentos. BLOC1 en mamiferos se
compone de 8 subunidades, algunas de las cuales parecen estar ampliamente conservadas en

eucariotas, lo que sugiere que BLOCI es un antiguo regulador del trafico intracelular [22].

3.4.1. Interactoma de BLOCI1

Interacciones intra-complejo: la identificacion de pallidin y muted facilit6 el descubrimiento

del complejo de proteinas BLOCI1. Aunque no se observd ninguna interaccion especifica entre
pallidin humana y muted en ensayos de levaduras de doble hibrido, experimentos de co-
inmunorecipitaciéon confirmaron que tanto pallidin como muted son subunidades de BLOCI. Del
mismo modo, la proteina capuccino fue identificada como la tercera subunidad de BLOCI1 por co-
precipitacion y co-sedimentacion. Dysbindin fue identificada como la cuarta subunidad de BLOCI,
interactuando y uniéndose con pallidin y muted. Experimentos de cromatografia demostraron que
estas tres proteinas co-residen en el complejo BLOCI con una masa molecular estimada de 221-247
kD. Se llevaron a cabo enfoques bioquimicos para identificar las subunidades desconocidas de
BLOCI1, apareciendo cuatro subunidades adicionales: snapin, BLOS1, BLOS2 y BLOS3. Diversos
experimentos de coinmunoprecipitacion y cosedimentacion confirmaron que BLOS3 interactia con
pallidin, capuchino y muted. Una vez descubiertas estas 8 subunidades, ciertos autores se
preguntaron si habian sido identificadas todas las subunidades del complejo. La masa molecular
teorica de BLOCI si el complejo contiene una copia de cada uno de las 8 subunidades conocidas

seria de 170,4 kD. Por tanto, es posible que BLOCI1 pudiera contener més de una copia de algunas
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de las subunidades conocidas o subunidades adicionales no identificadas [22, Figura 7].

Interacciones extra-complejo: cada subunidad de BLOCI1 puede tener funciones fisiologicas

adicionales a través de sus asociaciones de interaccién con otras moléculas fuera del complejo.
Dysbindin, snapin y pallidin son bien conocidas por estar implicadas en estas interacciones
complejas, las cuales proporcionan nuevos conocimientos sobre la posible funcion molecular de

BLOCI1 [22, Figura 7].

Extrinsic interactions

Intrmsnc interactions

6 otaxint3 ° G . Figura 7. Interacciones
Slocs napln SNA"“ @ intrinsecas.y extrinsecas
‘. o entre las diferentes
l subunidades formadoras
! H A e aiNrte del complejo BLOCI.
AP-3

VGLUT1

3.4.2 Descripcion detallada de las subunidades del complejo BLOC1 en estudio:

» Dysbindin-II - se sabe que BLOC-1 se asocia
con el complejo AP-3 fisica y funcionalmente. El @ -

complejo AP-3 estd involucrado en la formacién de G

los LROs y un subconjunto de vesiculas sindpticas

Figura 8.
Cristalografia
en rayos X de
dysbindin-II

tales como la proteina relacionada con la tirosinasa 1,

proteina de membrana de los melanosomas, proteinas §"¢

asociadas a la membrana lisosomal y transportador 3

de zinc. BLOC-1 se asocia con el complejo AP-3 a través de la interaccion directa de Dysbindin-II

con la subunidad p del complejo AP-3 [26].

Las diferentes isoformas se localizan en compartimentos subcelulares: isoforma I se localiza
en la membrana de la vesicula citoplasmatica, membrana de endosomas y membrana de
melanosomas; se detecta en axones y dendritas de células neuronales y en elementos tibulo-
vesiculares en las proximidades del G y de melanosomas; se expresa en la corteza cerebral,
hipocampo y frontal. La isoforma II, la que nosotros estudiaremos en este trabajo, se localiza en la
membrana de la vesicula sinaptica y/o citoplasmatica, membrana de endosomas y de melanosomas

[24].
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Dysbindin-II se identifico hace 10 afios como una proteina de expresion ubicua de funcion
desconocida, procediéndose a la cristalizacion de su estructura tridimensional, tal y como se
muestra en la figura 8. En los afios siguientes, la proteina y el gen que la codifica, DTNBP2, se han
convertido en el foco de una intensa investigacion por pruebas genéticas e histopatologicas que
sugieren un papel potencial en la patogénesis de la esquizofrenia. En el cerebro, sin embargo,
dysbindin-II se asocia a multiples complejos para desempefiar una amplia variedad de funciones,
incluyendo regulaciéon de la transcripcion de neuritas, la formacion de la espina dendritica,
biogénesis y exocitosis de la vesicula sinaptica y el trafico de receptores de glutamato y dopamina
[25]. Expresion de dysbindin-1I se reduce en hipocampo y areas corticales de los pacientes con
esquizofrenia, destacando la relevancia de DTNBP2 y dysbindin-II en las vias moleculares que
conducen a la esquizofrenia. Las vesiculas que contienen BLOC1 y AP-3 participan en una ruta
celular que culmina con la entrega de la carga entre los endosomas tempranos y el sistema

endosomas tardios/lisosomas [27].

Dysbindin-II interactua con a-/B-dystrobrevins y distrofina en ensayos de dos hibridos en
levaduras, coinmunoprecipitacién y colocalizacion, indicando que dysbindin-II se asocia con el
complejo proteico asociado a la distrofina. Dysbindin-II fue separado de a-/B-dystrobrevins y
distrofina por cromatografia de exclusion de tamafio o cosedimentacion, lo que indica que las
dystrobrevins no son subunidades de BLOCI1. La misma region de 69 residuos del primer dominio
de dysbindin-II que se une a dystrobrevin in vitro contiene los sitios de union para pallidin y snapin,
y al menos parte de la region de unién a muted. Sin embargo, los estudios in vivo revelaron que
dysbindin-II ensamblada en BLOC1 no es un compaiiero de unién fisioldgico de dystrobrevins. Es
probable que la unién de dysbindin-II a pallidin u otras subunidades de BLOCI1 desplazan
constitutivamente a dystrobrevin, o que diferentes isoformas de dysbindin-II interactian con

diferentes subunidades [24,30].

» Pallidin > clonacién del gen PLDN reveld que

Figura 9

pallidin es una nueva proteina de 172 residuos de -

aminoacidos, habiéndose descubierto y cristalizado su g %
estructura tal y como se muestra en la Figura 9. Ensayos
de dos hibridos en levaduras e inmunoprecipitacion -

‘SSFTT

proteina t-SNARE involucrada en el acoplamiento y fusion de vesiculas entre endosomas tempranos

demostraron que pallidin interactiia con syntaxin 13, una

y endosomas de reciclaje. Esta interaccion sugiere que pallidin podria estar implicada en una

operacion de fusion de vesiculas de melanosomas y granulos densos de plaquetas. Proteina pallidin
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humana tiene un peso molecular de 25 kDa [28]. Mediante el uso de un anticuerpo policlonal de
conejo frente a pallidin, se encontrd que la proteina existe en una forma soluble y en una forma
asociada a la membrana, comportandose como una proteina de membrana periférica [29]. Se
localiza en el citoplasma y en el sistema de endomembranas, estando ampliamente expresada a

nivel tisular.

4.- La familia de proteinas Rab GTPasas

4.1. Aspectos generales

Las proteinas Rab se incluyen dentro de la superfamilia de proteinas GTPasas de bajo peso
molecular Ras. Estas proteinas participan en el control de multitud de etapas del trafico intracelular
de membranas, controlan la biogénesis de las diferentes vesiculas de transporte intracelular y actuan
como sefializadores intracelulares [31]. Estas GTPasas también confieren especificidad en el
direccionamiento correcto de las vesiculas de transporte hacia el compartimento aceptor mediante
su interaccion con motores moleculares, el reclutamiento de estos hacia la superficie de las
vesiculas y la modulacion de la procesividad del motor molecular a lo largo de la red del

citoesqueleto [32,33,34].

Las proteinas Rab funcionan como interruptores moleculares regulados, ciclandose entre
un estado inactivo en el que la proteina se encuentra unida a GDP y soluble en el citosol, y un
estado activo en el que la GTPasa presenta GTP, lo que permite su interaccion con membranas
intracelulares [35,36,37]. El gran numero de funciones que cumplen las GTPasas Rab ha hecho que
se acepte la idea de que estas proteinas son constituyentes centrales necesarios para dirigir la
organizacion del sistema de endomembranas, por lo que disfunciones que afectan la sintesis y/o la

actividad de estas GTPasas conllevan a la aparicion de graves enfermedades humanas [38].

Analisis gendmicos han mostrado que la familia de proteinas Rab estd compuesta por mas
de 60 miembros diferentes en humanos [37,38]. Las diferentes GTPasas Rab se localizan en
compartimentos distintos y estan segregadas en microdominios espacio-temporales especificos [39].
Actlian en conjuncion con un amplio rango de proteinas accesorias (efectores de proteinas Rab) que
bien regulan la actividad de las proteinas Rab o son reguladas por la activacion de estas, siendo las
responsables de traducir la funcion especifica de la proteina Rab en la maquinaria molecular que

dirige el posicionamiento intracelular de vesiculas [40].
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4.2. Caracteristicas estructurales y funcionales

La activacion de las proteinas Rab mediante el intercambio de GDP por GTP conlleva
cambios conformacionales en la estructura terciaria de estas proteinas. Este intercambio estd
catalizado por los factores intercambiadores de nucleotidos de guanina (GEFs), que debilitan la
interaccion de GDP con la molécula y facilitan su liberacion y la union de GTP [41]. La elevada
proporcion de GTP/GDP existente en el citosol permite que el GTP se una con rapidez a la proteina
Rab y se produzca la activacion y translocacion de ésta a su correspondiente compartimento diana

[Figura 10, 43].

Las Rab GTPasas poseen una capacidad para hidrolizar GTP muy reducida, requiriendo la
ayuda de proteinas activadoras de GTPasas (GAPs) para acelerar y hacer eficiente este proceso. Las
proteinas GAP se unen a proteinas Rab particulares debido a su localizacion subcelular especifica
que puede determinar la interaccion de la proteinas GAP con proteinas reguladoras concretas [43].
Las proteinas inhibidoras de la asociacion Rab-GDP (RabGDI) previenen la liberaciéon de GDP,
estabilizando a la proteina Rab en su forma inactiva, mientras que los factores disociadores de GDI

(GDF) reconocen a complejos Rab-RabGDI especificos y promueven la liberacion de GDI [42,44].

Figura 10: La conversiéon de Rab-GDP en Rab-GTP

GDP\GDJ GTP GDP se produce a través del intercambio de GDP por

Sy Ryt ‘QRAB'/QBF\ = GTP, catalizado por un factor de intercambio de
— G D nucledtidos de guanina (GEF) que provoca un

GGD GiE GTP@‘%ﬁ cambio conformacional en la proteina Rab. La

RAB &D - conformacion GTP "activa" es reconocida por

GDP ij@yoh multiples proteinas efectoras y se convierte de nuevo

\\% ) a la forma GDP 'inactiva' mediante la hidrolisis de

~ GTP, estimulada por una proteina activadora de

GTPasa (GAP). Las proteinas Rab de nueva sintesis,

P, en su forma unida a GDP, son reconocidas por una

proteina Rab escolta (REP), quien las presenta a una geranilgeranil transferasa (GGT). Rab geranil-
geranilado unida a GDP es reconocida por una proteina inhibidora de la disociaciéon de Rab-GDP (GDI), que
impide que la proteina se una a GTP [43].

4.3. GTPasa Rab18

Desde hace algunos afios, nuestro laboratorio se ha centrado en determinar y estudiar las
caracteristicas bioquimicas y funcionales de la proteina Rabl8, permitiéndonos descubrir que

participa activamente en la ruta de secrecion regulada.

Fue clonada a partir de células AtT20 de hipofisis de raton, obteniéndose que la secuencia
de cDNA aislada codifica para una proteina de 23.5 kDa que presenta un dominio de unién a GTP y

otros motivos tipicos de la familia de proteinas Rab. Diferentes andlisis mostraron que se expresa de
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manera ubicua, pero mas prominente en tejidos neuroendocrinos, incluyendo cerebro e hipofisis
[45]. Previamente a su liberacion al citosol, Rabl8 sufre prenilacion y la adicion de grupos
carboxil-metilo en el dominio hipervariable. Una vez liberada, puede comenzar a ciclarse entre su
conformacién citosolica inactiva (unida a GDP) y su conformacién activa asociada a membrana

(unida a GTP) [46].

En cuanto a la localizacion intracelular de Rabl8, estudios de microscopia confocal y
electronica han demostrado que Rab18 se asocia a la superficie de granulos de secrecion en células
neuroendocrinas PC12, AtT20 y melanotropas [48], a la superficie de gotas lipidicas en adipocitos
[48] y a las membranas de los compartimentos cis-Golgi y RE en fibroblastos NRK, Vero y COS7
[47]. Estas observaciones indican que la localizacion intracelular de Rab18 depende fuertemente del
tipo celular considerado, lo que sugiere que esta GTPasa puede cumplir distintas funciones que

dependen de la especializacion celular y de su posible interaccidon con proteinas efectoras diferentes.

En lo que respecta a la funcion de Rab18 en la ruta de secrecion regulada, un estudio previo
llevado a cabo en este laboratorio sugirié6 que Rab18 cicla entre el citosol y la superficie de una
poblacion discreta de granulos de secrecion en respuesta a la activacion de esta ruta [48]. Mediante
ingenieria genética se construyeron dos mutantes de Rabl8 que presentan sustituciones de
aminoacidos especificos en el sitio de unién a GTP y se marcaron con la proteina verde fluorescente
(GFP): el mutante Rab18 S22N, deficiente en la union de GTP y constitutivamente inactivo, y el
mutante Rabl8 Q67L incapaz de hidrolizar GTP y, por tanto, constitutivamente activo.
Experimentos de transfeccion de células PC12 y AtT20 con las proteinas mutantes demostraron que
Rabl18 Q67L siempre se encontraba unido a granulos de secrecién en condiciones basales y
estimuladas, mientras que el mutante Rabl8 S22N permanecia en el citosol incluso tras la

estimulacion de la secrecion hormonal [48].

En relacion al papel especifico de Rab18 en células neuroendocrinas, en este estudio se
demostré que la translocacion de la proteina a granulos de secrecion estaba acompafiada de una
reduccion de la respuesta secretora de las células a estimulos extracelulares. Cuando Rab18 silvestre
o el mutante constitutivamente activo eran sobrexpresados en células PC12, la tasa de secrecion
celular en respuesta a un pulso despolarizante de K™ resulté significativamente menor que en las
células control [48,49]. Por tanto, estos datos son consistentes con la idea de que la interaccion de
Rab18 con granulos de secrecion supondria un freno en el trafico de granulos para controlar la
cantidad de producto liberado en respuesta a sefiales extracelulares estimuladoras de la ruta de

secrecion regulada.
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Con el objetivo de identificar las proteinas que interaccionan con Rabl18 (efectores) y que
son las responsables ultimas de traducir la sefial de la GTPasa en la ruta de secrecion regulada se
llevaron a cabo experimentos de doble hibrido de levadura. A partir de estos experimentos se
pudieron identificar numerosas proteinas efectoras de Rabl8, entre las que se encuentran varios
miembros del complejo BLOCI (i.e. pallidin y dysbindin-II). Estos datos sugieren que Rab18 puede
jugar un papel en la biogénesis de lisosomas controlando el reclutamiento y/o ensamblaje del
complejo BLOCI. En este trabajo, se ha profundizado en la asociaciéon de Rab18 con granulos de
secrecion y analizado la distribucion espacial de Rab18 con respecto a pallidin y dysbindin-II en
células neuroendocrinas de feocromocitoma de rata PCI2. Asimismo, se ha investigado la

importancia de la red de microtubulos en la interaccion de Rab18 con los granulos de secrecion.
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MATERIAL y METODOS

1.- Cultivos celulares

En el presente trabajo he utilizado la linea celular PC12, procedente de feocromocitoma de
rata. Las células fueron cedidas por el Dr. Eduardo Muifioz-Blanco, de la seccién de Inmunologia
del Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia de la Universidad de Cordoba. Las
células fueron cultivadas en medio DMEM conteniendo glucosa 4,5 g/l y suplementado con: L-
glutamina 2 mM, solucién antibidtica-antimicoética al 1% (v/v), suero fetal bovino al 5% (v/v) y

suero de caballo (Gibco) al 10% (v/v).

Los cultivos de mantenimiento de la linea celular se realizaron en botellas de cultivo de 75
cm® (TPP, Trasadingen, Suiza), previa visualizacion en el microscopio 6ptico de cada placa para
confirmar que nos encontramos ante una confluencia celular del 70-90% que nos permitird el
subcultivo. Las células se despegaron del fondo de la botella de mantenimiento una vez a la semana
utilizando una solucién comercial conteniendo tripsina 0,5 g/l y EDTA 0,2 g/l (Sigma). Las células
destinadas a inmunocitoquimica y microscopia confocal se sembraron sobre cubreobjetos de vidrio
de 25 mm de didmetro tratados con poli-L-lisina 100 pug/ml (Sigma) colocados en placas de 35 mm

de diametro (TPP) a una densidad de 20.000 células/cm®.

2.- Construccion de plasmidos reporteros y transfeccion celular

El mutante constitutivamente activo de Rabl18 fue construido y clonado en un vector de
expresion que codifica la proteina fluorescente DsRed (Clontech) previamente en el laboratorio,
mientras que dysbindin-II fue clonada a partir de la secuencia codificante completa del gen de
dysbindin-II en rata en un vector que contiene el gen codificante de la proteina fluorescente GFP. c-
myc-Pallidin fue cedida generosamente por el Doctor Juan S. Bonifacino (National Institute of
Health) y el marcador de granulos de secrecion NPY-GFP fue cedido por el Dr. Thorsten Lang
(Max-Planck Institute for Biophysical Chemistry, Gottingen, Alemania).

La introduccion de vectores plasmidicos de expresion en la linea celular PC12 se llevo a
cabo mediante la técnica de transfeccion con el reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Este compuesto lipoproteico permite la formacion de poros en la
membrana con la consiguiente entrada del material genético al citosol. Las células se transfectaron

2-3 dias después de su siembra en las placas de petri, cuando el cultivo alcanzé una densidad
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aproximada del 70-80%. Los plasmidos fueron utilizados a una concentracion de 1 ug por placa de
35 mm, mientras que la lipofectamina se utilizé a 3ul por placa. Para los experimentos de las
subunidades de BLOCI1 se sembraron 4 placas (2 placas control y 2 placas con KCIl 53mM, que
favorece y estimula el intercambio de GDP por GTP necesario para la activacion de Rabl18) o 2
placas (1 placa control y 1 placa con soluciéon de KCl). Para el experimento de colocalizacion de
NPY-GFP/Rab18 se sembraron 4 placas (2 placas control y 2 placas sometidas a un tratamiento de
1 h con el agente despolimerizador de microtibulos nocodazole (10 uM). Tras la transfeccion, las
células se incubaron a 37°C y 5% CO2 durante 24/48 h, se incubaron durante 30 min en presencia o
ausencia de KCl 53 mM, se fijaron con paraformaldehido 4% y se montaron en portaobjetos con

una solucion de PBS:glicerol 1:1 (v/v).

3.- Inmunocitoquimica

Previamente a la realizacion de la inmunocitoquimica, las células se lavaron tres veces con
tampon PBS [PBS 0.01 M, pH 7.4] durante 5 min. A continuacion, las células se fijaron con
paraformaldehido al 4% (m/v) en tampo6n PBS durante 15 min, seguido por tres lavados con tampéon
PBS. Se incubaron los cubres en las placas con tampon de bloqueo [PBS conteniendo Triton X-100
al 0.3% (v/v) y BSA al 1% (m/v)] durante 1 h y, posteriormente, con el anticuerpo primario diluido
en tampon PBS conteniendo Triton X-100 al 0.3% (v/v) y BSA al 0.5% (m/v) durante toda la noche
a 4°C. Al dia siguiente, las células se lavaron tres veces con tampon PBS para eliminar el exceso de
anticuerpo primario no unido. A continuacion, las células se incubaron con el anticuerpo secundario
apropiado conjugado con el fluorocromo Alexa 488 6 594 diluido en PBS conteniendo Triton X-
100 al 0.3% (v/v) y BSA al 0.5% (m/v) durante 2 h a temperatura ambiente. Tras esta incubacion, se
hicieron tres lavados con PBS y los cubreobjetos conteniendo las celulas inmunotefiidas se
montaron sobre un portaobjetos utilizando PBS:Glicerol (1:1) como medio de montaje. En la Tabla

1 se presentan los anticuerpos primarios usados y la concentracion final de uso.
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Transfeccion Anticuerpo [Ac1?] Anticuerpo [Ac2°] Casa

1° 2° Comercial
Dysbindin-GFP  Anti-Rabl8 Anti-rabbit
/Rabl8-DsRed  (rabbit) Alexa 594
1/500 1/500 Sigma
(goat)
Anti-Rab18 1/500 Alexa 488 1/500 Sigma
(rabbit) + anti-mouse
(chicken)
Pallidin-CMyc N
Rab18-DsRed
Alexa 594 0D

Anti-CMyC

(mouse)

1/750 anti-rabbit 1/500 Serotec

(goat)

4.- Microscopia confocal

Las muestras fueron visualizadas en un microscopio confocal LSM 5 EXCITER (Carl Zeiss,
Oberkochen, Alemania). Los parametros fijados para el analisis de las placas fueron los siguientes:
laser Argon (488 nm) para la recogida del espectro de emision de GFP y Alexa488 y laser HeNe
(543 nm) para la visualizacion de DsRed y Alexa 594. La adquisicion de imagenes se realizoé con un
objetivo Plan-Apocromatico 63X (1.40 a.n.) de inmersion en aceite. Para la adquisicion de la sefial
del flourocromo Alexa488 y de GFP, se adquiri6 la fluorescencia emitida entre 505-550 nm,
mientras que en el caso del fluorocromo Alexa594, se recogid la emision entre 610-700 nm y para
el fluorocromo DsRed, se registr6 la emision entre 560-615 nm. Dependiendo de la profundidad de

las células, se adquirieron 10-20 planos por canal.

5.- Procesamiento y analisis de las imagenes

Después de la adquisicion, las imagenes fueron sometidas a un proceso de deconvolucion
con el paquete de software Huygens Professional 2.4.4 (Scientific Volume Imaging, Hilversum,
Holanda). La colocalizacion entre los distintos marcadores fue examinada por una inspeccion visual
plano por plano y se consideré como tal cuando las sefiales fueron coincidentes en los mismos
planos. Mediante el programa Bitplane Imaris 7.2.3 (Ziirich, Suiza) se crearon los canales de
colocalizacion y se obtuvo el valor numerico correspondiente al indice de colocalizacion de los

diferentes marcadores (Coeficiente de Manders).

Los valores que se muestran en las figuras representan la media + SEM (error estandar de la
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media) de los resultados obtenidos a partir de al menos 2 experimentos independientes realizados
sobre cultivos celulares separados de la linea utilizada durante el transcurso del trabajo
experimental (en el experimento de colocalizacion de cmyc-pallidin/Rabl8, n = 24 células
estimuladas y no estimuladas; para el experimento de colocalizacion de dysbindinll-GFP/Rab18, n
= 17 células estimuladas y no estimuladas; en el experimento de colocalizacion de Q67L-NPY, n =
16 células; y en el experimento de NPY-GFP, n = 16 células sometidas a condiciones normales y n
= 12 células tratadas con Nocodazol). Los resultados obtenidos fueron comparados estadisticamente
con el programa GraphPad Prism 4.0 (Grapad Software, La Jolla, CA, EE.UU.). Las diferencias
entre los grupos experimentales se consideraron estadisticamente significativas a partir de un nivel

de confianza superior al 95% (P < 0,05).
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RESULTADOS

1. Colocalizacion del mutante activo de Rab18(Q67L) y el marcador de granulos

de secrecion NPY

Para profundizar en el estudio de la asociacion de Rabl18 con los granulos de secrecion,
llevamos a cabo el analisis de la localizacion intracelular del mutante constitutivamente activo de la
GTPasa [Rab18(Q67L)] con el neuropéptido de secrecion NPY mediante microscopia confocal.

Para ello, las células PC12 fueron co-transfectadas con DsRed-Rab18(Q67L) y NPY-GFP.

Como se puede observar en la Figura 1, correspondiente a dos células representativas
adquiridas durante el estudio (n = 16 células) la senal de DsRed-Rab18(Q67L) (rojo) se distribuyd
en estructuras punteadas que abundan en una posicion yuxtanuclear. Por otra parte, la sefial emitida
por NPY-GFP (verde), que corresponde a la poblacion de granulos de secrecion que contienen el
neuropéptido, formo estructuras punteadas acumuladas cerca de la superficie celular, asi como en
una region yuxtanuclear que podria corresponder a la zona mas distal del aparato de Golgi (TGN)
donde tiene lugar el empaquetamiento de proteinas de secrecion en granulos de secrecion de nueva
formacion. Cabe destacar que el mayor numero de estructuras vesiculares positivas para
Rab18(Q67L) que colocalizan con NPY (amarillo) se encontraron en esta ultima region, lo que
apoya la idea de que Rabl8 se asocia a una poblacion particular de granulos de secrecion que se

encuentran en las etapas tempranas de la ruta de secrecion regulada.
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Figura 1: Imagenes representativas de microscopia confocal de células PC12 co-transfectadas con DsRed-
Rab18(Q67L) y NPY-GFP. En la fila superior encontramos a Rab18(Q67L) en rojo y NPY en verde; en el
tercer panel se muestran los canales combinados y el grado de colocalizacion de ambas sefiales (amarillo).
En el ultimo panel se muestra el canal correspondiente a las regiones donde ambas sefiales colocalizan
(mascara de colocalizacién). En la fila inferior encontramos un aumento de la region de interés sefialada en
cada uno de los canales (recuadro azul) en la célula, donde se puede apreciar con mayor exactitud y detalle
cada una de las sefiales, pudiendo apreciar el aumento de colocalizacién con respecto a las condiciones
basales.

2. Colocalizacion de Rab18 endogena con dos subunidades del complejo BLOC1
(pallidin y dysbindin-II)

Para ello, realizamos estudios de la localizacion intracelular de Rab18 con respecto a la
distribucion de pallidin o dysbindin-II. Asi, las células PC12 se transfectaron con los vectores de
expresion c-myc-pallidin o GFP-Dysbindin-II y, transcurridas 24 h, se trataron o no con solucion de

KCI 53 mM durante 30 min. Finalmente, las células fueron fijadas e inmunotefidas para Rab18.

2.1. Localizacion subcelular de posibles efectores de Rab18

En este sentido, realizamos estudios de localizacion intracelular de Rabl8 y pallidin o
dysbindin-II, para lo cual células PC12 se transfectaron con los vectores de expresion c-myc-
pallidin, o DsRed-dysbindin-II (clonado por este laboratorio). Tras 24 h, las células se trataron o no

con solucion de KCI 53 mM y finalmente se inmunotifieron para Rab18 y c-myc-pallidin.
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En células transfectadas con el vector c-myc-pallidin, la inmunotincién se asocidé a
estructuras de tipo vesicular (Figura 2). En cuanto a la relacion de esta proteina con Rab18, nuestros
analisis de colocalizacion mostraron que, en estado basal, una cierta proporcion de las vesiculas
Rab18-positivas muestran también inmunomarcaje para este componente del complejo BLOCI1
(Figura 2A). El grado de coincidencia espacial entre ambos marcadores fue mas evidente tras la

estimulacion de la ruta de secrecion regulada (Figura 2B).

Numéricamente, el aumento de la colocalizacion entre las vesiculas positivas para Rab18 y

pallidin inducido por K" fue del 14,2% (n = 24 células no estimuladas y estimuladas; Figura 3).

Figura 2: Imagenes representativas de microscopia confocal de células PC12 transfectadas con el vector c-
myc-pallidin. En la imagen A, la célula se encuentra bajo condiciones basales; en la imagen B, la célula ha
sido estimulada con KCL 53mM. En la fila inferior encontramos un aumento de la regiéon de interés sefialada
en cada uno de los canales (recuadro azul) en la célula, donde se puede apreciar con mayor exactitud y
detalle cada una de las sefiales, pudiendo apreciar el aumento de colocalizacién con respecto a las
condiciones basales.
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Figura 3: En el eje horizontal encontramos los valores correspondientes para cada una de las condiciones
analizadas, mientras que en el eje vertical se hallan los valores de colocalizacion obtenidos, determinantes
del grado de colocalizacion. Como nos muestra la grafica, las células estimuladas con KCI 53 mM presentan
un aumento significativo del coeficiente de colocalizacién, en comparaciéon a las células expuestas a
condiciones basales. El andlisis estadistico mediante la realizacion del test t de Student, muestra que los
datos son paramétricos y que la hipotesis que planteamos es verdadera. P < 0,001 vs. basal; n = 24 células.

Por otra parte, también analizamos la relacion espacial entre los granulos de secrecion
positivos para Rab18 y dysbindin-II. Para ello, transfectamos células PC12 con DsRed-dysbindin-II
y posteriormente inmunotefiimos las células contra Rab18. Como se puede observar en las Figura 4,
que muestra células representativas en condiciones basales (4A) y tras la estimulacion de la ruta de
secrecion regulada (4B), la coincidencia espacial de ambas sefiales fluorescentes fue
significativamente menor (18,5%; n = 17 células no estimuladas y estimuladas; Figura 5) en células
expuestas a KCl que en células control, lo que sugiere que Rabl8 podria interaccionar con
dysbindin-II previo a la activacion de la GTPasa, para posteriormente disociarse de ésta tras la

estimulacion de la ruta de secrecion.
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Figura 4: imagenes de microscopia confocal de células PC12 sometidas a condiciones basales (A) y
estimuladas (B). Observamos Rab18 en rojo seguida de Dysbindin-II en color verde; en el tercer
canal encontramos la sefial de colocalizacién de ambas proteinas en color amarillo y, por tltimo, la
mascara de colocalizacion. En la fila inferior se representan los mismos canales y en el mismo
orden pero con una zona de interés representativa seleccionada aumentada (recuadro azul), que nos
permite una visualizacion mas detallada de cada senal.
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Figura 5: En el eje horizontal encontramos los valores correspondientes para cada una de las condiciones
analizadas, mientras que en el eje vertical se hallan los valores de colocalizacion obtenidos, determinantes
del grado de colocalizaciéon. Como nos muestra la grafica, las células estimuladas con KCI 53mM presentan
una disminucion significativa del coeficiente de colocalizaciéon, en comparacion a las células expuestas a
condiciones basales. El andlisis estadistico mediante la realizacion del test t de Student, muestra que los
datos son paramétricos y que la hipotesis que planteamos es verdadera. P < 0,05 vs. basal. n =17 células.

3. Analisis del papel de la red de microtibulos en el reclutamiento de Rab18

hacia los granulos de secrecion

Para profundizar en la relacion funcional que mantienen los granulos Rab18-positivos con la
red de microtubulos, se investigd el efecto que tiene la desestabilizacion de los microtiibulos sobre

la distribucion intracelular del mutante constitutivamente activo Rab18(Q67L) fusionado con GFP.

La Figura 6 muestra imagenes fluorescentes representativas de células que expresan GFP-
Rab18(Q67L) en ausencia (A) o en presencia (B) del agente desestabilizador de microtibulos
nocodazol. Esta aproximacion experimental reveld que la distribucion intracelular punteada tipica
de Rab18(Q67L) en células intactas es alterada completamente tras la desestabilizacion de la red de
microtubulos. Concretamente, GFP-Rab18(Q67L) se distribuy6é de manera difusa por todo el citosol
en presencia de nocodazol. La cuantificacion del nimero de granulos positivos para GFP-
Rab18(Q67L) por unidad de superficie celular evidencidé que, mientras que la version silvestre de
Rabl18 en células tratadas con K' o el mutante activo en células no tratadas se acumulaban en

estructuras punteadas, el tratamiento con nocodazol indujo una disminucién del 80% en el nimero
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de granulos positivos para la GTPasa [0.84 + 0.09 vs. 0.14 + 0.02 granulos con Rab18(Q67L)/um’

en ausencia y presencia de nocodazol, respectivamente] (Figura 6).

Estos datos indican que el reclutamiento de Rabl8 a la superficie de los granulos de
secrecion requiere la existencia de una red integra de microtabulos. Sin embargo, cabe la
posibilidad que el tratamiento con nocodazol afecte a la asociacion de Rabl8 a los granulos
indirectamente como consecuencia del bloqueo de su biogénesis. Para comprobar esto, evaluamos
el nimero de granulos de secrecion conteniendo NPY-GFP en células sometidas o no al tratamiento
con el agente despolimerizante de microtibulos. En la Figura 7 se muestran imagenes de
microscopia confocal de células control (Fig. 7A) y de células sometidas al tratamiento con
nocodazol (Fig. 7B). En estas imagenes se puede observar que el tratamiento no afecta a la
presencia de granulos positivos para NPY-GFP, lo que se representa cuantitativamente en la Figura

8, que muestra el valor medio de granulos de secrecion/um? en células control y tratadas.
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Figura 6: La despolimerizacion de la red de microtubulos impide la asociacion de Rab18 con los granulos de
secrecion. Células transfectadas con GFP-Rab18(Q67L) fueron tratadas con nocodazol 10 uM durante 1 h 'y
el numero de granulos positivos para Rab18 fue cuantificado con ImageJ. (A) Micrografias representativas
de células que expresan GFP-Rab18(Q67L) en condiciones basales (panel superior) y tras el tratamiento con
nocodazol (panel inferior). En ausencia de nocodazol, GFP-Rab18(Q67L) se distribuye mayoritariamente en
estructuras punteadas. Tras la despolimerizacion de la red de microtubulos, el mutante activo presenta una
distribucion difusa en el citosol. Barras de escala, 5 um. (B) Cuantificacion del nimero de granulos positivos
para Rab18 en células transfectadas con la forma silvestre de Rab18 (WT) o con Rab18(Q67L). Tal como se
muestra en la grafica, el nimero de granulos positivos para Rab18, que aument? tras la despolarizacion con
K" de células transfectadas con Rabl8WT o en células no estimuladas y transfectadas con el mutante activo,
disminuy6 considerablemente después del tratamiento con nocodazol. a, P < 0.05 vs. WT; b, P < 0.05 vs.
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WT/K"; ¢, P <0.05 vs. Q67L).

Figura 7: Imagenes representativas de microscopia confocal de células transfectadas con el plasmido NPY-
GFP. En la imagen superior (A), encontramos células no sometidas a tratamiento con Nocodazol, mientras
que en la imagen inferior (B), observamos células sometidas al tratamiento durante 1 h previa a la fijacion.
Ambas imagenes muestran regiones representativas y aumentadas de las células, donde podemos ver con
mayor detalle a NPY en los granulos de secrecion.
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Figura 8: Grafica representativa de los dos grupos de células sometidos a las diferentes condiciones. En el
eje horizontal observamos las dos condiciones utilizadas para el desarrollo del experimento; en el eje vertical
esta representado el niimero de granulos de secrecion/um?®. En el grupo control fueron analizadas 16 células,
mientras que en el grupo tratado con nocodazol contabilizamos 12. P < 0,001 vs. control.

Observando la grafica y analizando las diferentes imdgenes obtenidas, podemos observar
que el numero de granulos/unidad de superficie se mantiene constante tras el tratamiento con el
agente despolimerizador. Con estos datos podemos concluir que el nimero de granulos no se ve

afectado por la despolimerizacion de los microtubulos.
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DISCUSION

En trabajos previos, este laboratorio demostr6 que Rabl18, en su forma activa, se asocia a
una poblacion particular de granulos de secrecion en células (neuro)endocrinas, lo que provoca una
inhibicion de su capacidad de movimiento anterdgrado y, como consecuencia, una disminucion de
la tasa de secrecion neta de dichas células en respuesta a estimulos extracelulares [48]. También se
mostrd que el compartimento secretor positivo para Rab18 es diferente al que se asocia Rab3A, otra
Rab GTPasa que regula el proceso de exocitosis en sus ultimas etapas: docking y fusion de granulos
de secrecion con la membrana plasmatica [51,53]. Estas observaciones, junto al anélisis
ultraestructural de la poblacion de granulos de secrecion positivos para Rab18 que reveld que estos
se encuentran a cierta distancia de la membrana plasmatica, condujo a proponer que Rab18 actia en
etapas tempranas del proceso secretor [48,49]. De acuerdo con esta propuesta, en este estudio
hemos mostrado que el mutante constitutivamente activo de Rab18 [Rab18(Q67L)] colocaliza con
una poblacion de granulos positivos para NPY-GFP que se distribuyen alejados de la membrana
plasmatica en lo que puede corresponder a zonas cercanas a la red trans del aparato de Golgi

(TGN).

Como se ha mencionado en la Introduccion, durante las etapas tempranas de la ruta secretora
regulada, los péptidos de secrecion sufren una clasificacion y empaquetado en granulos que se
forman a partir de membranas del TGN [modelo de sorting-for-entry [50,52]. En este escenario, los
granulos de secrecion recién formados contendrian una carga homogénea compuesta
exclusivamente por péptidos de secrecion listos para ser dirigidos a la membrana plasmatica y
liberados en respuesta a estimulos extracelulares. Segtin este modelo de clasificacion y transporte de
proteinas de secrecion, cabria preguntarse cual podria ser el significado biolégico de la retencion de
una poblacion determinada de granulos de secrecion mediada por Rab18. Una posibilidad es que la
célula necesite retener un determinado numero de granulos de nueva sintesis debido a que su
contenido requiere un mayor procesamiento para que los péptidos de secrecion adquieran actividad
bioldgica antes de pasar a formar parte del pool de granulos listos para ser liberados. De acuerdo
con esto, muchas hormonas peptidicas se sintetizan inicialmente como precursores inactivos que
son procesados fundamentalmente en los granulos de secrecion [54,55]. Es en estos organulos
donde las prohormonas y las proteasas que las procesan interaccionan, generandose las formas

bioactivas correspondientes que serdn finalmente secretadas [13].

A principios de los afios 90 se propuso un modelo alternativo de clasificacion de proteinas
en la ruta secretora (modelo de sorting-by-retention), segin el cual los DCGs no se formarian de

una manera activa a partir de la membrana del TGN, sino que se generarian a partir de proyecciones
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tubulo-vesiculares del TGN que, eventualmente, se separarian de la red y formarian ISGs [56]. Asi
pues, todas las proteinas, independientemente de su destino final, entrarian en ISGs y, una vez alli,
aquellas proteinas destinadas a ser liberadas por la via constitutiva, a ser transportadas a otros
organulos como lisosomas o endosomas, o devueltas al aparato de Golgi para su reciclaje serian
extraidas mientras que las destinadas a ser liberadas por la via de secrecion regulada serian

retenidas de manera selectiva en espera del estimulo apropiado que induzca su liberacion [13].

Previamente se demostrd que Rab18 se asocia a una subpoblacién de granulos de secrecion
en tres tipos celulares con ruta de secrecion regulada, i.e., las células PC12, la linea corticotropa
AtT20, y las células melanotropas hipofisarias, aunque no se obtuvieron pruebas experimentales
solidas que permitieran establecer la naturaleza exacta de dichos granulos [52]. No obstante, ya
entonces se sugirid que Rabl18 actuaria en fases tempranas del trafico de granulos, en base a la
observacion de que los granulos Rabl8-positivos se localizaban a una distancia considerable en
relacion a la superficie celular, lo que se ha confirmado en este estudio. Asi pues, existe la
posibilidad de que los granulos marcados con Rabl18 pudieran corresponder a una subpoblacion
funcional particular. En concreto, el ensayo de doble hibrido de levadura permitio la identificacion
de varias proteinas relacionadas con el sistema de endosomas/lisosomas que podrian interaccionar

con Rabl8, entre las cuales se encuentraban ciertos componentes del complejo BLOCI (pallidin y

dysbindin-IT).

En este trabajo, se ha mostrado mediante inmunocitoquimica y microscopia confocal que
Rab18 se localiza en las mismas estructuras vesiculares que dysbindin-II en condiciones basales y
en estructuras positivas para pallidin tras la estimulacion de la ruta de secrecion regulada, lo que, en
principio, podria sugerir la existencia de una relacion funcional entre organulos relacionados con el
sistema endo-lisosomal y los granulos de secrecion mediada por Rab18. En este contexto, y segiin
el modelo clasficacion de proteinas de sorting-by-retention, los ISGs estan relacionados con el
sistema endo-lisosomal ya que transfieren parte de su contenido (i.e. enzimas lisosomales),
mediante la gemacion de vesiculas recubiertas de clatrina, a 6rganulos de dicho sistema [57]. Estas
observaciones, junto con el demostrado papel de Rab18 en la regulacion de la secrecion en células
neuroendocrinas, sugiere una posible implicacion de Rabl8, directa o indirecta, en la maduracion

del cargo contenido en los granulos y secretado por estas células.

Los experimentos de colocalizacion de Rabl8 y las proteinas del complejo BLOCI
identificadas por Y2H (pallidin y dysbindin-II) pueden ayudar a proponer un modelo de actuacion
de Rabl8 en relacion a los ISGs. BLOCI1 es un complejo multiproteico compuesto por 8

subunidades, 5 de las cuales (pallidin, muted, cappuccino, dysbindin y BLOS3) se han asociado con
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el sindrome de Hermansky-Pudlak, un desorden autosdmico recesivo que afecta a la biogénesis de
organulos relacionados con lisosomas y caracterizado por la aparicién de albinismo de piel, ojos y
pelo, sangrado continuado y fibrosis pulmonar [58]. Existen evidencias experimentales que
demuestran una interaccion directa de componentes del complejo BLOC1 con subunidades del
complejo adaptador AP-3 [59], un componente de la maquinaria celular que controla Ia
clasificacion y transporte de proteinas especificas desde endosomas hacia lisosomas y a otros
organulos especializados como los melanosomas [24] o vesiculas sindpticas [60]. Estos complejos
adaptadores son reclutados a sus membranas dianas gracias a la accion de proteinas Ras GTPasas de
bajo peso molecular y fosfolipidos de inositol [1]. En el caso concreto de AP-3, el complejo es
reclutado hacia la membrana de endosomas por la GTPasa Arf unida a GTP [61,62]. Curiosamente,
se ha demostrado que la asociacion del complejo BLOCI a su membrana diana aumenta tras el
tratamiento de las células con el andlogo de GTP no hidrolizable GTPyS, lo que sugiere que, al
igual que sucede con AP-3, el reclutamiento de BLOC1 a membrana también depende de la
actividad de una GTPasa [59] . Dada la interaccion de Rab18 con varias subunidades del complejo
BLOCI, cabria la posibilidad de que esta GTPasa actiie como punto de ensamblaje de BLOCI1 en la
membrana de ISGs. De acuerdo con esta idea, se ha propuesto que BLOCI participa en distintas
etapas de la ruta secretora y la fusion de membranas puesto que muchas de sus subunidades
interaccionan directa o indirectamente con moléculas clave que regulan estos procesos, tales como
proteinas Rab [63], SNAREs [26,63,64], Secl/Muncl8-like [65] y subunidades de factores de
tethering como el exocisto [66,67,68]. Asi pues, teniendo en cuenta el conjunto de estos resultados,
es razonable proponer que, tras su activacion, Rabl8 podria ayudar a reclutar al complejo
BLOCI1/AP-3 a la superficie de los ISGs para que se lleve a cabo la clasificacion del cargo, la
formacion de vesiculas con carga lisosomal y la transicion de ISGs a MSGs que contengan una
carga homogénea en productos de secrecion regulada y, por tanto, listos para ser liberados en

respuesta a estimulos extracelulares.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones de este trabajo son:

1.- Rab18 se asocia a granulos de secrecion en las etapas tempranas de la ruta de secrecion regulada

en un proceso dependiente de microtubulos.
2.- Existe una estrecha relacién espacial entre Rabl18 y factores reguladores de la biogénesis de

lisosomas (pallidin y dysbindin-II), lo que sugiere que la GTPasa podria mediar la clasificacion de

enzimas lisosomales a partir de granulos de secrecion inmaduros.
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