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ABREVIATURAS

ACh = acetilcolina.

AchBP = proteina unidora de acetilcolina.
AChR = receptor de acetilcolina nicotinico.
ADN = acido desoxirribonucleico.

ADNCc = acido desoxirribonucleico complementario.
A = amstrong

ARN= acido ribonucleico.

ARNmM = ARN mensajero.

Carb = carbamilcolina.

CH = colesterol.

CMF = medio libre de célcio

CO = monoxido de carbono.

C-terminal = carboxilo-terminal.

D.E= desvio estandar.

D.O = densidad optica.

DMEN = “Dulbecco Modified Eagle Medium”.
ESR =resonancia de spin electrénico.
fmoles = fentomoles.

GABA A = y-amino butirico tipo A.

GABA C = y-amino butirico tipo C.

h/hs = hora/s

ICso = concentracion que inhibe el 50% de la respuesta.
Kp = constante de disociacion.

KD = Kilodaltons

LB = Luria Bertani.

LGIC = canales ionicos activados por ligandos.



M = molar.

M1= segmento transmembranal M1.
M2= segmento transmembranal M2.
M3= segmento transmembranal M3.
M4= segmento transmembranal M4.
MC= medio de cultivo completo.
mCi = mili curie

min = minutos.

mm = milimetros.

mM = milimolar.

ms = milisegundos.

MSS = medio libre de suero.

mV = milivoltio.

nM = nanomolar.

NO= 6xido nitroso

N-terminal = amino terminal.

°C = grados centigrados.

PA = &cido fosfatidico.

ps = picosiemens.

PA =&cido fosfatidico.

PC= fosfatidilcolina

PCR = reaccion de la polimerasa en cadena.
PE= fosfatidiletanolamina.

pH = - log [H"].

PI= fosfatidil inositol.

PS= fosfatidilserina

RE = reticulo endoplasmico.

rpm= revoluciones por minuto



RT= transcriptasa reversa.

S = segundol/s.

S =coeficiente de sedimentacion
SFB = suero fetal bovino.

SL = esfingolipido.

SLs = esfingolipidos.

SM= esfingomielina.

SNC = sistema nervioso central.

SNP = sistema nervioso periférico.
SPT = serina palmitoil transferasa.

T.californica = Torpedo californica.

TE = Tris-EDTA.
TM = segmento transmembrana
UNM = uniéon neuromuscular.

MM = micromolar



Resumen

Las propiedades del receptor nicotinico colinérgico muscular (AChR) estan
reguladas por los lipidos de la membrana. Por tratarse de una proteina integral, desde su
sintesis hasta su aparicion en la sinapsis y posterior degradacion, el AChR esta inmerso en
una bicapa lipidica, cuya composicidén estd pre-determinada y finamente controlada por la
célula. Por lo tanto, el analisis funcional de la relacion entre los lipidos y el AChR requiere
de un sistema celular que funcione a modo de tubo de ensayo, para evitar los modelos
artificiales puros con membranas reconstituidas.

Con este propoésito, generamos modelos celulares que expresan heterbloga y
constitutivamente el AChR y en los que se puede modificar parcial y selectivamente el
contenido de ciertas especies lipidicas.

En una primera etapa a través de la cotransfeccion del ADNc de las subunidades del
AChR adulto de ratén en una linea celular con metabolismo lipidico normal, CHO-K1
(Forsayeth et al., 1990c), establecimos el sistema de referencia.

Posteriormente, generamos dos modelos experimentales con lineas celulares
mutantes que eran deficientes en el metabolismo lipidico: una linea mutante de CHO-K1,
denominada SPB-1deficiente en esfigomielina (SM) (Hanada et al., 1990) y otra linea
derivada de CHO-K1, auxotrodfica, llamada PSA-3, deficiente en fosfatidilserina (PS).

Obtuvimos la estirpe SPB-1/SPH que expresa el AChR y modula, por efecto de la
temperatura, la actividad de la enzima serina palmitoil transferasa (SPT), clave en la via de
sintesis de los esfingolipidos. A temperaturas de cultivo entre 33 °C y 37 °C la actividad de
la enzima representa solo del 4 al 8% de la actividad normal, lo cual disminuye los niveles
celulares de SM y gangliésidos como el GM3 a valores menores del 1%. Con este modelo,
determinamos que no existen diferencias en los parametros electrofisiologicos y en las
propiedades farmacoldgicas del receptor, y caracterizamos la participacién activa de la SM
en los mecanismos que regulan el trafico exocitico de la proteina a la membrana

plasmaética.



También generamos la linea clonal PSA/AChR, que expresa el AChR y no es capaz
de realizar normalmente la sintesis de PS por tener alterada una de las enzimas que
catalizan su sintesis. Por este motivo, requiere del agregado exégeno del fosfolipido para su
normal crecimiento.

Transfectadas las células y seleccionados los clones positivos, analizamos el ARN
por RT-PCR para determinar la expresion de las subunidades. Con los clones elegidos
realizamos ensayos de union a [**’lJa-bungarotoxina, un radioligando especifico para AChR,
determinandose los pardmetros cinéticos y farmacolégicos. Los parametros
electrofisiologicos del canal se caracterizaron por la técnica de patch-clamp y el andlisis
topoldgico de la expresion por microscopia de fluorescencia. De esta manera, en cada
modelo celular caracterizamos las diferencias estructurales y topoldgicas del AChR
causadas por las variaciones en el contenido lipidico.

En el segundo capitulo de esta tesis analizamos el rol que poseen los aminoacidos
gue estan ubicados, de cara a la membrana, en contacto directo con los lipidos. Con este
proposito, modificamos la estructura primaria de la proteina por medio de mutaciones
simples y dobles, en residuos cargados y muy conservados, situados en los extremos del
segmento aM4 a la altura de las cabezas polares de los fosfolipidos. Por co-transfeccion de
una subunidad o mutada con el resto de las subunidades en la version salvaje, generamos
cinco lineas clonales mutantes. En estos modelos se realizaron ensayos farmacoldgicos con
[***1]a-BTX, microscopia de fluorescencia y técnicas bioquimicas que nos permitieron
determinar la magnitud de la expresion del receptor mutado y los cambios estructurales y

funcionales que se produjeron cuando los diferentes residuos del AChR fueron mutados.



Abstract

The properties of the muscle nicotinic acetylcholine receptor (AChR) are modulated
by membrane lipids. As an integral protein, the AChR - from synthesis to appearance in
synapses and further degradation- is immersed in a lipid bilayer. The composition of this
bilayer is pre-established and finely controlled by the cell. Therefore, the functional analysis
of the lipid-AChR relationship requires a cell system that behaves as test tube, to prevent
pure artificial models with reconstituted membranes.

For this purpose, the AChR was heterologoulsy and constitutively expressed in cell
lines, where the lipid content can be partially and selectively modified.

In a first stage, the reference system was established by means of transfection of
adult mouse AChR subunits cDNAs into a cell line with normal lipid metabolism, CHO-K1
(Forsayeth et al., 1990c).

Then, two experimental models were generated with mutant cell lines which were
defective in lipid metabolism: a CHO-K1 mutant line, called SPB-1, deficient in
sphyngomyelin (SM) (Hanada et al., 1990) and another auxotrophic line derived from CHO-
K1, called PSA-3 and phosphatydilserine deficient (PS).

The SPB-1/SPH clone was obtained, which expresses the AChR and modulates, by
effect of temperature, the activity of the serine palmitoyl transferase (SPT), which is key to
the sphingolipids synthesis pathway. At culture temperatures between 33 °C and 37 °C, the
enzyme activity represents only from 4% to 8% of normal activity, thus reducing cell levels of
SM and gangliosides such as GM3 to values lower than 1%. With this model, we established
that the electrophysiological parameters and the pharmacological properties of the receptor
show no differences. However, we were able to characterize the active participation of SM in
the mechanisms that regulate the exocytic protein traffic to the plasma membrane.

In addition, a PSA/AChHR clone line was generated, which expresses the AChR and is
not capable to synthesize PS normally, because one of the enzymes that catalyzes this

synthesis is altered. Thus, it requires exogenous PS for normal growth.
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Once the cells were transfected and the positive clones selected, we analyzed the
RNA by RT-PCR to determine the expression of the subunits. With these clones, we
performed binding studies with [**lJa-bungarotoxin, an AChR specific radioligand, to
determine kinetic and pharmacological parameters. The electrophysiological parameters of
the channel were characterized by the patch-clamp technique and the topological analysis of
the expression by fluorescence microscopy. In this way, on each cell line, we characterized
the structural and topological AChR differences caused by lipid content variations.

In a second stage of this Thesis, the role of the aminoacids which are located at the
membrane facing extremes in direct contact with the lipids was analyzed. For this purpose,
we modified the primary structure of the protein by means of simple and double mutations, in
highly conserved and charged residues, located at the M4 segment extremes at the level of
the phospholipid polar heads. By transfection of a mutated o subunit together with the rest of
the subunits in their wild-type version, we generated five mutant clone lines. These models
were subjected to pharmacological tests with [***[Ja-BTX, fluorescence microscopy and
biochemical techniques that allowed us to establish the expression amount of the mutated
receptor and the structural and functional changes that took place when the different

residues were mutated.
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Introduccion

Los seres vivos mantienen contacto permanente con el medio externo del cual
reciben informacibn y se nutren. Los organismos unicelulares mas ancestrales y
estructuralmente mas simples tienen la capacidad para procesar la informacion externa
utilizando vias de traduccién de sefales de diferente complejidad, para adaptarse y lograr
Su supervivencia.

En los organismos multicelulares, en los cuales cada una de las células cumple con
sus actividades de acuerdo con los requerimientos de la entidad biolégica a la que
pertenecen, existe un sistema de generacion, transmision, recepcion y respuesta de un
gran numero de sefiales de naturaleza quimica o fisica que las comunican y que permite
gue se relacionen funcionalmente entre si.

El sistema nervioso de los vertebrados, en particular, esta formado por una extensa
red de comunicaciones por medio de las cuales las neuronas desarrollan actividades
especiales y logran percibir sensaciones muy complejas.

El fenébmeno de transmision de informacién entre células nerviosas y sus efectores
especificos, fue denominado “sinapsis” por Sherrington en 1897. El término definia la
comunicacion entre dos entidades celulares mediada por un compuesto quimico (sefial
guimica), en un espacio fisico especializado. A partir de entonces, se han caracterizado
estructuras sindpticas en el sistema nervioso central (SNC) y en el sistema nervioso
periférico, en la unién neuromuscular (UNM).

La formaciéon de ambas estructuras en el periodo de desarrollo de los vertebrados
es similar. Participan mecanismos celulares y moleculares muy complejos, muchos de los
cuales aun no han sido descriptos. En los mamiferos, la UNM es considerada “madura”
después de varias semanas del primer contacto entre las células.

En la sinapsis ya establecida, la comunicacion se realiza a través de una secuencia
de eventos que se inician con la despolarizacion del terminal presinéptico, por la llegada del
potencial de accién. Esto provoca la apertura de canales de Ca?* dependientes de voltaje y
la entrada del i6n que desencadena una cascada de sefiales intracelulares. Se fosforilan
proteinas especificas, hay cambios estructurales de proteinas fijadoras de calcio, fusion de
vesiculas presinapticas a la membrana plasmatica y liberacion del “neurotransmisor” a la
hendidura sinaptica.

Los neurotransmisores liberados interaccionan con proteinas especializadas
ubicadas en la membrana plasmatica de la célula diana o post-sinaptica denominadas
‘receptores”. Los receptores son componentes celulares que tienen la capacidad de
identificar y unir especificamente una sustancia, hormona o neurotransmisor, y generar
cambios que establecen la comunicacion (Figura 1).

La idea de la existencia de proteinas receptoras fue sugerida a principios del siglo

XX por Langley, Dale y colaboradores. Estudiando la accién de la nicotina en la UNM,
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descubrieron la existencia de sustancias receptivas en la superficie de las membranas de
las células excitables que formaban compuestos disociables (Langley, 1907).

En 1921, Loewi demostrd experimentalmente la naturaleza quimica del proceso de
transmisién sinaptica, reconociéndose a partir de alli, numerosas sustancias como
neurotransmisoras. Se incluyeron aminas biogénicas, como la acetilcolina, dopamina,
noradrenalina y serotonina, aminoacidos y numerosos péptidos. Actualmente se piensa que
gases difundibles como el 6xido nitroso (NO) y el mondxido de carbono (CO) también
actian como neurotransmisores.

Los mecanismos moleculares que intervienen en la relacion entre la neurona y su
célula diana han sido ampliamente estudiados en modelos de generacion de sinapsis in
Vvivo con cultivos puros de neuronas y células musculares. Sin embargo, los resultados mas
esclarecedores y la mayoria de las técnicas implementadas para tal fin, son producto de
estudios realizados en una fuente natural, extremadamente rica en sinapsis colinérgicas:
los 6rganos eléctricos de rayas del género Torpedo, a partir de los cuales se pudieron
obtener miligramos de un receptor que une la acetilcolina y tiene afinidad por nicotina
(Whittaker, 1998).

Esta fuente abundante y homogénea de UNM fue el modelo utilizado para
desarrollar ensayos de acoplamiento de la proteina receptora con radioligandos. En el afio
1971 se obtuvieron los primeros resultados exitosos de esta metodologia, que hizo posible
el estudio de la farmacologia de los receptores. Es por ello que el receptor de acetilcolina
nicotinico (AChR) fue la primera proteina reconocida como tal, estudiada por técnicas

electrofisiol6gicas y caracterizada por técnicas bioguimicas.

La Unién Neuromuscular

neurona

musculo

axon

receptor de acetilcolina

acetilcolina
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Los receptores de acetilcolina

Dos categorias de receptores estdn comprometidos en la respuesta al
neurotransmisor acetilcolina (ACh), en el sistema nervioso y en la unién neuromuscular de
los animales bilaterales: los receptores nicotinicos y los receptores muscarinicos.

Los receptores de tipo muscarinico pertenecen a la superfamilia de receptores
metabotrépicos. Estan formados por proteinas individuales que presentan siete dominios
transmembrana e interactlian con proteinas G heterotriméricas en su cara citoplasmica.

Los receptores nicotinicos pertenecen a la superfamilia de receptores ionotropicos.
Son proteinas multiméricas de membrana que constituyen canales iénicos activados por
ligandos. Se los denomina también receptores cis-loop debido a que todas las subunidades
proteicas de la familia poseen en la porciéon extracelular, cercano al extremo amino
terminal, dos cisteinas separadas por 13 residuos aminoacidicos que forman un puente
disulfuro. Comparten esta caracteristica con el receptor de 5-hidroxitriptamina tipo3 (5-HT5),
el receptor y-amino butirico tipo A (GABA ,), GABA ¢, el receptor de glicina y los receptores
de glutamato e histidina de invertebrados (Betz, 1990; Schofield et al., 1987).

Todos los miembros de la familia poseen el mismo patron de funcionamiento. La
interaccion del neurotransmisor con su receptor desencadena una serie de cambios
conformacionales en la proteina, llevando a la apertura de un canal i6nico, selectivo para
cationes, que modifican el potencial eléctrico de la membrana plasmética y generan la
respuesta.

Cada una de las subunidades que forman estos receptores es producto de un gen
diferente, pero la alta homologia de sus secuencias sugiere un origen filogenético comun a
partir de un Gnico gen ancestral que codific6 un receptor homo-oligomérico. Una
explicacién posible es que este gen podria haberse multiplicado dando lugar a los distintos
tipos de subunidades que forman los receptores de acetilcolina actuales.

El 18 % de la secuencia de aminoacidos es idéntica para todas las subunidades y la
mayoria de estos genes se encuentran muy cerca uno del otro, en el mapa cromosémico
de los vertebrados (Ortells and Lunt, 1995).

De acuerdo con su ubicacién anatémica, los receptores nicotinicos se clasifican en
dos grandes grupos: los receptores de tipo neural, que estan presentes en las sinapsis del
SNC, y los de tipo muscular en la UNM del sistema periférico.

De los AChRs neuronales se han identificado 17 genes que codifican diferentes
subunidades. Se conocen al presente desde a2 a «10 y de B2 a 4. Las subunidades a4 y
B2 son predominantes en el cerebro, el subtipo a4fB2 representa el 90% de los receptores
cerebrales. Se los agrupa en dos categorias, de alta afinidad (nM) como el o7,

homopentamérico y los de baja afinidad (uM). Las combinaciones de las subunidades
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producen multiples subtipos de AChR, que manifiestan diferentes propiedades funcionales.
A pesar de estas diferencias, todos los miembros de la familia mantienen cierta uniformidad
estructural consistente en la unién no covalente de subunidades homdélogas que respetan

un esquema pentameérico, muy primitivo, tal como se esquematiza en la Figura 2.

Receptores musculares

subunidades al, |31, Ys 0, €
(c1)2B17d (a1)2p1ed

acetilcolina
Receptores neuronales
subunidades : «7 subunidades  : «2-06, f2-f4

()5 (@4)2($2)3 (d)(B2)pas  (@4)3(B2)2

(@3)2(p4)3 (3)pP2B45  (03)p(B4)p015

Figura 2. Receptores de acetilcolina nicotinicos. Tomado y modificado de Lindstrom J.M., 2000).
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Cada subtipo de AChR presenta una distribucion regional, celular y subcelular
diferente, lo cual podria contribuir a explicar su variada participacion en distintos procesos
fisiologicos y patolégicos como: contraccibn muscular, memoria, atencién, aprendizaje,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esquizofrenia, ansiedad y depresion,
entre otros.

El receptor de acetilcolina nicotinico muscular

El receptor colinérgico nicotinico periférico (AChR) es una fosfoglicoproteina de
~290 KDa y ~2.380 amino &cidos, ubicada en la membrana plasmatica de la célula
muscular en la sinapsis (Reynolds and Karlin, 1978; Lindstrom et al., 1979). Esta
compuesto por cuatro cadenas polipeptidicas diferentes con estequiometria pentamérica.
Las cinco subunidades se disponen de forma pseudosimétrica alrededor de un eje central,
donde se ubica la depresién que corresponde al poro del canal, esqueméaticamente

representado en la Figura 3.

Figura 3. Representacion del AChR de torpedo en 3D. Imagen obtenida de T.
Green, S.F. Heinemann & J.F. Gusella, 1998. "Molecular Neurobiology and
Genetics: Investigation of Neural Function and Dysfunction”.
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En electrocitos de peces eléctricos y en el estado embrionario el pentdmero esti
formado por cinco subunidades, en estequeometria a,pyd. En el estado adulto desaparece la
subunidad y y es reemplazada por la subunidad €, manteniendo la misma estequiometria
pero con diferencias notorias en los parametros eléctricos del canal.

Cada subunidad consta de un dominio N-terminal extracelular seguido de tres
segmentos hidrofébicos transmembranaceos (M1, M2, M3) unidos por segmentos
hidrofilicos cortos. Luego del segmento M3, continla un largo segmento intracelular que
contiene todos los sitios de fosforilacion y una regién con la periodicidad estructural
caracteristica de una hélice o (HA) que participa en mecanismos regulatorios y de
transduccién de sefiales. Este largo segmento citoplasmaético se introduce nuevamente en la
membrana a través de la cuarta y Ultima porcién transmembranal (M4), finalizando con un
segmento C-terminal corto y orientado hacia el espacio sinaptico (Huganir, 1987) (ver Figura
3).

Nature Reviews | Neuroscience

Figura 3. Estructura del AChR. a) Esquema descriptivo de los dominios proteicos de las subunidades
del AChR. b) Representacion grafica del complejo sefialando dominios funcionales. ¢) Estructura del
AChR involucrada en el mecanismo de gatillado del poro. Tomado de Miyazawa y col., (2003).
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Las primeras imagenes de la estructura espacial del AChR se obtuvieron por crio-
microscopia electronica usando 6rganos eléctricos de Torpedo marmorata (Cartaud et al.,
1973). Utilizando preparaciones de membranas postsinapticas de electrocitos, este grupo de
investigacion obtuvo cristales de estructuras tubulares planas que contenian al receptor
altamente empaquetado con las moléculas lipidicas, tal como se encuentran en el tejido
vivo. Con una capacidad resolutiva de 22 Ay 18 A, las imagenes mostraron una proteina de
forma cilindrica que atraviesa perpendicularmente la membrana plasmatica (Brisson and
Unwin, 1984; Mitra et al., 1989; Kistler and Stroud, 1981)

Gran parte de la molécula, ~65 A,

i1
P 1} | I\_.|

protruye hacia el espacio sinaptico, una
pequefia porcion de ~15 A emerge al interior
de la célula en forma de cono invertido y el
resto de la proteina, aproximadamente el

30%, esta inserta en la membrana.

Visto desde el espacio sinaptico, el
receptor tiene forma de una rosquilla de 80 A
de didmetro con una depresion central de
alrededor de 30 A, que constituye el poro del
canal (Miyazawa et al., 2003).

El mayor esfuerzo de los grupos de

trabajo dedicados al estudio del AChR en la

placa neuromuscular, se concentré

fundamentalmente en la descripcion de la estructura atdmica de regiones con significacion

funcional.

Estructura del dominio extracelular

La estructura de la porcion extracelular del AChR muscular es motivo de estudio
desde hace mas de una década. Esta parte de la proteina es responsable de iniciar la
respuesta bioldgica porque posee el dominio hidrofilico especializado en la unién al ligando
y a una gran cantidad de agonistas y antagonistas competitivos (Sine, 2002). Es el blanco
de drogas usadas en la clinica para patologias relacionadas con la funcionalidad del
receptor y presumiblemente, el lugar donde se ubican las estructuras moleculares que
traducen la union de ACh en la apertura del canal y el paso de iones. Esta formada,
principalmente, por la contribucion de la region N-terminal de las cinco subunidades

dispuestas en forma de rosca alrededor de un eje central, perpendicular a la membrana
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(Montal and Opella, 2002).Es la unica porcién de la molécula que sufre glicosilacion post-
transduccional.

Experimentos realizados con ligandos fotoactivables confirmaron que el dominio de
unién esté ubicado en la subunidad a (Weiland et al., 1979; Reiter et al., 1972) y que son
necesarias dos moléculas de ACh unidas al complejo glicoproteico para inducir el cambio
estructural que desencadena la respuesta (Grosman et al., 2000).

La microsecuenciacion de la porcion N-terminal de las distintas subunidades en T.
californica y el posterior clonado y secuenciacién de los genes, que confirmaron la
estequiometria a,Bed, determinaron la misma secuencia de aminoacidos para las dos
subunidades o (Raftery et al., 1980; Claudio et al., 1989; Stroud et al., 1990). Estudios de
unién con antagonistas competitivos, como el curare (Sine and Taylor, 1981), y ensayos de
expresion heteréloga en Xenopus laevis que modifican la estequiometria de las
subunidades, confirmaron que los sitios de unién ubicados en la subunidad «, no son
equivalentes. Uno estd localizado en la interface a/e y el otro en la interface o/d (Miyazawa
et al., 1999).

Las imagenes de crio-microscopia electronica con una resolucion de 9 A, realizada
con preparaciones de electrocitos de T. marmorata, revelaron una mayor densidad
electrénica en zonas cercanas a los sitios que unen ACh (Unwin, 1993). Estas imagenes se
ubican en la parte media de la porcién extracelular, que posee un tamafio aproximado de
20 A de ancho y 65 A de longitud. En gran parte de este dominio se observaron pequefias
estructuras cilindricas que fueron propuestas como estructuras de o-hélice. Cuando la
microscopia permitié una resolucion de 4 A, resultaron ser hebras de lamina plegada B
(Miyazawa et al., 1999). De esta manera, la estructura secundaria de cada mondémero en la
porcién extracelular estaria compuesta basicamente por tres giros de una a-hélice en el
extremo N-terminal seguido por 10 estructuras cilindricas conectadas por pequenos “loops”,
a manera de “sandwich”, de lamina plegada .

Todos los ensayos experimentales ubicaron en esta porcion de la proteina cercana
al extremo N-terminal, a los dos residuos cisteina adyacentes que forman el puente
disulfuro (cis-loop) caracteristico de todos los miembros de la superfamilia de receptores
gue constituyen canales iénicos activados por ligandos (LGIC). Esta estructura particular
esta involucrada en la unién a agonistas y antagonistas competitivos y caracteriza a las

“w "

subunidades de tipo “a”. Las subunidades que no tienen esta particularidad se denominan

El verdadero salto cuantico en el conocimiento de la estructura de la porcién
extracelular del receptor se logr6 mediante la cristalizacibn de una proteina soluble,

extraida de serpientes, capaz de unir acetilcolina (AChBP). Esta proteina posee alta
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homologia con la porcién extracelular del AChR, un arreglo pentamérico similar, con una
identidad de secuencias del 24%, pero no posee un canal central. El andlisis estructural de
AChBP cristalizada alcanz6 una resolucion atomica de 2,7 A. El modelo permiti6 una
descripcion detallada del sitio de union al agonista, que pudo ser transladada a otros

receptores Cys-loop (Brejc et al., 2001) (Figura 5).

Figura 5. Estructura de Rayos X de la AChBP y del AChR. A) Vista superior de la AChBP con
carbamilcolina a 2.5 A de resolucién (Celie,P.H.N.; 2004). B) Vista lateral de la AChBP unida a a-
conotoxina, a 2.07 A de resolucion (Hansen, S.B.; 2004). C) Vista superior del AChR. D) Vista
lateral del AChR a 4 A de resolucién (Unwin, 2005).

Recientemente se cristalizé el dominio extracelular de la subunidad o de ratén unida
a a-bungarotoxina, y mediante difraccion de rayos X se resolvid la estructura con una
resolucion de 1.94 A. El andlisis revel6 detalles estructurales de elementos de importancia

funcional, tales como el segmento inmunogénico (MIR), ubicado en el segmento N-terminal,
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el sitio de unién del ligando y el enlace disulfuro de cisteinas adyacentes. Con estos
resultados fue posible discernir las coincidencias y las diferencias de la subunidad de ratén
con la AChBP. En este modelo, se observé por primera vez el carbohidrato unido y su
participacién directa en la unién a la toxina y en la apertura del canal (Dellisanti et al., 2007).

Mas reciente aun ha sido la obtencion de la imagen estructural por rayos X de una
proteina homologa del AChR aislada de un procariota, la bacteria Erwinia chysanthem, con
una resolucién atémica de 3.3 A. Esta proteina evidencia un 16% de identidad con la
secuencia de la subunidad ade eucariotas y una gran similitud con los demas miembros de
la familia. Los resultados presentados constituyen la primera descripcién detallada de un
LGIC y los primeros datos obtenidos con un modelo de proteina de membrana. El analisis
del modelo brind6 méas detalles de la estructura y de los mecanismos moleculares que

maniobran la apertura del canal y la permeabilidad de los iones (Hilf and Dutzler, 2008).

Estructura del canal

La estructura del canal i6nico ha sido determinada por estudios combinados de
mutaciones puntuales y técnicas electrofisiolégicas. La marcacion por fotoafinidad de
moléculas blogqueadoras, no competitivas, demostré que la pared del canal esta formada por
estructuras con periodicidad de hélice o, de los cinco segmentos M2 (Edelstein and
Changeux, 1998a). La presencia de una secuencia altamente conservada y su caracter
anfipéatico corroboran esta afirmacion (Montal and Opella, 2002).

En principio, fueron descriptos tres anillos con carga negativa, dos cercanos a la
region citoplasmatica y un tercero en la regién extracelular (Figura 6). Posteriormente se
sefial6 que la compuerta del canal estaria formada por uno 6 dos anillos de cadenas
laterales ubicados a lo ancho del poro y a la altura de la mitad de la bicapa lipidica
(Miyazawa et al., 1999). Alli dos residuos (o L251 y o V255) producen una gran estrechez

del poro que no permite el pasaje de iones (Miyazawa et al., 2003).

acetilcolina
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Figura 6. Estructura del poro del canal iénico del AChR. Tomado y modificado de Miyazawa,

et al., 2003.
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Estados funcionales del AChR

El AChR es una proteina alostérica. La union reversible del ligando determina la
existencia de al menos tres estados funcionales interconvertibles (Edelstein and Changeux,
1998b; Corringer et al., 2000). En ausencia del neurotransmisor el canal iGnico permanece
cerrado y presenta muy baja afinidad para agonistas. En esta situacion se dice que el
receptor esta en estado de reposo. Después de la union del ligando, en el término de
microsegundos, el receptor adquiere el estado activado. En este estado conformacional la
proteina tiene alta afinidad por agonistas y el canal esta abierto, permitiendo el pasaje de
cationes y la depolarizacién de la membrana.

A altas concentraciones de agonista y cuando esta condicion perdura en el tiempo, el
receptor adopta el estado desensibilizado. Este estado se logra a través de dos fases de
transicion, una fase rapida y una fase lenta. Algunos autores consideran estas dos fases de
transicion como estados funcionales diferentes y por esa razén, definen cuatro estados
funcionales del AChR (Karlin, 2002).

El estado desensibilizado corresponde a una configuracion de canal cerrado en
presencia del agonista. Su rol funcional es incierto y al igual que el estado abierto presenta
muy poca estabilidad (Akabas et al., 1994; Sakmann et al., 1980; Grosman and Auerbach,
2001). El estado de reposo, en cambio, tiene baja afinidad por ACh y el mayor grado de
estabilidad (Figura 7).

Sitios de union a ACh

Nat, Ca2+

Activaciéon

Estado de reposo Activado Desensibilizado

@9

ACh

Figura 7. Estados funcionales del AChR. Tomado y modificado de
“www.responsabilidadpsiquiatrica.info/images/g...”
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El mecanismo de activacion del canal no ha sido totalmente dilucidado hasta el
momento. Sin embargo, hay evidencia de que la unién del ligando inicia una serie de
cambios conformacionales que culminan con la apertura del canal y el pasaje de iones. La
microscopia electronica permiti6 captar imagenes del AChR en sus estados abierto y
cerrado. El procedimiento consistié en un congelamiento rapido del tejido en presencia y en
ausencia de ACh durante alrededor de 5 ms. Se comprob6 de esta manera, que en el
estado cerrado, las subunidades denominadas o tienen una conformacion diferente de las
denominadas no-a.

Para comprender las bases fisicas del cambio estructural que sufre el receptor a
partir de la unién al ligando, es necesario lograr la estructura cristalina de la proteina para
ubicar correctamente cada uno de los residuos aminoacidicos que participan. En 2003,
cuando Unwin y su grupo lograron capturar imagenes del receptor con una resolucion de 4
A, proporcionaron la descripcion detallada de la molécula en el estado de canal cerrado. A
pesar de ello, ain no se ha logrado determinar con exactitud, los residuos proteicos y/o
unidades estructurales que participan en los mecanismos moleculares asociados a la
apertura del canal en presencia del agonista.

Al presente, los resultados experimentales apoyan la presunciéon de que las
transiciones de un estado funcional a otro son causa de cambios conformacionales de la
proteina. De hecho, segin se deduce del andlisis de imagenes, la compuerta del canal
difiere estructuralmente entre los estados cerrado y desensibilizado (Hilf and Dutzler, 2008).

La cristalizacion de la AChBP permitié comparar detalles estructurales del protémero
en presencia de agonistas, con la subunidad a del AChR en el estado cerrado. Los
resultados demostraron un movimiento rotacional de la subunidad o, el cual permite el
acercamiento de los aminoacidos ubicados en el sitio de union al agonista en el estado
abierto y que se encontrarian alejados en el estado cerrado (Brejc et al., 2001; Miyazawa et
al., 2003).

Estructura del dominio hidrofébico

Las subunidades del receptor muestran un alto porcentaje de homologia en su
secuencia. En todas ellas se encuentran cuatro regiones bien definidas con residuos
altamente hidrofébicos que constituyen los elementos integrales de membrana denominados
M1, M2, M3 y M4, ya mencionados. La topologia de cada segmento es, en cambio, muy
disimil y fue determinada por técnicas de marcacion con sondas fluorescentes, mutagénesis,

derivatizacion quimica y microscopia electronica.
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Los residuos ubicados de cara al canal y lejos del interior de la proteina en contacto
con la membrana, se determinaron por estudios de accesibilidad a cisteinas sustituidas y
marcacion con compuestos solubles en agua. Segun estos resultados, el segmento M2 de
cada subunidad forma las paredes del canal y tiene un minimo contacto con el resto de las
subunidades. Los experimentos de marcacion de aLeu288 mostraron la vecindad de M2 con
M1 y la participacion de este ultimo en la estructura de la porcion extracelular del poro
(Zhang and Karlin, 1997; Wilson and Karlin, 1998 ; Miyazawa et al., 2003).

Reactivos lipofilicos fotoactivables marcaron las subunidades del receptor en los
segmentos M1, M3 y M4, demostrando una ubicacion cercana a los lipidos (Blanton and
Cohen, 1992; Blanton et al., 1994; Blanton et al., 1998; Blanton et al., 1999). Por otro lado,
datos experimentales de marcacion por afinidad, en concordancia con todos los demas
resultados experimentales obtenidos, demostraron que el segmento M4 es el mas
hidrofobico, el menos conservado evolutivamente y por estar ubicado en la parte mas
externa, es el que posee mayor interaccion con los lipidos de la membrana. La estructura
secundaria de la porcion hidrofébica del receptor fue un tema controversial por mucho
tiempo. Actualmente existe un acuerdo generalizado de que los cuatro segmentos
transmembrana poseen estructura de o hélice (Noda et al., 1983 ; Finer-Moore and Stroud,
1984).

Interfase lipido-proteina

Por tratarse de una proteina alostérica que posee el 30% de su masa inmersa en la
membrana plasmatica, el AChR tiene un entorno lipidico que seria el responsable de
proporcionarle la fluidez necesaria para que se produzcan los cambios conformacionales
asociados a sus diferentes estados: abierto, cerrado y desensibilizado (Changeux et al.,
1996).

Sabemos que la funcionalidad del canal estd influida por mudltiples factores de
caracter fisico, quimico y biol6gico tales como: la composicién y calidad i6nica de las
soluciones a ambos lados de la membrana, el voltaje al cual ésta es sometida, la
temperatura de la reaccion y el microambiente lipidico en el que se encuentra inserta la
proteina. Por lo tanto, la contribucién de las especies lipidicas en contacto con el receptor
parece ser esencial para su correcto funcionamiento. De acuerdo con esta hipotesis, surge
el interés de varios grupos de investigacion por el andlisis de la interfase lipido-proteina para
determinar las relaciones funcionales entre el segmento proteico y los lipidos que lo
circundan (Barrantes, 2003; Barrantes, 2004; Barrantes, 2007). Las primeras evidencias
experimentales de la relaciébn entre el AChR y los lipidos de la membrana fueron

proporcionadas por Marsh y Barrantes (Marsh and Barrantes, 1978; Marsh et al., 1981).
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Mediante estudios de resonancia de spin electrénico (ESR) en fracciones de
membranas de érgano eléctrico de T. marmorata enriquecidas en AChR, se determiné una
limitacion en el desplazamiento de una capa de lipidos (acidos grasos, androstanol y
fosfolipidos) ubicados en su entorno inmediato (Marsh and Barrantes, 1978; Marsh et al.,
1981; Criado et al., 1982b). Por medio de la misma técnica, fue posible determinar un
minimo de ~45 moléculas lipidicas en contacto directo con el pentamero y una asociacion
preferencial con esteroles, acido fosfatidico (PA) y &cidos grasos (Marsh et al., 1981).

Con el aislamiento de la proteina oligomérica purificada a partir de estas
preparaciones de membrana, se constatd el nUmero aproximado de fosfolipidos que co-
purifican con ella, la rodean y estan en intimo contacto (“4nulo”). Estos resultados
permitieron confirmar la relacion funcional entre ambas entidades moleculares y su

vinculacion fisica (Figura 8).

Figura 8. Diagrama que representa al AChR en la membrana postsinaptica rodeado del
cinturén de lipidos anulares (esferas rojas) y el resto de los lipidos de la bicapa (esferas
verdes). Obtenido de “Structural basis for lipid modulation of nicotinic acetylcholine receptor
function”.Barrantes F.J., 2004

Siguiendo la cinética del receptor a través de los diferentes estados de transicién
inducidos por el agonista, se determiné que los cambios en la composicion lipidica de la
membrana disminuyen su funcionalidad y que en presencia de colesterol o analogos de
colesterol se logra un correcto funcionamiento (Sunshine and McNamee, 1992). Estudios
posteriores revelaron, ademas, la existencia de una distribucion asimétrica de los
componentes lipidicos entre ambas hemicapas y en el plano horizontal de la membrana
(Barrantes, 1993b).

En nuestro grupo de trabajo se determin6 que en la hemicapa externa, de cara al
espacio sinaptico, hay un porcentaje mayor de fosfatidilcolina (PC) y de esfingomielina (SM).
Fosfatidiletanolamina (PE) y mas de la mitad de la fosfatidilserina (PS) se encuentran en la
hemicapa interna (Bonini, | et al., 1990; Marsh, 2001; Marsh, 1978; Marsh et al., 1981).
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De acuerdo con estos resultados, la funcionalidad del AChR parece depender mas de
la composicion lipidica que del estado de fluidez de la membrana (Ellena et al., 1983).

Para su correcto funcionamiento el AChR requiere de la presencia, en su
microentorno, de colesterol y de fosfolipidos de carga negativa (por ejemplo, PA o PS) (Fong
and McNamee, 1986). Diferentes grupos de investigacion coinciden en que es necesaria la
presencia de colesterol y de fosfolipidos del tipo del acido fosfatidico (PA) en el proceso de
purificacién de la proteina receptora, para conservar la funcion de translocaciéon de iones y
las propiedades de union del ligando. Sin embargo, algunos autores discrepan en la
existencia de sitios de uniébn no anulares, de colesterol y de &cidos grasos, en los que
estarian excluidos los fosfolipidos (Jones et al., 1988a).

Por otra parte, segun Criado y colaboradores, el paso de cationes a través del poro
del canal y el cambio conformacional del estado de reposo al desensibilizado, guarda
estrecha relacion estructural con el colesterol y los fosfolipidos cargados negativamente
(Criado et al., 1982Db; Criado et al., 1984; Ochoa et al., 1983b; Fong and McNamee, 1986;
Jones et al., 1988b; Ochoa et al., 1983a; Baenziger et al., 1992). El colesterol ejerce su
efecto modificando la fluidez de la membrana, sin embargo, la presencia de lipidos aniénicos
parece ser necesaria para hacer posible el pasaje del estado de reposo al desensibilizado
(Baenziger et al., 1992). Otros resultados indican que ademas de la funcién estabilizadora
de PC en la membrana, el colesterol y el PA facilitan el pasaje al estado de reposo
(Baenziger et al., 1992). Por otro lado, sin colesterol el receptor se estabiliza en el estado
cerrado y s6lo adquiere la capacidad para pasar al estado activado por agregado del lipido
al sistema (Baenziger et al., 1992; Rankin et al., 1998). El estado fisico de la membrana
incide, sin dudas, en forma directa en los estados funcionales del receptor.

Los sitios de accién modulatoria de los lipidos han sido ubicados en los segmentos
hidrofébicos, aM1, aM4 y yM4. Segln mencionaramos anteriormente, de acuerdo con los
patrones de hidrofobicidad y el grado de marcacién con sondas hidrofébicas, el segmento
M4 es el que tiene la mayor probabilidad de estar en contacto directo con los lipidos de la
bicapa (Blanton and Cohen, 1992; Baenziger et al., 1992; Blanton et al., 1994; Rankin et al.,
1998; Barrantes, 1993b; Barrantes, 1993a). De hecho, mutaciones puntuales en oM4
modifican el efecto modulador del colesterol (Santiago et al., 2001).

Hay una gran variedad de sustancias que actian a nivel de la interfase lipido-
proteica, con capacidad para modificar y regular la funcionalidad del canal tales como
alcoholes, anestésicos generales, acidos grasos libres y glucocorticoides.

En ensayos realizados con sistemas reconstituidos se observé que los acidos grasos
tienen un sitio de accion que se superpone con el colesterol y los fosfolipidos (Antollini and

Barrantes, 1998). Utilizando la técnica de patch-clamp en la linea celular de expresion
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enddgena BC3H-1, se demostré la importancia del efecto modulatorio de los acidos grasos
en los parametros electrofisiolégicos del canal (Bouzat and Barrantes, 1993b). Estudios
basados en el desplazamiento de una sonda hidrofébica marcada sugirieron la accion de los
acidos grasos en la interface lipido-proteica por desplazamiento de los lipidos anulares
(Antollini and Barrantes, 2002). Ciertos acidos grasos tienen la capacidad de unirse
covalentemente a las subunidades aisladas del AChR. Esto sugiere también una activa
participacion en el proceso de ensamblado y expresion del receptor en superficie (Olson et
al., 1984).

Ademas de los acidos grasos, otras sustacias hidrofobicas modifican la actividad del
receptor. Es importante destacar los resultados de nuestro grupo en el andlisis de la accion
modulatoria de los esteroides en sistemas celulares de expresion transiente (Bouzat and
Barrantes, 1993a; Bouzat and Barrantes, 1996). Estos estudios indican que estas moléculas
hidrofébicas parecen actuar en zonas en las que el AChR esté en contacto directo con los
lipidos. Por otro lado, todos los datos experimentales indican que las propiedades de los
lipidos modifican las propiedades estructurales y funcionales del receptor (Ortells et al.,
1992), lo cual pone de manifiesto, la importancia de su caracterizacion y la determinacién del
rol que desempefan.

En nuestro laboratorio, la linea de trabajo se centrd particularmente en el desarrollo
de modelos y condiciones experimentales adecuados para desentrafiar el efecto que
determinadas especies lipidicas estarian ejerciendo sobre la presencia, la estructura y la
funcionalidad del AChR en la membrana. Es por ello que se ha propuesto un tercer dominio
funcional, con igual jerarquia a los anteriores, formado por la extensa superficie de contacto
gue existe entre la proteina y los lipidos (Barrantes, 2001; Barrantes, 2002; Barrantes,
2003a; Barrantes, 2003b). A pesar de la gran cantidad de resultados obtenidos, los
mecanismos moleculares por los cuales los lipidos ejercen su efecto sobre el receptor no
estan aun totalmente esclarecidos.

Los primeros estudios bioquimicos y los principales avances en la resolucion de la
estructura y funcion del AChR se realizaron en una de las fuentes naturales mas ricas, como
es el érgano eléctrico de peces de la familia Torpedinidae, como el T. marmorata. Con este
modelo experimental se determinaron aspectos de caracter estructural, propiedades de
union al ligando y transiciones conformacionales (Damle and Karlin, 1980; Conti-Tronconi
and Raftery, 1982; Bon et al., 1984). Otros aspectos de la bioquimica del receptor deben ser
abordados en sistemas funcionalmente completos.

Los estudios preliminares sobre los procesos de sintesis, ensamblado, regulacién y
flujo de cationes se realizaron en lineas celulares que expresaban la proteina receptora de
manera enddgena (Blount and Merlie, 1989; Sine and Claudio, 1991b). Cuando se logro

aislar y purificar el ARN mensajero, los receptores embrionario y adulto se expresaron por
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microinyeccidn en ovocitos de Xenopus laévis, y a partir de alli, se obtuvieron los ADNc de
las cinco subunidades con las cuales se logré la expresion heteréloga del receptor en
células eucariotas.

Si consideramos la importancia de la selectividad y la estequiometria lipidica, en la
interaccion y en la dinAmica de la proteina desde su sintesis en el reticulo endoplasmico
(RE) hasta su destino final en la sinapsis, tenemos que destacar la participacion de
mecanismos fundamentales como la insercién vectorial, el ensamblado y montaje del
pentamero, el trafico y la estabilizacion de la proteina, la regulacién de su vida media en la
membrana por procesos de internalizacion y el catabolismo. Todos son procesos en los
cuales los lipidos participan activamente. Estos aspectos no pueden ser estudiados en
sistemas artificiales reconstituidos y requieren ser abordados en sistemas funcionalmente

completos.
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Objetivos

El objetivo de esta tesis fue establecer un modelo celular para estudiar y definir el
efecto de las interacciones lipido-proteicas del receptor nicotinico colinérgico muscular de
ratén. Para tal fin, se requeria contar con una célula funcionando a modo de tubo de ensayo
para evitar los modelos artificiales puros con membranas reconstituidas. Con este propésito,
utilizamos lineas celulares eucariotas para inducir la expresion heteréloga permanente del
receptor y maodificar en ellas, el contenido lipidico.

En el primer capitulo describimos tres lineas celulares con capacidad para la
expresion heteréloga y estable del AChR. Estas son: un sistema celular de referencia en una
linea salvaje y dos modelos creados con lineas celulares mutantes, deficientes en el
metabolismo lipidico. Se eligié como linea celular salvaje a la linea celular CHO-K1 derivada
de ovario de hamster chino por la factibilidad de expresar en ella el receptor de manera
estable (Forsayeth et al., 1990b), y porque se disponia de informacién experimental acerca
de su metabolismo y contenido de lipidos.

Transfectamos cultivos de CHO-K1 con las cuatro subunidades del receptor,
seleccionamos los clones positivos con el antibitico de seleccion y de cada uno de ellos
aislamos el ARN total para la determinacion cualitativa de la expresion por RT-PCR. En cada
uno de los clones positivos para el ensayo de RT-PCR, se realizaron ensayos de unién con
[***l]a-bungarotoxina ([I'**Ja-BTX), un radioligando especifico. De esta manera, se cuantifico
en cada uno el total de la proteina expresada, la fraccion de receptores que alcanzan la
membrana plasmatica y la vida media del receptor en superficie. Ademas, se determinaron
el perfil farmacolégico del receptor por cinéticas de asociacién y disociacién con diferentes
ligandos y los parametros electrofisiol6gicos del canal por la técnica de patch-clamp. De esta
forma, se logr6 obtener y caracterizar una linea celular que expresaba en forma heteréloga
al AChR y que posteriormente fue utilizada como sistema control.

Para los modelos experimentales deficientes en el metabolismo lipidico, utilizamos
dos lineas celulares mutantes, derivadas de CHO-K1. En ambas, la mutacién que poseen
afecta a proteinas reguladoras de vias metabdlicas que modifican el contenido endégeno de
esfingomielina (SM) y fosfatidilserina (PS), respectivamente.

En primer término, utilizamos una linea celular mutante denominada SPB-1 que
expresa una inhibicion dependiente de la temperatura de la enzima serina palmitoil
transferasa (SPT), clave en la via de sintesis de esfingolipidos (Hanada et al., 1990). A
temperaturas de cultivo entre 33 °C y 37 °C la actividad de la enzima disminuye a niveles
gue representan tan sélo del 4 al 8% de la actividad normal, lo cual permite llevar los niveles
celulares de esfingomielina y gangliésidos como el GM3 a valores menores del 1% de los

valores controles. Este modelo nos permiti6 caracterizar la participacion activa de la
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esfingomielina en los mecanismos que regulan el trafico del receptor desde su sintesis hasta
la llegada a la membrana plasmatica. Sin embargo, no encontramos diferencias en los
pardmetros electrofisiolégicos y en las propiedades farmacolégicas del AChR en este
sistema celular con respecto al modelo de referencia.

En segundo término, utilizamos otra linea derivada de CHO-K1, auxotréfica, llamada
PSA-3, que requiere de PS exdgena para su normal crecimiento ya que posee una
alteracion en una de las enzimas que catalizan la sintesis por intercambio de bases de los
fosfolipidos con serina, lo que la hace incapaz de realizar normalmente la sintesis de PS. La
linea fue aislada y caracterizada por Kuge y col. (Kuge et al., 1986b; Kuge et al., 1986a)

Ambas lineas celulares se utilizaron (a manera de tubo de ensayo) para explorar
experimentalmente el efecto producido por la carencia especifica de un determinado tipo de
lipido en el comportamiento del receptor. Del mismo modo que la linea control, las mutantes
fueron modificadas genéticamente por co-transfeccion del ADNc de las cuatro subunidades
y expresan heterélogamente y en forma estable el AChR de raton.

En el segundo capitulo de esta tesis se presentan estudios realizados con el
propésito de dilucidar el rol que poseen los aminoacidos que estan ubicados de cara a la
membrana en intimo contacto con los lipidos. Elegimos para ello residuos cargados situados
en los extremos del segmento M4, el mas hidrofobico, de la la subunidad «. Creamos
sistemas celulares con una estrategia diferente. Modificamos la estructura primaria de la
proteina receptora generando mutaciones simples y multiples en residuos ubicados en los
extremos del segmento aM4, a la altura de las cabezas polares de los fosfolipidos.
Introdujimos la proteina receptora por co-transfeccion de la subunidad a mutada con el resto
de las subunidades, en la version salvaje, en la linea celular normal CHO-K1.

Siguiendo la misma estrategia descripta en el capitulo anterior logramos seleccionar
cinco lineas clonales mutantes. Cada clon, con metabolismo lipidico normal, nos permitié no
solo realizar estudios sobre la magnitud de la expresion del receptor mutado sino también
determinar los cambios estructurales y funcionales que se producen cuando estos residuos

no participan en la estructura.
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1.0 Marcacién de proteinas con [**S] metionina

Para determinar el perfil proteico diferencial de las nuevas lineas celulares se realizo
una marcacioén metabdlica de proteinas por incorporacion de aminoacidos radiactivos en el
proceso de sintesis. Las lineas celulares establecidas y los controles se cultivaron en placas
de 100 mm hasta un 70% de confluencia. Antes del inicio de la marcacion se lavaron con
CMF y se incubaron en medio DME sin metionina durante 30 minutos. Luego se agregé
[**S] metionina (100uCi /ml) y se incubaron cuatro horas méas. Se lavaron nuevamente con
PBS para eliminar la radioactividad no incorporada, se rasparon y colectaron en un tubo y
se congelaron a -70°C.

Para someterlas a electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% en presencia de
SDS siguiendo la técnica descripta por Laemmli (1970), se descongelaron en una solucion
(buffer) de lisis: (Tris-HCI 50 mM pH 5.2, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM EGTA 5 mM, PMSF
200 pM) 1ml/107), se mantuvieron en hielo durante 30 minutos con agitacion ocasional y se
incubaron por 30 minutos mas a 37° C. en SDS al 5% (p/v), Tris-HCI 0.5 M. pH 6.8, glicerol
al 30%(v/v), 2-mercaptoetanol al 15% y azul de bromo fenol al 0.05% (v/v).

El peso molecular de las proteinas se evalué por comparacion con un estandar de
peso molecular. Las subunidades del AChR se determinaron por el andlisis de patrones
proteicos diferenciales entre células CHO-K1 no transfectadas y los clones que resultaron

de la seleccién, luego del revelado de la placa autorradiogréfica.

2.0 Obtencién y purificacion de ADN

Para la obtencién de ADN plasmidico a pequefia y mediana escala siguiendo el
método de lisis alcalina (Sambrook et al., 1989) se parti6 de una colonia aislada crecida
durante 14-16 horas a 37°C y agitacion en 2 ml 6 en 50 ml de medio de Luria Bertani (LB)
en presencia de ampicilina (50-100 pg /ml). El sedimento bacteriano obtenido se
resuspendié cuidadosamente en una solucién tampén: GET (50mM glucosa, 10mM EDTA y
2,5 mM Tris-HCI; pH 7,5) adicionado con lisozima y ARNasa. Se incubd con la solucion de
lisis (NaOH 0,2 N; SDS 1%) y se precipitd con acetato de potasio 5M. En el sobrenadante
recuperado se realizaron dos extracciones, con fenol : cloroformo (1:1) y con cloroformo.

El ADN plasmidico de la fase acuosa se precipitd por el agregado de acetato de
sodio 5M y etanol 95% a -20°C. El pecipitado de ADN obtenido se lavé con etanol 70%, y
previo secado se resuspendio en una solucion acuosa de Tris-EDTA (TE) a pH 8,0 del cual
se tomaron alicuotas para cuantificar, determinar el grado de pureza y realizar analisis
estructurales adicionales con endonucleasas de restriccion.

La obtencién de ADN plasmidico en gran escala se realizdé con el mismo método.
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Partiendo de voliumenes de cultivo bacteriano de 150 a 500 ml se obtuvieron rendimientos
del orden de los miligramos. El protocolo incluyd, luego de la obtencién del primer
precipitado de ADN plasmidico, un proceso de purificacion por gradientes de cloruro de
cesio, obteniéndose plasmidos con un alto grado de pureza.

Ademas, se obtuvo ADN plasmidico en gran escala mediante el uso del kit comercial
Wizards™ Maxiprep Plus de Promega en cuyo caso la purificacibn se realizé por
cromatografia de adsorcion en columna.

Para cuantificar y evaluar el grado de pureza de los &cidos nucleicos, se usé un
espectrofotbmetro (Spectronic 21, Bausch & Lomb) con lecturas en el ultravioleta. Para la
cuantificacién se realizaron lecturas a 260 nm de ADN diluido en agua ultra pura y la DO.
obtenida se multiplico por el factor de conversion correspondiente: 50 ng/ul. Para determinar
la pureza se calcul6 la relacion DO 260 / DO 280 y se usaron solo aquellas muestras cuyos

valores resultaron entre 1.8 y 2.0.

3.0 Obtencién de ARN

Para determinar la efectividad de la insercién en el genoma celular y la expresion de
las subunidades del receptor a nivel de ARN, los clones seleccionados y establecidos como
nuevas lineas, se cultivaron en medio completo en presencia del antibiético correspondiente
para el aislamiento de ARN total.

Los cultivos en placas de 100 mm confluentes tripsinizados se transfirieron a un tubo
de centrifuga de 15 ml y lavaron con PBS por centrifugacion a 800 rpm durante 5 minutos.
Se resuspendieron en 500 pl de isotiocianato de guanidinio, se incubaron durante 15
minutos a 60°C y se agreg6 igual volumen de fenol saturado en agua y de acetato de
sodio/EDTA agitando vigorosamente con vortex. Se continué la incubacion por 10 minutos
mas y se agité nuevamente la mezcla por 30 segundos adicionales. Se agregaron 500 pl de
cloroformo, se agité enérgicamente y luego de una centrifugacion breve, la fase acuosa se
recuperd en un tubo limpio. Se hicieron dos lavados con 500 pl de cloroformo:isoamilalcohol
(24:1) y 500 pl de cloroformo. A la fase acuosa recuperada se le agregaron 50 pul de acetato
de sodio 3M, 2 volumenes de etanol y se la mantuvo a —20° C varias horas para precipitar el
ARN. Se centrifugd a 14000 rpm por 10 minutos, se lavé el precipitado con etanol 75%, se
seco al aire y se resuspendi6 con agua ultrapura estéril.

Para la cuantificacion se realizaron lecturas a 260 nm. La DO. obtenida se multiplico
por el valor de la dilucion realizada y por el factor de conversion correspondiente para ARN:

40 ng/ul. El grado de pureza fue calculado por la relacion DO 260 / DO 280 nm. La
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integridad molecular se controlé por electroforesis en geles de agarosa 1%, y los ARN asi

obtenidos se conservaron a —70° C.

4.0 Transformacion bacteriana

Para la introduccién de ADN en bacterias, proceso denominado transformacion, se
utilizé el método de choque (shock) térmico en presencia de calcio (Sambrook et al., 1989).
Se usaron las cepas de E.coli, NSoF’, DH5-a0 y HB 101 competentes, preparadas en
nuestro laboratorio a partir de una suspension en fase logaritmica de crecimiento, tratada
con soluciones de cloruro de calcio. Las bacterias competentes se incubaron con el ADN
por 15 minutos, se realiz6 el choque térmico a una temperatura de 42°C por 45 segundos
seguido por 5 minutos en hielo y una incubacion adicional en medio LB, sin el antibiético de
seleccion, durante 1 hora.

El aislamiento de colonias se realiz6 luego de incubar el producto de la
transformacién en medio solido (LB/agar, 15 gr/l) en presencia del antibiético de seleccion
correspondiente en estufa a 37°C durante toda la noche.

En los casos en que la transformacion se realizé con plasmidos se usaron = 50ng de
ADN en un volumen de bacterias competentes variable entre 50ul y 100ul. Cuando se
transformaron bacterias con productos de la reaccién de la enzima T4 ADN ligasa

generalmente se utilizé la mitad del volumen total de la reaccion.

5.0 Transfeccién de células eucariotas

El ADNc de las subunidades «, 8, 6 de ratén y la subunidad ¢ proveniente de masculo
de diafragma de ratén adulto, fueron cedidas por el Dr. J. Patrick (Baylor College of
Medicine, Texas Medical Center, Texas, USA). Las secuencias se insertaron detras de un
promotor SV40 en unidades vectoriales de expresion. Los cuatro plasmidos, fueron
ampliados en cepas bacterianas del tipo DH5«, purificados en gradientes de cloruro de cesio
y transfectados en células normales y deficientes.

La introduccion de ADN plasmidico en células eucariotas, proceso de transfeccion,
se llevo a cabo mediante diferentes técnicas realizadas sobre lineas celulares establecidas.

El método de fosfato de calcio se desarrollé6 segun el protocolo original de Gaham y
van der. Se prepar6 un fino precipitado de fosfato de calcio con 5ug totales de ADN en una
mezcla conteniendo los pldsmidos pSMa, pSMB, pSMe, pSM3, y pSV,.Neo (Esquema Il y
IV), en relacion molar 2:1:1:1:0.1, y se esparcio sobre un cultivo en placa de 35mm con una

confluencia del 70%.
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Después de 4-6 horas de contacto con el precipitado las células se sometieron a un choque
de glicerol por 3 minutos, que permiti6 aumentar sustancialmente la eficiencia de la
transfeccion.

A las 24 horas el cultivo se levantd con tripsina para diluir las células (1:5) y 24
horas después se inicid la seleccion con el agregado del antibiético a una concentracion de
400 pg/ml de G418 en medio de cultivo completo. EI medio se cambié cada cuatro dias para
eliminar las células muertas. En todos los casos entre 10 y 14 dias de comenzado el
proceso de seleccidn, se registro la aparicion de grupos aislados de células resistentes que
formaron colonias. Unas pocas células de cada uno de estos grupos o clones se levantaron
por accion de la tripsina, con ayuda de cilindros de clonado, se transfirieron a una nueva
placa de cultivo y se cultivaron como una linea independiente.

En otros casos, la transfeccion se realizé por complejos ADN-liposomas con
reactivos comerciales como el Tfx™-10 de Promega y Polyfect, Transfection Reagent de
Qiagen para células CHO-K1. La cantidad de ADN vy el tiempo de incubacion usados con
estos reactivos se ajustaron a los protocolos sugeridos por la firma comercial. EI modo
segun el cual se realiz6 el proceso de seleccién fue igual en todos los casos.

De cada transfeccidn se aislaron entre 10 y 20 clones cada uno de los cuales generé
una linea celular estable que fue cultivada en presencia del antibiético en forma
permanente.

Dada nuestra estrategia de clonado, consistente en una cotransfeccién de cinco
plasmidos, (cuatro subunidades receptoras y un marcador de seleccién) obtuvimos clones
incompletos. Aquellos clones que carecian de una subunidad fueron sometidos a una re-
transfeccion con la subunidad faltante y otro plasmido de seleccion distinto, en relaciéon
molar 1:0.1 y a un nuevo proceso de seleccion. Los clones obtenidos de esta manera se

mantienen en cultivo con los dos antibidticos de seleccién en el medio.

6.0 Reaccion de la transcriptasa reversa

Para la reaccion de la transcriptasa reversa (RT) se usaron 2 pg del ARN total
obtenido segln se detalla en 2.1, la enzima M-MLV (Promega) y como oligonucle6tidos
cebadores o primers, hexameros con secuencias al azar en un volumen final de 20 pl. La

incubacion se realiz6 a 42°C durante 1 h.
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7.0 Reaccion de la polimerasa en cadena

Para amplificar los cDNAs de cada una de las subunidades del receptor por la
reaccion de la polimerasa en cadena (PCR), se utilizaron 5ul del producto de la RT.

Se realizaron cuatro reacciones en paralelo utilizando diferentes pares de
oligonucledtidos cebadores, con un tamafio de 20 mers, disefiados para que se unan a
sitios altamente especificos en cada una de las subunidades del receptor. La secuencia de
cada uno esta basada en las secuencias de los cDNAs publicados para el AChR adulto
(aped), (LaPolla et al., 1984; Boulter et al., 1986; Buonanno et al., 1986; Isenberg et al.,
1986; Gardner, 1990).

Composicion de bases de los oligonucleétidos utilizados como cebadores

para la deteccion de las subunidades del receptor

al 5 TGGAAGCACTGGGTGTTCTA 3’
a2 5 AGCGGAGAGTGTTTGCCCAT 3

Bl 5 ATCCCTTCCAGGGGAT 3
p2 5 GATTCAGGCTGAAACCTGTT 3’

el 5 GACTACTGCCCAGGCATGA 3
€2 5 GTTCTGGCAGAGGGCTGCGGTCC 3

61 5 ACCCCAGTGTCCCGATGGA 3
82 5 AGAGCTCCTGTTGGACCTGCTC 3’

Los cebadores fueron disefiados para unirse a una secuencia de bases, sin intrones,
en sitios especificos de cada subunidad. Esto permite asegurar que no amplificaran las
secuencias del ADN gendmico del receptor. Cada par, al a2, €1 €2, B1 B 2, 81 82, al unirse
por complementariedad de bases acota un segmento de longitud diferente para cada
subunidad: =618 bp, =582 bp, =615 bp, =629 bp, que es multiplicado por la reaccién de
PCR. Las cuatro reacciones poseen la misma mezcla de reactivos, 2 unidades de Taq
polimerasa (Pormega) y 1 mM de MgCl, como cofactor, en un volumen final de 20ul. El
ciclador térmico (marca BIOMETRA) se programdé para: 5 minutos iniciales de temperatura
de desnaturalizacion a 95°C, 30 ciclos de: 95°C 60”, 55 °C 60, 72°C 90”, y un periodo

adicional de sintesis de 5 minutos a 72°C.
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Los productos de la reaccion se sometieron a electroforesis en geles de agarosa 1,2

% en presencia de bromuro de etidio (1 mg/ml) con un marcador de peso molecular.

8.0 Purificacién y caracterizacion de los segmentos obtenidos por PCR

Los cuatro segmentos obtenidos por la reaccion de RT-PCR a partir del ARN total de
los clones seleccionados se visualizaron con luz U.V. en un gel de agarosa al 1.2% con
bromuro de etidio en presencia de un marcador de peso molecular que permitio verificar el
tamano predeterminado de cada uno.

Los segmentos se recuperaron del gel, se purificaron por unién a vidrio, y se lavaron
con etanol utilizando el Kit GENECLEAN II, Bio 101. Cat. # 1001-400.

Para determinar la autenticidad de las bandas obtenidas se realizaron digestiones con
endonucleasas de restriccion cuyo resultado fue también evaluado por electroforesis en

geles de agarosa.

9.0 Estrategia para generar mutaciones simples y dobles en el segmento
alM4

Para generar las mutaciones se disefiaron y se mandaron a sintetizar, un par de
oligonucledtidos (sentido y antisentido) que contiene el cambio de bases que genera la
mutacioén que se desea introducir. De acuerdo con el plasmido utilizado en cada caso se
eligieron endonucleasas de restriccion apropiadas; se cortd el plasmido; se aislaron los
segmentos en geles de agarosa y se los purificé por unién a vidrio, segun 8.0 (de esta
seccion). El plasmido mutado se obtuvo por la union del par de oligonucleétidos ya unidos
en doble hebra por hibridacion y el resto de los segmentos purificados en una reaccion con
la enzima T4 ADN ligasa.

La mutacién del residuo Histidina 408 se realizé con el plasmido recombinante
pBRG4 que contiene subclonada la subunidad o (Sine, 1993), segun el protocolo del
esquema |. La subunidad o mutada fue transferida del plasmido pBRG4, al plasmido pSM.
Para la mutacién en la posicion 429 utilizamos el plasmido pSMa, con sitios de corte
diferentes y un nuevo par de oligonucleétidos que introducen la mutacion. Para lograr la
mutacion doble se utilizé en la reaccion de la ligasa un segmento aislado de un plasmido ya

mutado en la posicion 408. La estrategia se detalla en el esquema II.
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Esquema | - Estrategia utilizada para generar mutaciones en el residuo Hist408
al TM4 del AChR

BSPM 1 p——— 5P |

Bstx | [ ] Spel

Oligonucleétido H408A

BspM | mmmm Bstx |

Reaccion con la T4 ADN Ligasa.

BspM | Spe | Bstx | BspMI
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Esquema |l - Estrategia utilizada para generar mutaciones en el residuo Arg429

de al TM4 del AChR

Bam HI Bam HI
Esp | Esp |
Kpn | Kpn |
Esp | Esp |
Bam HI m Esp | Bam H I Espl
Bam H| NN Kpn | BamHI [C———1 Kpnl
Kpn 3 Espl Kpnl 3 Espl
[ 3374 bp
[ 1350 bp
— 1350 bp [ H*™®A
== 62-69 bp
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10.0 Secuenciacion de los plasmidos mutantes

Los vectores de expresion recombinantes obtenidos por la reaccion con T4 ADN
ligasa se transformaron en Escherichia coli, y se sometieron a una minipreparacion para
aislar el ADN plasmidico. Los plasmidos se verificaron estructuralmente a través de cortes
con endonucleasas de restriccion y analisis en geles de agarosa. Los que respondieron a
patrones estructurales predeterminados se consideraron positivos y fueron secuenciados
por el método de Sanger en presencia de ATP marcado y utilizando como cebador, «M4

Cuya secuencia es:

aM4 5 GCAGAGACCATGAAGTCAGACC 3

11.0 Vectores de expresion

Los ADNCc codificantes de las cuatro subunidades proteicas del receptor nicotinico
colinérgico muscular de raton fueron cedidas por el Dr. Jim Patrick (Baylor college of
Medicine, TX, USA). Para transfectar las subunidades correspondientes al AChR muscular
adulto de ratdn se utiliz6 el vector de expresion eucariota pSM subclonado con las

subunidades en los sitios que se detallan en el Esquema Il
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Esquema lllI- Construcciones plasmidicas eucariotas subclonadas con las

subunidades del AChR
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Diagrama de las construcciones plasmidicas utilizadas en la mezcla de transfeccion para lograr la

expresion del AChR muscular murino adulto en las diferentes lineas celulares.
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Esquema IV. Construcciones plasmidicas eucariotas subclonadas con los

genes de seleccion
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Diagrama de los plasmidos de seleccion utilizados en la mezcla de transfeccién. Los
plasmidos de seleccién se agregaron en una relacién diez veces menor en peso (5:0,1) con
respecto a las subunidades del AChR, para lograr una mayor eficiencia.

12.0 Cultivo celular

Todas las lineas celulares se cultivaron rutinariamente en incubador a 36.5 °C, 95%
de humedad relativa, 5% de CO2 y el medio de cultivo sugerido por la ATCC para cada una

de las lineas celular utilizada.

12.1.0 Lineas celulares utilizadas

12.1.1 CHO-K1
La linea celular CHO-K1 (ATCC CRL 9618) se propagd rutinariamente en medio

Ham’s F12, suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y la presencia de

penicilina/estreptomicina.

12.1.2 CHO/SPB-1

Fueron cedidas por el Dr. Kentaro Hanada (National Institute of Health, Tokio,
Japon). Se obtuvieron por tratamiento de CHO-K1 salvajes con etil-metansulfonato segun

(Hanada et al., 1990). Las células presentan una mutacién termosensible en la serina
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palmitoil transferasa (SPT) que es la enzima que cataliza el primer paso en la ruta
biosintética de los esfingolipidos. (Esquema | — Capitulo 1)

Cuando las células se cultivan a temperatura fisiolégica, 37°C, los valores de la
actividad de la enzima representan alrededor del 4% de los valores determinados en la linea
normal. Por encima de 39°C no se registra actividad enzimatica lo que resulta en una linea
celular deficiente en el metabolismo de los esfingolipidos (Hanada et al., 1990; Hanada et
al., 1992).

12.1.3 PSA-3

Esta linea celular mutante tiene un defecto en la actividad de la fosfatidil serina
sintetasa | (Kuge et al., 1986a). En medio de cultivo, sin el agregado de fosfatidil serina (PS)
exogena, esta linea celular posee menos del 50% del contenido normal de PS. Se cultiva en
el laboratorio en las mismas condiciones que la linea CHO-K1.

Para estudiar el efecto producido por la disminucién de PS sobre las propiedades del
AChR se mantiene el cultivo en medio completo sin ningln agregado por un minimo de tres
dias, se las incuba con un medio depletado de lipidos (Nutridoma-BO), o se las incuba en

medio M1 por el tiempo indicado en cada caso, hasta la realizacion del ensayo.

12.2.0 Lineas celulares generadas

12.2.1 CHO-K1/A5

Constituye una linea normal de células CHO-K1 que expresa en forma heteréloga y
estable el AChR muscular murino adulto. Para obtenerla, se transfectaron células CHO-K1
con una mezcla de pSMa, pSMB, pSMe, pSM3, pSV.Neo en relacon molar 2:1:1:1:0,1
mediante la técnica de precipitacion con fosfato de calcio segun se detalla en 2.5. Luego de
4 a 6 hrs de incubacion con los cDNAs, las células se trataron con glicerol 15 % en medio
de cultivo completo durante 3 minutos, lo que aumento la eficiencia de la transfeccién. Se
lavaron con CMF y se incubaron en medio completo hasta el dia siguiente que se
levantaron con tripsina y se transfirieron a 5 capsulas de 35 mm.

A las 24 hs del proceso de transfeccion se inicio la seleccion de clones a través del
agregado al medio de cultivo de 400 pg/ml de G418 o neomicina. Con este medio (medio de
seleccién) se lavan los cultivos cada 4 6 5 dias para eliminar células muertas hasta la
aparicion de clones estables. Cada grupo celular aislado o clon establecido se transfirié por
accion de tripsina a una caja de cultivo donde se cultivd como una linea diferente. En cada

clon se analizé la insercion genodmica y la expresion del receptor completo por técnicas de
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biologia molecular segun se detalla en 2.3, 2.6, 2.8. Establecida la linea se cultivd

rutinariamente con 40 ng/ml de G418.

12.2.2 SPB-1/SPH

Es una linea mutante, deficiente en el metabolismo de los esfingolipidos, que
expresa de manera heteréloga el AChR murino adulto en forma estable.

Se obtuvo en nuestro laboratorio utilizando, como en el caso anterior, el método de
fosfato de calcio como técnica de transfeccion. A un cultivo de SPB-1 se le agreg6 una
mezcla de pSMa, pSMp, pSMe, pSM&, pSV,Neo, segln se detalla en 2.5. Los clones fueron
seleccionados, al igual que en los casos anteriores, con 400 ug/ml de G418 o neomicina en
el medio de cultivo. Al analizar la expresion de los clones, con RT-PCR y ensayos de unién
a [**°IJa-bungarotoxina ([***I]a-BTX), se detectd un clon que presentaba un alto nivel de
marca radioactiva en superficie pero no mostraba expresion de ARN correspondiente a la
subunidad €. Técnicas que permiten determinar los pardmetros electrofisiolégicos del
receptor como canal iénico, confirmaron estos resultados. Este clon fue elegido para ser
retransfectado con pSMe y p2as-HB, un plasmido que confiere resistencia al antibiético
Higromicina, en relacion molar 1: 0.1.

La seleccién del clon se realiz6, en este caso, con 400 pg/ml de G418 y 800 ug/ml
de Higromicina B1. El clon que expresé el mayor nivel del receptor en superficie fue elegido
para posteriores estudios y lo denominamos SPB-1/SPH. Rutinariamente SPB-1/SPH se
cultiva en las mismas condiciones de una célula CHO-K1 pero en presencia de 40 ug/ml de

G418 o neomicina y 80 pg/ml de Higromicina B.

12.2.3 PSA/AChR

Es un clon estable generado en nuestro laboratorio a partir de la linea celular PSA-3,
mutante de CHO-K1 deficiente en el metabolismo de PS (Kuge et al., 1986b). Por
transfeccion con lipidos catiénicos se introdujo la mezcla de plasmidos que codifican las
subunidades de un AChR muscular murino adulto pSMp, pSMe, pSMé y pcDNA 3.1/almyc-
His. Esta dltima se obtuvo por el subclonado de la subunidad ol en un pldsmido pcDNA
3.1/myc-His (invitrogen). Este pldsmido contiene, ademas del codigo genético de ol, la
informacion genética para conferir resistencia a neomicina 6 G418 como antibiético de

seleccidn eucariota.
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12.2.4 CHO-K1/aTM4 His408Ala (H*®A)

Se genero en nuestro laboratorio. Constituye una linea CHO-K1 normal transfectada
con las cuatro construcciones de expresiéon eucariota ya mencionadas pSMB, pSMe, pSM3,
pSM Neo y el plasmido pSMa modificado por introduccién de una mutacién en el segmento
TM4 de la subunidad o. Se cambié el aminoéacido Histidina 408 por Alanina (H*°®A). La
mutacion fue generada por la introduccion a modo de casette de un oligonucleétido

sintetizado para tal fin. La estrategia empleada se muestra en el Esquema Il.

12.2.5 CHO-K1/ aTM4 Arg429Ala (R**A)

Obtenida con una estrategia similar a His408Ala. La mutacion se generd en el
aminoacido Arginina429, cambiando por Alanina segun la estrategia del Esquema .

12.2.6 CHO-K1/ aTM4 His408Ala/Arg429Ala (H*®A/R*#A)

Esta linea posee una mutacion en cada uno de los extremos del segmento «TM4. La
doble mutacion se logré con la misma estrategia utilizada para la mutante simple pero
empleando para la unién, un segmento obtenido de una subunidad o que ya poseia la

mutacién aH*®A. Esquema Il

12.2.7 CHO-K1/Arg429Glu (R**°E)

Esta linea celular se generd con las misma estrategia utilizada para el resto de las
mutantes pero empleando un oligonucleétido diferente disefiado y sintetizado para ese

proposito.

12.2.8 CHO-K1/ aTM4 His408Ala/Arg429Ala (H*®A/R*#A)

Al igual que His408Ala/Arg429Ala, este clon posee una subunidad o con su TM4

mutado en ambos extremos.
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13.0 Ensayos de union de e-bungarotoxina radioactiva al AChR

(ensayos de binding)

Para determinar el nUmero de receptores y realizar andlisis de tipo farmacolégico se
utilizaron ensayos de unién a a-BTX marcada con ®I. La alta afinidad del receptor por la
toxina permite una determinacién cuantitativa, altamente especifica y relativamente sencilla.
En algunos experimentos se utilizé ['**1]a-BTX adquirida a la firma Amersham y en la mayor

parte de los ensayos se usé toxina iodinada en el laboratorio.

13.1. Radiomarcacion de a-BTX con 1%°|

Se disolvieron 10 nmoles de «-BTX (de Bungarus multicinctus) en buffer fosfato
sédico 100 mM, pH 7.4. Se le afiadieron, a temperatura ambiente y bajo campana, 0.5 mCi
de INa (A.E. 17.00 Ci/g) y 5 nmoles de Cloramina T. La reaccién se frend luego de 2
minutos por el agregado de 6 nanomoles de metabisulfito de sodio. Diluida al doble, toda la
reaccion se sembrd inmediatamente en una columna de exclusion de Sephadex G-25
equilibrada con el mismo buffer y mantenida a 4°C. Se colectaron alicuotas de 1 ml y se
destinaron 10 ul de cada alicuota para determinar la radioactividad con un contador de
centelleo gama en el Centro de Medicina Nuclear de Bahia Blanca. La Figura 1 muestra una
curva de elucidn caracteristica, con una buena separacion entre la o-bungarotoxina
marcada y el ioduro libre remanente. Se determind en cada alicuota la absorcion a DO.280
nm. Se calcul6 la actividad especifica segin (Hanley, 1987), fue fraccionada en volimenes
pequefios y conservada a -20°C durante 30 dias, periodo en el que se realizaron los

experimentos.
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Figura 1. Curva de elucion de a-Bungarotoxina iodinada. En una columna de exclusién

preparada con Sephadex G-25, se sembraron 10 nmoles de «o-Bungarotoxina (Bungarus
multicinctus) marcada con 0.5 uCi de '*INa. Se colectaron muestras de 1ml y se midié la
radioactividad. Las fracciones correspondientes al primer pico de inclusion, contienen la toxina
indinada [**°1]a-BTX.

13.2 Determinacién de la unién de £%1Ja-BTX a células enteras

(binding de superficie)

El nimero de receptores expresados en la superficie celular se determiné por unién
de [**I]a-BTX a células enteras, en cultivos celulares en placa de 35 mm y en células en
suspension. Las células crecidas hasta 70-80 % de confluencia se incubaron con
concentraciones crecientes de [**I]a-BTX, con una actividad especifica de 120 pCi/nmol
(New England Nuclear, Dupont, Boston M.A. USA) hasta 60 - 80 nM en medio de cultivo
completo durante 1 hora a 25 °C. Luego se lavaron 3 veces con PBS, se removieron con 2
ml de NaOH 0.1N vy la radioactividad remanente se midié en un contador gama con un 80
% de eficiencia. El contenido en proteinas de cada muestra se determiné por el método de
Lowry en una alicuota de 200 pl de la muestra. La unién inespecifica de la toxina radioactiva
se determind por incubacion de muestras controles con carbamilcolina 1mM 6 a-BTX fria
por 30 minutos, previo al ensayo.

Para el ensayo de union a superficie con células en suspension se resuspendio el
cultivo con PBS-EDTA. Las células en suspension fueron lavadas con PBS por
centrifugacion a 4000 rpm y se resuspendieron en con 1ml de PBS-BSA (27mg /900 ml). De

esta suspensidn celular se usaron 150 pl para cada muestra, que fueron incubados primero
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con 1 mM de carbamilcolina en la condicién control y 1 hora a 25 °C con 20 nM de toxina
marcada. Se centrifugd a baja velocidad y se lavd 3 veces con PBS.

Luego del lavado, cada muestra se resuspendié con 2 ml de NaOH 0.1N y se cont6
en un contador gama con un 80% de eficiencia. Una alicuota de 200 pl de esta suspension

fue usada para la determinacion de proteinas por el método de Lowry (Lowry et al., 1951b).

13.3 Determinacién de la unién de /°IJa-BTX a células permeabilizadas

Para determinar el total de receptores expresados en cada linea clonal y poder
cuantificar los receptores intracelulares, el ensayo de unién con toxina radioactiva se realizd
en células permeabilizadas y/o lisadas. Las células se lisaron con un buffer Tris-HCI pH 7.4,
conteniendo: NaCl, 150 mM, EDTA 5mM, Triton X-100 1%, NaNs; 0.02%, BSA 10 pg/mL,
PMSF 2mM, y 10 ug/mL de cada uno de los inhibidores de proteasas: quimiostatina,
leupeptina, pepstatina, TLCK y TPCK agregadas al buffer inmediatamente antes de ser
usado (Green and Claudio, 1993), durante toda la noche a 4°C.

Segun lo describen Schmidt y Raftery (1973), el equivalente al contenido proteico de
un frasco de cultivo confluente se resuspendié con 600 pul de buffer de lisis y de alli se
tomaron 20 pul para cada muestra. Cada condicion se llevé a un volumen final de 125 pl en
presencia de ['**1]a-BTX, y se incubaron durante una hora a temperatura ambiente. La
radioactividad inespecifica unida se sustrajo de los valores obtenidos de muestras
incubadas con 1mM de carbamilcolina por 30 minutos a temperatura ambiente antes del
agregado de la toxina radioactiva. Un volumen de 80 pl de la mezcla se sembro en papeles
del tipo DE81 (Whattman) y se lavaron 4 veces con un volumen aproximado de 10 ml de
buffer de lisis con 0,1% de Tritdbn X100 por cada unidad de papel. Se secaron y se contaron
en un contador gama con un 80% de eficiencia. Alternativamemnte, el total de receptores
expresados fue determinado en células permeabilizadas con 0.5% de saponina.

De esta manera, el nimero de receptores intracelulares es obtenido como la

diferencia entre el total y el valor determinado de los receptores de superficie.

14.0 Microscopia de fluorescencia

Para el andlisis de todos los sistemas celulares establecidos a través de la
microscopia de fluorescencia, las células se cultivaron, segun las condiciones detalladas en
cada caso, en cubreobjetos de vidrio circular de 25 mm de diametro.

Para los experimentos con mutantes en los que se evalud el efecto de la deprivacion de

lipidos en el sistema, se modificd la temperatura del medio de cultivo o se cambié el medio
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Ham’s F-12 completo por Nutridoma—BO y luego el cultivo se mantuvo en esas condiciones
por el tiempo indicado.

La marcacion de los receptores de superficie se logré incubando las células con -
BTX conjugada con Alexa*® 6 Alexa *** a una concentracion final de 1pug/ml en el medio de
cultivo por 50-60 minutos en hielo. El exceso de marca se elimind lavando con medio de
cultivo sin suero, medio M1 6 PBS antes de montar la muestra sobre portaobjeto de vidrio y
visualizarlas en el microscopio de fluorescencia.

Para marcar el AChR intracelular, se saturd primero el receptor de superficie por
incubacion con 1ug/m de o-BTX en PBS durante 1 hora. Luego las células se fijaron con
paraformaldehido 4% por 40 minutos y se permeabilizaron con 0.1% Triton X-100 durante
20 min. Finalmente se incubaron con a-BTX Alexa *°** a una concentracion final de 1 pg/ml
en PBS por 1 hora.

Las imagenes de fluorescencia se captaron utilizando un microscopio Nikon normal
modelo Eclipse E-600 T120 equipado con una camara Apogee K2E de 14 bits refrigerada,
controlada a —10°C, SBIG modelo ST-7 (765 x 510 pixels, 9.0 x 9.0 p m pixels, Santa
Barbara, CA.), adosado con un software CCDOPS (SBIG Astronomical Instruments, version
5.25, Santa Barbara, CA). Objetivo de inmersion 40x (1.0 N.A.), 60x (1.4 N.A.) 6 100x (1.4
NA) se usaron en todos los experimentos. Se emplearon sistemas de filtros apropiados para
cada fluor6foro en particular. La sefial de fluorescencia de fondo se obtuvo del mismo
preparado en un area cercana a la célula. Las imagenes adquiridas a 16-bit TIFF se
analizaron en Scion Image y la confeccién de los graficos se realiz6 utilizando el Adobe
Photoshop 7.0 y Corell Draw 11.

14.1 Cuantificacion de la fluorescencia

Para cuantificar la fluorescencia, las imagenes se analizaron con el software Image
J. La regién de interés (ROI), se definié en forma manual y se cuantifico la fluorescencia
promedio. Las medidas se realizaron sobre la seleccion de 10 células al azar, en la imagen
de contraste de fase. El valor de la fluorescencia de fondo se obtuvo en el mismo
preparado, en un &rea cercana, libre de células y se sustrajo al valor promedio del
preparado. La confeccion de los gréficos se realizé utilizando el Adobe Photoshop 7.0 y
Corell Draw 11.
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14.2 Determinacion del porcentaje de AChR desensamblado por union de a-

BTX fluorescente en presencia de carbamilcolina

La a-BTX tiene la propiedad de unirse con alta afinidad a la subunidad o antes de
formar parte del pentdmero en el proceso postraduccional de plegado y ensamblado. La
carbamilcolina en cambio s6lo se une al receptor completo lo que permite diferenciar ambos
tipos de conformacion y determinar la magnitud de receptores
ensamblados/desensamblados en cada sistema celular de expresion heteréloga.

Para determinar y cuantificar ambos estados conformacionales del receptor se
incubaron los cultivos celulares sobre cubreobjetos de vidrio, en placas de 35 mm con o-
BTX a una concentracién final de 1ug/ml durante 50-60 minutos a 4°C con el fin de saturar
los receptores de superficie. Luego, las células se lavaron 3 veces con 1ml de PBS, se
fijaron con paraformaldehido 4% por 40 minutos y se permeabilizaron con 0.1% de Tritén X-
100 por 20 minutos. Una vez fijadas y antes de ser incubadas con o-BTX Alexa *** 1ug/ml
en PBS por 50 minutos, las células para la condicion experimental, se incubaron con 10 mM
de carbamilcolina, durante 1 hora a temperatura ambiente. Las células cultivadas en las
mismas condiciones pero sin el agregado de carbamilcolina, se utilizaron para la condicién
control. Finalizado el tiempo de marcacion con a-BTX Alexa ***, los cubreobjetos se lavaron
con PBS, se montaron en portaobjeto de vidrio y se llevaron al microscopio de
fluorescencia. Para cuantificar la marca, se tomaron fotos de 10 campos por condicion
experimental y se analizaron 10 células por campo. El total corresponde a la marcacién del
preparado sin carbamilcolina (receptores ensamblados + desensamblados) y el control, a

los valores obtenidos en la linea CHO-K1/AS5.

15.0 Gradientes de sacarosa

Las cuatro subunidades del AChR se pliegan y ensamblan a través de sitios
especificos en cada una de ellas que interactian para formar el pentdmero y llegar a la
superficie celular. El andlisis de la formacién de mondmeros, dimeros y pentameros en
cultivos celulares fue realizado a través de gradientes de sacarosa segun se describe en
(Sine and Claudio, 1991b; Kreienkamp et al., 1995). Los cultivos confluentes de las
diferentes lineas celulares, en placas de 35mm, fueron sometidos a un ensayo de binding
total en presencia de [**1]a-BTX 10 nM durante 1 hora a 4°C. Finalizado el periodo de
incubacién, la toxina libre fue eliminada por lavados con PBS (1X). En el siguiente paso, las
células fueron solubilizadas con 200ul de buffer: Tris (pH 7.5), 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA
5mM y Triton X-100 1% durante 3 6 4 horas en hielo. El material sulubilizado se colectd en

tubos de centrifuga de 1.5 ml, por el raspado de las placas de cultivo, se separd el material
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insolubilizado centrifugando a 14.000 rpm y se sembraron 200 pl del sobrenadante en
gradientes de sacarosa de 5 % a 20 % en el mismo buffer y en presencia del detergente.
Los gradientes se corrieron en una ultracentrifuga marca Beckman, Optima ™ TLX en un
rotor TLA 100.4 durante 19 horas a 39000 rpm. Se colectaron muestras de 150 pl 6 200 pl
gue se contaron en un contador de centelleo gama con un 80 % de eficiencia. El valor del
coeficiente de sedimentacién (S), de las fracciones del gradiente, se determiné con
proteinas de valor conocido, sedimentadas en gradientes paralelos como se muestra en la
Figura 2. Se usaron, Anhidrasa carbonica (3.3 S), fosfatasa alcalina (6.1 S) y catalasa (11
S). Las fracciones del gradiente se colectaron desde la parte superior del tubo, hacia la
inferior. La presencia de las proteinas marcadoras se determiné por el valor de absorvancia
de lecturas realizadas en el espectrofotdmetro a 280 nm. Ademas, realizamos un control de
la toxina libre, agregando a la corrida un gradiente sembrado con [**I]a-BTX (~ 1.8S). Las

alicuotas se contaron con un contador gama.

s Anhidrasa Carbonica Albumina + Catalasa

07 | 012 |-

05
0,08 |-
04
03}

02|

DO 280 nm
2
T

01} L
s-g-u-i-u-8-u 0,02 -

00+
1 1 1 1 1 1 1 1 N 1 N 1 1 1 1 1 1 1 " 1
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
nameros de fracciones ndmero de fracciones
125
Catalasa [la-BTX
0.1
000
800
600
g. 400
©
200 w
0 ————————————————————————————————————————————————————————————————————————————
1 M 21 31 1 11 21 31 41 51
numero de fracciones namero de fracciones

Figura 2. Gradientes de sacarosa.Proteinas de peso molecular conocido se sembraron en un
gradiente de sacarosa del 5% al 20%. Alicuotas tomadas del gradiente se midieron a 280 nm y los
valores de absorvancia se graficaron en funcién del numero de fracciones. Una alicuta de la toxina
marcada ([**’1]a-BTX) se sembré en un gradiente que se corri en paralelo con las muestras. El
grafico representa la radioactividad medida en cada fraccion del gradiente.

41



Materiales y Métodos

16.0 Tratamiento de CHO-K1/A5 con FB1

La inhibicion total del metabolismo de los esfingolipidos en las células SPB1 se pone de
manifiesto a elevadas temperaturas de cultivo. Ademas de los controles realizados para
determinar la viabilidad celular, el efecto observado en las mutantes debia ser corroborado
en células con metabolismo y condiciones de cultivo normales. Para ello se trataron células
CHO-K1 salvajes con Fumonisina B1, toxina fungica capaz de inhibir selectivamente la
esfingosina N-acetil transferasa (ceramida sintetasa) (Norred et al., 1992). Las células CHO-
K1/A5 se cultivaron en placas de 35 mm con Ham's F12 + 10% de suero fetal bovino a 37°C
por un periodo de no menos de 24 horas. Para realizar los experimentos, el medio de cultivo
se remplazé por Nutridoma-BO conteniendo 50 uM de FBL1 y las células se incubaron por un
periodo adicional de 48 horas. Los controles corresponden a cultivos mantenidos en medio
completo y medio definido a 37°C.
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Capitulo I
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Obtencion de lineas celulares normales y deficientes en
el metabolismo de esfingomielina con expresion
constitutiva del AChR
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Antecedentes y objetivos

Para determinar la participacion de los lipidos en la funcion de proteinas de
membrana, es necesario contar con un modelo experimental que permita introducir cambios
en el metabolismo y consecuentemente, en el contenido de ciertas especies lipidicas en el
sistema. La realizacion de experimentos que permitan evaluar la importancia de la influencia
del microambiente lipidico sobre la conformacion, regulacion y funcion del AChR, requiere
de un modelo experimental capaz de bloquear los mecanismos endégenos compensatorios
gue las células poseen para evitar variaciones en la composicion y el contenido de los
lipidos.

Estudios realizados en nuestro laboratorio con una linea muscular de raton (BC3H-
1) que expresa de forma enddgena la version embrionaria del AChR, demostraron una
rapida reversion de las condiciones experimentales impuestas, principalmente cuando se
pretendia determinar cambios que se manifestaban en tiempos largos de incubacion
(Pediconi et al.,, 1992). Los lipidos exdgenos aportados por el medio de cultivo eran
suficientes para que los mecanismos regulatorios eviten cambios de composicién inducidos.
Fue necesario entonces, contar con un sistema celular que exprese la proteina receptora de
manera constitutiva y paralelamente se pueda madificar el contenido endégeno de ciertos
lipidos.

El AChR de raton ha sido heter6logamente expresado de forma transitoria vy
permanente en varios sistemas celulares eucariotas: el ovocito de Xenopus (Mishina et al.,
1984;Mishina et al., 1986) , una linea celular de rifiédn de mono, COS (Gu et al., 1990)
fibroblastos de raton (Claudio, 1987; Sine and Claudio, 1991a; Kopta and Steinbach, 1994)
y células CHO-K1 (Forsayeth et al., 1990a).

La expresion heteréloga transitoria de una proteina ofrece la ventaja de un alto nivel
de expresién en un cierto nimero de células del cultivo, pero con poca disponibilidad
temporal para el analisis. La expresiéon estable, en cambio, aunque brinda menor nivel de
expresion proteica, permite la obtencion de una linea celular homogénea seleccionada para
la expresion de la proteina e independiente de la ventana temporal de exploracion.

Para lograrlo, la secuencia completa de las subunidades del AChR subclonadas en
vectores de expresion eucariota, sumadas a un vector de seleccion, fueron transfectadas en
células CHO-K1 para establecer una linea de referencia o control y en mutantes de CHO-

K1, con alteraciones en el metabolismo lipidico, para obtener el modelo experimental.
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Resultados

Insercién del AChR en células CHO-K1

El ADNc de las subunidades «, B, 8 y € de raton fue insertado detras de un promotor
SV40 en unidades vectoriales de expresién eucariota. Estos plasmidos fueron ampliados en
cepas bacterianas del tipo DH5a, purificados en gradientes de cloruro de cesio y
transfectados por el método de fosfato de calcio en células CHO-K1.

Para la transfeccibn se usaron 5ug totales de las construcciones pSMa, pSMB,
pSMe, pSM & y pSV,Neo, un pldsmido que posee el mismo promotor que el de las
subunidades del receptor y que confiere resistencia al antibiético neomicina o G418 (ver
seccion Materiales y Métodos). Tras el proceso de selecciéon, se aislaron un total de 25

clones que fueron ampliados y cultivados como lineas clonales independientes.

Detecciéon de la expresion del ARNm de las subunidades del receptor por

determinacién con RT- PCR

La capacidad de resistencia adquirida por la insercion del plasmido pSV,Neo no
asegura la presencia del ARNm ni la sintesis proteica de las cuatro subunidades del
receptor. Para determinar la insercion de los vectores y verificar la expresion del ARNm del
AChR, se aislé el ARN total de cada uno de los clones seleccionados, se realizé la reaccion
de la transcriptasa reversa (RT), y cuatro reacciones de multiplicacion selectiva de la
polimerasa en cadena (PCR).

El programa de amplificacion y las condiciones para la reaccion de PCR se ajustaron
utilizando los plasmidos de transfeccibn como molde de ADN. Esta misma reaccion se
constituyd en el control positivo y se corrié6 en paralelo con cada reaccion de RT-PCR
realizada. Para descartar falsos positivos por la presencia de los genes del AChR en la linea
celular, el par de oligonucledtidos cebadores, se disefid en sitios de la secuencia
especificos de la especie y separados por al menos un intron del ADN gendmico (las
secuencias se muestran en la seccion Materiales y Métodos).

El primer 1 (sentido) se disefid para que se una al dominio extracelular del extremo
N-terminal antes del segmento transmembrana M1, y el primer 2 (antisentido) se disefio
para que se una a secuencias ubicadas en la porcion citoplasmética entre M3 y M4. Estas
regiones difieren entre las subunidades del receptor y son especificas de cada especie
(Ortells and Lunt, 1995).

Los productos de amplificacion, con los cuatro pares de cebadores especificos para

cada subunidad (a1, a2, p1,p2....... 81,562), tienen un tamarnio diferente y predeterminado que
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varia entre 550 y 600 bp. Esto permitié caracterizarlos facilmente por electroforesis en geles
de agarosa.

La Figura 1 muestra el resultado de la electroforesis de productos de RT-PCR
analizados en un gel de agarosa (1,2%) en presencia de bromuro de etidio. En el panel de la
izquierda (a) se muestran los segmentos de ADN obtenidos luego de optimizar la reaccion
de PCR con los pldsmidos de cada subunidad y sus correspondientes cebadores. En el
panel de la derecha (b) se muestra el resultado de la RT-PCR del ARN correspondiente a la
linea CHO-K1/A5.

pSMs St. CHO-K1/A5

a B & & A /Hindlll a B & &

Figura 1. Expresion heterdloga del AChR adulto de ratén en células CHO-K1.La foto
muestra el resultado de la reaccién de RT-PCR optimizada y el andlisis de la expresion de la
linea CHO-K1/A5 luego de una electroforesis en geles de agarosa al 1,2 %. (a) Resultado de
la optimizacién de la reaccion de PCR empleando cebadores especificos para cada subunidad
y los plasmidos utilizados para la transfeccion, como ADN molde. (b) Resultado del clon CHO-
K1/A5. Las muestras fueron obtenidas por reacciones de RT-PCR a partir del ARN total
aislado y purificado de cultivos celulares en placa. El estandar utilizado en la corrida
corresponde al fago) digerido con Hind III.

Identificacién de los productos de RT-PCR

En la reaccion de PCR cada par de cebadores multiplica un segmento de tamafio y
secuencia conocidos para cada una de las subunidades del receptor. Para descartar
reacciones inespecificas y falsos positivos, se realiz6 un ensayo que permite confirmar la
secuencia de los segmentos obtenidos y purificados del gel de agarosa. Se identificaron en
cada uno secuencias especificas, blanco de endonucleasas y se determind el tamafio de

los fragmentos que se deberian obtener luego de la digestion con dichas enzimas.
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La Figura 2 muestra el tamafo de los fragmentos obtenidos luego de la digestion de
los segmentos de RT-PCR, de cada una de las subunidades, con la enzima de restriccion
correspondiente. El producto de las reacciones se corrié en un gel de agarosa 1,2%. Los
pocillos del gel sembrados de a pares permiten comparar el segmento amplificado y el

producto de digestion. Los resultados fueron idénticos para todos los clones analizados.

Analisis de restriccion

e

a Ncol p Ncol st. ¢ BamHI  § Ncol

Figura 2. Analisis estructural de los fragmentos de PCR con endonucleasas de
restriccion. Los segmentos de PCR aislados y purificados fueron digeridos con enzimas de
restriccién. De acuerdo con la secuencia de cada uno, se obtuvieron fragmentos de tamafio
predeterminado que permiten su identificacién (Materiales y Métodos). Las calles: 1-2
muestran la subunidad o y el resultado de su digestion con Nco [; 3-4, By su digestiéon con
Nco I; 5, estdndar de peso molecular (A/ Hind 11l); 6-7¢, e/Bam HI; 8-9, §, 8/ Nco I. Los clones
CHO-K1/A5 y SPB-1/SPH muestran idénticos resultados.

Expresion del AChR en células CHO-K1

Para el desarrollo de nuestro objetivo se generd, en principio, una linea celular que expresa
el receptor en forma heterdloga y posee metabolismo lipidico normal. Se cotransfect6 la
linea CHO-K1 con las unidades vectoriales, que codifican las subunidades del receptor en la
version adulta, para lograr el sistema de referencia o control. Los resultados obtenidos se
compararon con la linea BC3H-1. Esta linea celular es empleada como sistema modelo
para el estudio de proteinas de musculo esquelético. Es de origen ectodérmico y posee
expresion endégena del AChR de tipo embrionario cuando se la somete a un proceso de
diferenciacion por incubacion en medio de cultivo, con bajo contenido de suero fetal bovino
(Taubman et al., 1989). Finalizado el proceso de seleccion, se midi6 el numero de
receptores expresados en todas las lineas clonales que resultaron positivas por RT-PCR. La
linea elegida para el andlisis fue denominada CHO-K1/A5.

De acuerdo con los primeros resultados mostrados por microscopia de
fluorescencia, con o-BTX Alexa, este clon presentaba heterogeneidad en la expresion. Por

tal motivo, se sometié a un nuevo proceso de seleccibn o subclonado. Del proceso de
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subclonado, resulté una linea totalmente homogénea y con un nivel de expresion estable
del mismo orden de magnitud que la linea de expresién endoégena, BC3H-1. Los resultados
se muestran en la Figura 3. El panel superior corresponde a las imagenes logradas en
contraste de fase. En el panel inferior (izquierda) se muestra la imagen obtenida luego de
marcar células vivas en cultivo con a-BTX Alexa®® a 4°C durante una hora. Luego de
lavados sucesivos para eliminar la toxina libre fue posible visualizar en el microscopio de
fluorescencia, el receptor en la superficie celular. En el panel inferior (derecha) se muestra
el perfil de marcacion del receptor intracelular. Para visualizarlo se preincubaron cultivos
celulares con a-BTX sin marcar, se fijaron con paraformaldehido, se permeabilizaron con
Tritén X100, y se marcaron con o-BTX Alexa®*. La linea CHO-K1/A5 generada en nuestro
laboratorio muestra una distribucién y un nivel adecuado de marca fluorescente tanto en la

superficie como en el interior celular.

CHO-K1/A5

e |
contraste de fase

a-BTX Alexa®® a-BTX Alexa™*

Figura 3. Microscopia de Fluorescencia de células CHO-K1/A5 marcadas
con a-BTX. Células en cultivo se marcaron con o-BTX Alexa*®® por 1 hora a
4°C. Luego de lavarlas con PBS, se montaron vivas en portaobjetos para
determinar la magnitud de la fluorescencia en la membrana plasmatica (panel
inferior izquierdo) Los receptores intracelulares (panel inferior derecho) se
determinaron en células de la misma linea, fijadas, permeabilizadas y marcadas
con a-BTX Alexa®, blogqueando previamente el receptor de superficie con o-
BTX. Ver seccién Materiales y Métodos.Escala 10 um
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Cuantificacion de la expresion del AChR por ensayos de unién con [*?° []a-BTX

Los clones que resultaron positivos para las cuatro subunidades del receptor por RT-
PCR, se analizaron en base a su capacidad de union a un ligando especifico marcado para
cuantificar la expresion del receptor en superficie. En cada uno de ellos, se realizaron
ensayos con el antagonista radioactivo [**[Ja-BTX cuya unién al receptor es cuantitativa,
especifica y de alta afinidad.

Segln se detalla en la seccion Materiales y Métodos, los ensayos de unién a [**°I]a-
BTX se realizaron en células enteras para cuantificar receptores en superficie y en células
permeabilizadas para determinar el total de los receptores expresados. Los resultados de la
expresion en la superficie celular, obtenidos con la linea CHO-K1/A5, se compararon con la
linea BC3H-1. Aunque esta linea celular expresa un receptor de tipo embrionario (contiene
la subunidad y en reemplazo de la subunidad &), posee expresion enddgena y en ella, el
receptor estd ampliamente caracterizado. Ademas, es la fuente a partir de la cual fueron
aislados los genes de las subunidades «, 3,y 8 que, tras ser subclonados en los vectores de
expresion adecuados, se utilizaron en el desarrollo de este trabajo.

Para determinar el numero de receptores expresados en la superficie celular los
clones se cultivaron en placas de 35 mm hasta un 70% 0 80% de confluencia. La incubacién
en presencia de la toxina radioactiva o ensayo de unién se realiz6 a 24°C durante 1 hora en
medio de cultivo completo con células vivas. Luego la marca libre, remanente, se eliminé por
lavados con medio de cultivo sin suero o PBS. Las células se removieron y se colectaron en
tubos con NaOH 0.1N. La radioactividad se midié en un contador gama, con una eficiencia
del 80%.

La unién inespecifica de la toxina marcada fue determinada en muestras incubadas
con 10 uM de a-BTX fria o carbamilcolina (1 mM), 30 minutos antes de comenzar la
incubacién con el radioligando, y fue descontada de los valores obtenidos en las muestras
experimentales. Para la linea control se aceptaron valores de inespecificidad de hasta un
10%.

De los ensayos de union realizados a concentraciones saturantes de toxina, el clon
con mayor nivel de expresion en la membrana celular fue el denominado CHO-K1/A5. Las
curvas de saturacion realizadas en funcién de la concentracion de toxina en el rango de 1
nM a 60 nM determinaron que la saturacion de sitios que ligan [***l]Jo-BTX corresponden a
valores de entre 20 nM y 60 nM (Figura 7). El valor de B determinada por analisis de
Scatchard dio como resultado 0.65 + 0.04 pmoles de toxina por miligramo de proteina, una
magnitud de expresion del orden de BC3H-1. La Kp encontrada para CHO-K1/A5 es también
similar a la determinada para BC3H-1 (TABLA I).
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El total de receptores expresados en cada linea clonal se evalué en lisados celulares
0 en muestras permeabilizadas con saponina 0.5% durante 5 minutos. Los lisados celulares
se obtuvieron por incubacién de las células en presencia de Tritdn X100 a 4°C durante toda
la noche. Después de realizar una centrifugacién a alta velocidad para eliminar restos
celulares, se incubd el sobrenadante con la toxina marcada, segun el protocolo de Schmidt y
Raftery (1973) (Schmidt and Raftery, 1973). En ambos casos se obtuvieron resultados
equivalentes. El numero de sitios determinados en células enteras, a concentraciones
saturantes de toxina, restados a la cantidad de sitios totales capaces de unir [***l]Ja-BTX de
lisados celulares o células permeabilizadas, permitio determinar los sitios intracelulares y
evaluar el porcentaje de receptores sintetizados capaces de llegar a la superficie celular. En
la linea CHO-K1/A5, se observé que un 40% de los receptores sintetizados llega a la
membrana plasmatica (Figura 5).

En la linea de expresion enddgena, el mayor porcentaje de sitios de unién se
encuentra en el interior celular, superando en mas de un 80% a los receptores de superficie.
Si bien no fue aislado y cuantificado el ARN total de BC3H-1, este resultado podria sugerir
un mayor nivel de expresion genética de la proteina asi como diferencias en el proceso de
ensamblado o cambios en la velocidad de degradacion. Es importante recordar que los
genes en ambas lineas no estan regulados de la misma forma.

Estudios cinéticos de unién del ligando radioactivo determinaron un valor de Kgys =
1.43 + 0.07 h™* para CHO-K1/A5. El recambio metabdlico del receptor en superficie fue
medido con experimentos en los que se realiz6 la marcacion con [**IJa-BTX 1h a 37°C y se
determind la disminucion de la radioactividad en superficie en funcion del tiempo, luego de
eliminar por sucesivos lavados la toxina libre remanente. El resultado del t;, es de 5.0 + 0.1
hs (TABLA I).

Electrofisiologia del canal i6nico expresado en la linea celular CHO-K1/A5

En nuestro grupo de trabajo también se caracterizaron parametros electrofisiolégicos
del canal ionico, expresado en CHO-K1/A5. Mediante la técnica de patch-clamp, se
realizaron registros de canal Unico en la configuracién adentro-afuera (“inside-out”) en CHO-
K1/A5. Los resultados mostraron valores de conductancia de ~ 60 pS y dos tiempos de
estado abierto, 1.9 + 0.3 y 0.3 + 0.08 ms, en total correspondencia con los parametros
reportados para un receptor adulto normal expresado endégenamente (Gu et al., 1990;
Charnet et al., 1992; Camacho et al., 1993).

Los resultados obtenidos demuestran que la linea celular CHO-K1/A5 generada en

nuestro laboratorio, expresa constitutivamente el AChR muscular adulto de raton con las
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caracteristicas funcionales de un receptor expresado en forma endégena. Esto nos permitira

utilizarla como sistema celular de referencia o control.

Expresion del AChR en células deficientes en esfingolipidos (SPB-1)

Para determinar la influencia de los esfingolipidos (SLs) en la expresion del AChR,
fue necesario obtener variaciones puntuales en la relacién de estos lipidos con la proteina.
Por este motivo, generamos un sistema celular con alteraciones enddgenas en el
metabolismo lipidico que, ademas, pudiese expresar la proteina receptora. Con este
propésito utilizamos una linea celular mutante que tiene alterada la via de sintesis de los
SLs.

Los SLs constituyen la familia de lipidos mas numerosa presente en las membranas
biolégicas de animales, plantas y otros microorganismos. Si bien estos lipidos son
componentes minoritarios de la membrana plasmatica de células de mamifero (10-20%), se
ha propuesto que las bases esfingoideas del tipo de la esfingosina, los lisoesfingolipidos y la
ceramida actuarian como reguladores de una gran variedad de procesos celulares, tales
como la regulacion del control del ciclo celular, el proceso de apoptosis y la respuesta a
stress (Dickson and Lester, 1999; Hannun and Obeid, 1997; Spiegel, 1999). También se ha
determinado que participan en la transduccion de sefiales (Okazaki et al., 1989), en la
regulacion de quinasas (Hannun and Bell, 1989) y en la segregacion lateral de lipidos en
una de las hemicapas de las membranas celulares. Al respecto, se ha postulado que estos
lipidos participan en la formacién de arreglos lipidicos denominados microdominios o “rafts”
gue excluyen o reclutan determinadas proteinas (Simons and van, 1988). También la fluidez
y/lo la permeabilidad de las membranas parecerian estar en estrecha relacién con el
contenido de esfingomielina (SM) (Barenholz and Thompson, 1980). Esta ultima esta ligada
al transporte y metabolismo del colesterol. La deplecién celular de SM altera la distribucion
intracelular de colesterol (Slotte and Bierman, 1988).

El grupo de trabajo que dirige el Dr. Kentaro Hanada (National Institute of Health,
Tokio, Japén) generd, a partir de la linea celular CHO-K1, una linea mutada con
etilmetanosulfonato en la cual se inhibe, por efecto de la temperatura, la enzima serina
palmitoil transferasa (SPT) que cataliza el primer paso en la biosintesis de los SLs
(Esquema 1). Por debajo de 33°C la actividad de la SPT es normal, a 37°C sélo es del 4% y
por encima de 39°C no se registra actividad. De esta forma, el cultivo a distintas
temperaturas modula la actividad de la enzima y permite modificar la biosintesis y el
contenido de los SLs de la linea mutada. En estas condiciones y en un medio de cultivo
carente de lipidos, las células frenan su crecimiento y disminuyen el contenido de SM y del

gangliésido sialil-galactosilceramida (GM3) (Hanada et al., 1992). Esta linea, que fue
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proporcionada por el Dr. Hanada, constituye una herramienta ideal para estudiar el efecto

de la deficiencia de los SLs sobre el direccionamiento a la membrana y la funcionalidad del

AChR en un sistema celular.
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Esquema I. Biosintesis de SM. Se sefiala en rojo la enzima alterada por mutacién en la linea SPB-
1, sensible a la temperatura de cultivo (Hanada and Fukasawa, 1999)

53



Capitulo I

Obtenciéon de la linea SPB-1/SPH

Para determinar los parametros funcionales del receptor expresado en la linea SPB-
1, transfectamos los mismos vectores de expresion y seleccionamos clones tal como se ha
descripto anteriomente para la linea control.

En la Figura 4 se muestra el resultado de RT-PCR de dos de los clones
seleccionados por resistencia a antibidticos. El clon SPB1/A5 carecia de la subunidad €. A
diferencia de otros clones seleccionados, este clon tenia la particularidad de presentar muy
buena actividad eléctrica cuando fue analizado por la técnica de patch-clamp en presencia
del agonista. Por tal motivo, esta linea celular fue co-transfectada nuevamente con la
subunidad ¢ y el agregado de otro plasmido de seleccién, p2as-HB, que confiere resistencia
al antibiético Higromicina B.

De los clones que resultaron positivos para las cuatro subunidades (Figura 4) surgio
la linea de eleccion denominada SPB-1/SPH para todos los ensayos realizados. De la
seleccion de la linea SPB-1 deficiente se aislaron aproximadamente 25 a 30 clones, al igual
gue en la linea normal. Los productos de amplificacién obtenidos por RT-PCR de clones
mutantes coincidieron en tamafio con los segmentos obtenidos con la linea control. La

identificacion de los segmentos de PCR por analisis de restriccion, dio idénticos resultados.
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St SPB1/AS

SPB-1/A5 — La electroforesis en
geles de agarosa (1.2%) con el
producto de RT-PCR del ARN total
del clon SPB1/A5, muestra la
ausencia del segmento
amplificado en la linea
correspondiente a la subunidad ¢.
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St SPB1/SPH

SPB-1/SPH — La electroforesis en
geles de agarosa (1.2%) con el
producto de la reaccién de RT-PCR
de la linea clonal SPB-1/A5
retransfectada con la subunidad ¢,
muestra la presencia de los cuatro
segmentos amplificados.
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Figura 4. Analisis de la expresion del AChR por RT-PCR. Resultados obtenidos con el
ARN total aislado y purificado de los diferentes clones de la linea SPB-1.
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Cuantificacion de la expresién del AChR en SPB-1 por ensayos de unién a [*®

]a-BTX

Los ensayos de unién a [**1]a-BTX en células permeabilizadas, segun se describe
en la seccién Materiales y Métodos, nos permitieron evaluar el total de sitos de unién a la
toxina. La diferencia entre el valor total de los sitios, menos el valor de expresion en
superficie nos permitié cuantificar el valor del receptor intracelular (Figura 5) para todas las
lineas celulares en estudio.

En la linea de expresiéon heterdloga normal llegan a la superficie ~40% de los sitios
totales de unién a toxina. En las lineas mutantes, deficientes en SM, sélo lo hace el 10% del
total de sitios. Diferencias en la llegada a la membrana del AChR sintetizado ya han sido
reportadas por Black y Hall, (1985) y Gu y Hall, (1989) en células musculares C2
defectuosas en el transporte desde el reticulo endoplasmico (RE) a la membrana plasmaética,
por errores de glicosilacién proteica.

Expresiéon heterologa del AChR en sistemas eucariotas

100

80 |

% de [*°I] a-BTX

, i

CHO-K1/A5 SPB-1/SPH SPB-1/A7 BC3H-1

Figura 5. Expresién del AChR murino adulto en sistemas celulares estables. El histograma
muestra el porcentaje de union de [125I]a-BTX en células enteras (m superficie) y en células

permeabilizadas (O pool intracelular). Permite comparar los receptores de superficie con los totales en
los sistemas de expresién heterdloga estable y en la linea BC3H-1 de expresion endégena.

56



Capitulo I

TABLA 1. Propiedades de unién de a-BTX de AChR expresado en la superficie de celular de lineas celulares salvajes normales y

mutantes deficientes en el metabolismo de esfingolipidos a temperaturas permisivas (30°C) y semipermisivas (37°C).

Temperatura Bpax* Kobs Kb ti Coeficiente de CCh D-tubocurarina
Linea Celular crecim. (°C)  (fmol/mg prot) (h™) (nM) (h) Hill Icso (UM) Icso (ULM)
BC3H-1 37 1200 + 112 0.82+0.15 10+£1.0 7.7+21 1.3+0.1 85+0.1 3.6+04
CHO-K1/A5 37 649 + 39 1.43 £ 0.07 171+4.1 50£0.1 1.3+0.1 3.6+£0.2 50£04
CHO-K1/A5 + FB1t 37 354 +15 ND 9+3.1 ND ND ND ND
SPB-1/A7 30 279+ 20 0.99 + 0.05 2.7+0.3 1.8+04 ND ND ND
SPB-1/A7 37 170+ 15 1.20+£0.15 5.0£0.1 15+0.2 ND ND ND
SPB-1/SPH 37 154 + 26 1.42+£0.18 6.1+1.1 3.0£0.1 1.2+0.1 1.2+0.1 3.4+05

* Células de cuatro o cinco dias fueron crecidas a la temperatura indicada e incubadas con [

125

[Ja-BTX segln se detalla en Materiales y Métodos. Las constantes

de disociacién fueron calculadas de las isotermas de saturacion por andlisis de Scatchard, con los resultados de experimentos realizados a 25°C. Las constante de
disociacén aparente (Koss), Y la vida media del receptor en superficie (t,) se determinaron con experimentos realizados a 37°C usando 10nM de [**°l]a-BTX.

T Las célulasCHO-K1/A5 se cultivaron en medio definido, Nutridoma- BO y 50uM de FB1. El resto de las lineas celulares utilizadas fueron cultivadas en medio
completo segun se indica en Materiales y Métodos. ND, valor no determinado.
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Marcacién de proteinas con [**S] Metionina en los diferentes sistemas modelo

La marcacion con [*S] Metionina y la electroforesis en SDS-PAGE de las lineas
clonales con mayor nivel de expresion en superficie nos permitieron diferenciar, por
autorradiografia del gel de acrilamida, la presencia de una banda coincidente con el peso
molecular de la subunidad o del AChR, que no aparece en la linea salvaje. La Figura 6
muestra la magnitud de la proteina heteréloga sintetizada y el perfil proteico de las diferentes

lineas celulares.
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Figura 6. Electroforesis en SDS-PAGE de clones marcados con [*°S] Metionina. Se
marcaron con [*°S] Metionina cultivos celulares en placas de 35mm. Cada una de las
muestras lisadas se sembr6 en gel de poliacrilamida 10% en presencia de SDS. La
autorradiografia del gel muestra el perfil proteico radiomarcado de las células CHO-K1 y
de los clones seleccionados de lineas normales (CHO-K1/A5) y deficientes en el
metabolismo de esfingolipidos (SPB-1/SPH).

Propiedades farmacolégicas del AChR expresado en SPB-1/SPH

Curvas de saturacion

Los sitios de union a [***[Ja-BTX medidos en las mutantes SPB-1/A7 y SPB-1/SPH se
saturan entre 20 y 60 nM de ligando radioactivo, como en la linea control CHO-K1/A5. Las
curvas de saturacion realizadas a 25°C y las correspondientes transformadas de Scatchard
se muestran en la Figura 7.

A temperaturas permisivas (30°C) en medio de cultivo completo (10% de suero fetal

bovino), la expresion del receptor en superficie aumenta aproximadamente 2 veces la
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expresion medida a 37°C (TABLA 1). A esa temperatura (33°C), el contenido de SM en las
células mutantes es el 90% comparado con la linea normal (Hanada et al., 1990). A
temperaturas superiores (semipermisivas), el valor de Bmax para las mutantes (medida a
37°C) es de 0.15 + 0.03 y de 0.17 + 0.02 pmol de toxina unida / mg de proteina para SPB-
1/SPH y SPB-1/A7, respectivamente (TABLA 1). A esa temperatura el contenido de SM en

células cultivadas en medio completo es de 62%.

Isotermas de saturacién de las lineas clonales CHO-K1/A5y SPB-1/SPH
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Figura 7. Curvas de saturacion de [**lJa-BTX en células CHO-K1/A5 y SPB-1/SPH. El grafico de la
izquierda muestra las curvas de union de la toxina y el de la derecha muestra las correspondientes
transformadas de Scatchard. Los ensayos de unién se realizaron en cultivos vivos, subconfluentes
utilizando concentraciones crecientes de [125I]oc-BTX, de 1-60 nM durante 1h a 25 °C. Para determinar la
union inespecifica se realizaron ensayos con muestras tratadas previamente con carbamilcolina 10 mM o
toxina fria 10uM. Las constantes de equilibrio de asociacion se calcularon por las isotermas de saturaciéon y
el andlisis de Scatchard.
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Estudios cinéticos de unién a [**°|a-BTX

Estudios cinéticos de unién a [125I]oc—BTX dieron como resultado una Ky,s = 1.43 +
0.07 h™ para la linea control y 1.42 + 0.18 h™* para las mutantes, lo que demostrdé que no
existen en esta linea alteraciones en la asociacién del ligando al AChR (Figura 8, TABLAL).

Cuando determinamos el recambio metabolico del receptor, medido como
desapariciéon de la marca en superficie de células marcadas por 1 hora a 37°C, dio como
resultado un t;, = 5.0 £ 0.1 hs, y ty, = 3.0 £ 0.1hs en células salvajes y mutantes,
respectivamente (TABLA1), demostrando una menor permanencia del AChR en la

membrana de la linea mutante.

Cinética de asociacién de [**°Ja-BTX de células CHO-K1/A5 y SPB-1/SPH
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Figura 8. Cinética de asociacion de [125I]oc-BTX. Las curvas se realizaron con cultivos vivos, a

concentraciones saturantes para cada una de las lineas clonales utilizadas, .segun se indica en
Materiales y Métodos. El inserto muestra un diagrama de la disociacion de [125I]oc-BTX, luego del
agregado de «a-BTX fria, en los tiempos de incubacion indicados.

Curvas de desplazamiento del AChR expresado en SPB-1/SPH

Para el andlisis de las propiedades farmacologicas del AChR expresado en las
diferentes lineas celulares, se realizaron ensayos de desplazamiento de [**l]a-BTX frente a
concentraciones crecientes de carbamilcolina, un agonista total, y de d-tubocurarina, un

agonista parcial.
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De acuerdo con la Figura 9, las curvas obtenidas para las diferentes lineas celulares
son comparables con la linea celular de expresion enddégena BC3H-1. La reduccion de la
marca radioactiva por aumento de la concentracién de carbamilcolina se ajusté a una curva
tedrica cuyo coeficiente de Hill 2 1. EI nH es muy similar para la linea control y para las
mutantes. Los valores obtenidos concuerdan con valores reportados para la linea de
expresion enddgena BC3H-1 y para fibroblastos con expresion heter6loga (Blount and
Merlie, 1989; Blount and Merlie, 1991; Kopta and Steinbach, 1994). El valor hallado de ICsq
con carbamilcolina para la linea CHO-K1/A5 fue de 3.6 yM. Para la mutante SPB-1/SPH
obtuvimos un valor de 2.7 uM (TABLAL). La disminucion de la marca con d-tubocurarina en
la linea AChR control dio un coeficiente de Hill mucho menor. Estos resultados también
coinciden con valores reportados por Kopta y Steinbach (1994), para el receptor expresado

en forma heter6loga.

Curvas de desplazamiento de [***[Ja-BTX por carbamilcolinay d- tubocurarina
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Figura 9.Curvas de desplazamiento. Isotermas de inhibicion de la uniéon de a-BTX por carbamilcolina
y d-tubocurarina en células CHO-K1/A5 (e) SPB-1/SPH (o) y BC3H-1(A). Las diferentes lineas
celulares fueron preincubadas con Carbamilcolina o d- tubocurarina durante 30 minutos en 0.9 ml de
medio de cultivo. Luego, se les agregé [**°I] a-BTX hasta una concentracion final de 8 nM y se incub6
por 20 minutos mas a temperatura ambiente. Los datos que se muestran son el resultado de 3
experimentos independientes con un DS < 0.15.
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Inhibicién del metabolismo de SLs por fumonisina B1 (FB1) en células CHO-
K1/A5

Para determinar si las diferencias encontradas entre la linea celular normal y la
mutante, se debian especificamente a la deficiencia de esfingolipidos, se reprodujo la
condicion de deficiencia lipidica en una célula normal. Se incubaron células CHO-K1/A5 con
la toxina fangica, FB1. Esta toxina es un inhibidor de la enzima ceramida sintetasa
(Schroeder et al., 1994). El tratamiento se realiz6 con 50 uM de FB1 en medio Nutridoma —
BO carente de lipidos. Los resultados determinaron una disminucion del 45.5% de la
expresion del receptor en superficie (TABLAL).

Microscopia de fluorescencia

Como complemento de los experimentos de unién con [***1]a-BTX, las células en
cultivo fueron marcadas con a-BTX Alexa*®. Los resultados de la marcacion del receptor en
la superficie de células vivas, realizada segun se detalla en la seccién Materiales y Métodos,
se muestran en la Figura 10. En dicha figura se observa claramente una linea clonal

homogénea en la expresion y marcada selectivamente en la superficie celular.

SPB-1/SPH

o-BTX Alexa"™

Figura 10. Microscopia de Fluorescencia de SPB-1/SPH. Cultivos celulares se marcaron con
a-BTX Alexa® por 1 hora a 4°C, se lavaron con PBS y se montaron vivas en portaobjetos para
ser visualizadas en el microscopio de fluorescencia. Ver seccion Materiales y Métodos. Escala
25 uyM

En la Figura 11 mostramos el perfil de maracacion de la linea clonal deficiente en SM
en dos condiciones de cultivo. En el panel izquierdo se puede ver la distribucion y la
magnitud de los receptores de superficie e intracelulares cultivados con el medio completo
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(ver Materiales y Métodos). En el panel de la derecha se aprecia la diferencia en la magnitud

de expresion cuando el clon esta cultivado en medio deprivado de lipidos.

SPB-1/SPH

su'bér'ficie superficie

intracelular intracelular

Medio completo Nutridoma- BO

Figura 11. Perfil de marcacién de células SPB1/SPH por microscopia de
fluorescencia en diferentes condiciones de cultivo. Se marcaron las
células con o-BTX Alexa®® durante 1 h. a 4°C, se lavaron con PBS, se fijaron,
se permeabilizaron y se marcaron nuevamente con o-BTX Alexa>®* (ver
seccion Materiales y Métodos). El panel de la izquierda muestra imagenes de
contraste de fase, el perfil de marcacién del receptor de superficie e
intracelular en la condicién de cultivo con medio completo. El panel de la
derecha muestra el resultado obtenido con un cultivo sin aporte de lipidos
exogenos. Escala 25 uM 63
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Electrofisiologia del canal iénico expresado en las lineas celulares de
expresion heteréloga CHO-K1/A5y SPB-1/SPH

Paralelamente, en nuestro grupo de trabajo se caracterizaron los pardmetros

electrofisiologicos del canal i6nico, expresado en CHO-K1/A5 y SPB1/SPH.
Mediante la técnica de patch-clamp, se realizaron registros de canal Unico en la
configuracion "inside-out”, en ambas lineas celulares. Los resultados mostraron para la linea
de referencia valores de conductancia de ~ 60 pS y dos tiempos de estado abierto, 1.9 + 0.3
y 0.3 + 0.08 ms, en total correspondencia con los parametros reportados para un receptor
adulto normal expresado endégenamente (Gu et al., 1990; Charnet et al., 1992; Camacho et
al., 1993).

En la linea clonal mutante los valores encontrados no difieren de los de la linea de
referencia, aun en las condiciones de méaxima deficiencia de contenido de SM, a
temperaturas permisivas, semipermisivas y en diferentes condiciones de cultivo (TABLA 2).

Cabe destacar, que cuando la linea con metabolismo lipidico normal se incuba en
presencia de 50 yM de FB1 y se inhibe el metabolismo de SM no se detectan cambios en

los parametros electrofisiologicos del canal (TABLA 2) (Roccamo et al., 1999).

TABLA 2. Propiedades de canal tnico del AChR expresado en la linea celular
normal (CHO-K1/A5) y la mutante (SPB-1/SPH) bajo condiciones de
crecimiento semipermisivas o nopermisivas.

Temperatura Tiempo medio de estado abierto (ms)
Linea Celular crecim. (°C) Componente breve Componente largo
CHO-K1/AS5 (1) 37 0.31+0.05 1.94 +0.30
CHO-K1/A5 (2) 37 0.44 +0.11 1.66 + 0.04
SPB-1/SPH (1) 37 0.32 +0.08 1.60 £ 0.30
SPB-1/SPH (3) 37 0.35+0.10 1.71+0.31
SPS-1/SPH (3) 39 0.33+0.12 1.97 £0.32

Las lineas celulares fueron cultivadas en (1) medio completo Ham’s F-12 + 10 % FCS; (2)
medio de composicion lipidica definida Nutridoma-BO + 50 pM FB-1; (3) medio Nutridoma-
BO
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Discusion

Los SLs presentes en células eucariotas constituyen una fraccién pequefia (10-20%)
pero de vital importancia de los lipidos de membrana. Desde su descubrimiento hace mas
de 100 afios, su gran diversidad de compuestos ha fascinado a los bi6logos y los ha
motivado para esclarecer su funcién especifica y su importancia funcional. En un principio se
les asigno una funcion puramente estructural pero fue creciendo el reconocimiento de que
las bases esfingoideas, ceramidas y otros intermediarios metabdlicos actian como sefiales
moleculares en el control del ciclo celular, en la respuesta a estrés y en el proceso de
apoptosis (Hannun and Obeid, 1997). Ademas, existen evidencias experimentales que
prueban que estos compuestos dirigen la diferenciacion lateral de las membranas biolégicas
gue permiten la existencia de islotes de composicion molecular determinada. Se ha
postulado que las caracteristicas de miscibilidad diferencial de estos lipidos disparan la
formacion de microdominios que adquieren funciones especificas concentrando o
excluyendo determinadas proteinas de membrana (Simons and van, 1988). Actualmente se
sabe que estos microdominios lipidicos sirven como plataformas para varios eventos
celulares incluyendo la transduccién de sefiales, la adhesion celular y la polaridad en la
insercion de proteinas en las membranas.

Los SLs se clasifican en dos grupos: los fosfoesfingolipidos y los glicoesfingolipidos.
Predominan en la membrana plasmatica con respecto a las membranas intracelulares y son
mas abundantes en la hemicapa externa que en la interna (Hakomori, 1981). La sintesis de
los SLs se produce en el complejo de Golgi. Este es una estructura subcelular que
constituye una estacion donde convergen los dos mayores circuitos del trafico intracelular,
uno que conecta el complejo de Golgi con el RE y el otro con la membrana plasmatica.

La expresion heterdloga de proteinas en lineas celulares es una metodologia que
nos ha permitido estudiar la influencia de la composicién de la membrana en la estructura y
funcion del AChR. Independientemente de la proteina que se estudie, esta estrategia
permite sortear la imposibilidad que supone tener una célula viva carente de cualquiera de
las especies lipidicas, naturalmente presentes en las células eucariotas. La transfeccion de
las subunidades del AChR muscular de raton en células no musculares nos permitié
comparar las propiedades de la proteina en un sistema heterélogo que carece de otras
proteinas musculares (Forsayeth et al., 1990c). Utilizamos una linea celular a modo de tubo
de ensayo y avanzamos en este sentido logrando la expresion estable del AChR muscular
de raton en una mutante sensible a la temperatura. Cultivado a temperaturas
semipermisivas y no permisivas, el sistema es deficiente en el contenido de SM. Los
resultados obtenidos con la linea control demuestran que en esas condiciones no se
generan otros efectos metabdlicos nocivos, ni cambia el nivel de sintesis de membranas ni

la viabilidad celular. De esta manera, pudimos comparar las propiedades funcionales del
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receptor en una linea normal, CHO-K1/A5, con respecto a la linea patolégica SPB-1/SPH y
establecer la participaciébn de estas especies lipidicas en el trafico de la proteina a la
membrana.

Las proteinas multiméricas integrales de membrana se sintetizan en el RE y mientras
lo hacen, deben plegarse y someterse a un proceso de armado o ensamblado, finamente
regulado y asistido por chaperonas. Solo el receptor ensamblado, pentamérico, insertado en
la membrana logra salir del RE, llegar al complejo de Golgi (Smith et al., 1987) y de alli, a la
membrana plasmatica. Las subunidades no plegadas ni ensambladas son retenidas en el
RE y rapidamente degradadas (Harikumar et al., 2005).

Estudios realizados con el receptor de colecistoquinina expresado de manera
heter6loga en células SPB-1 demostraron que las temperaturas no permisivas, y por ende,
deficientes en SM, inhiben marcadamente el trafico y la internalizacién de este receptor
(Harikumar et al., 2005). En iguales condiciones y por las mismas rutas, el trafico del
receptor de transferrina no sufre cambios, lo que sugiere la gran diversidad de mecanismos
regulatorios de los cuales se valen las células para su funcionamiento. Ademas, este hecho
destaca la importancia de la estructura de la proteina en la formacién de dominios
particulares con relevancia funcional en las membranas celulares que poseen selectividad
en el contenido lipidico y proteico.

Los resultados presentados en este capitulo indican que la deficiencia en el
metabolismo de SLs no produce cambios en las propiedades de unién al ligando ni en las
propiedades electrofisiolégicas del canal. En células SPB-1/SPH la biosintesis reducida de
estos lipidos provoca la disminucién de los niveles de receptores en la superficie celular
(Roccamo et al., 1999). Baier y col. (Baier and Barrantes, 2007) remarcaron la relacion
existente entre los niveles de SLs y el trafico exocitico del AChR, y propusieron la
participacién de estos lipidos a modo de chaperonas en el proceso de ensamblado del
receptor. La importancia de los SLs en la regulacion del trafico proteico esta bien
documentada. Las proteinas recientemente sintetizadas cuyo destino final es la superficie
celular, deben viajar a través de compartimientos conteniendo SLs cuali- y cuantitativamente
diferentes. Las alteraciones en los niveles de SLs pueden influir sobre el transporte proteico
(Rosenwald et al., 1992). En levaduras, la sintesis alterada de SLs causa defectos en el
trafico de la Fus-Mid-GFP, una proteina residente en microdominios de membrana, desde la
red trans-Golgi (TGN) a la membrana plasmatica (Proszynski et al., 2005). La inhibicién de la
sintesis de glucosil ceramida (GlcCer) por tratamiento con la droga PDMP (inhibidor de la
enzima GlcCer sintasa) reduce la llegada a superficie de la proteina MDR1 en hepatocitos,
demostrando la importancia de este SL para el correcto tréfico de esta proteina desde el

Golgi a la superficie apical (Wojtal et al., 2006). M&s recientemente, Lucic y col. (2007)
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observaron que la inhibicién de la sintesis de SM reduce la secrecion de la proteina apoE

por macréfagos y aumenta la retencion intracelular de esta proteina.
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Obtencion y analisis del AChR expresado en PSA-3, una
linea celular deficiente en el metabolismo de

fosfatidilserina
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Antecedentes y objetivos

Las membranas celulares estan formadas fundamentalmente por proteinas y una
gran diversidad de fosfolipidos, que debido a su caracter anfipatico, constituyen lo
elementos esenciales de la bicapa lipidica. En la composicién de la bicapa participan
mayoritariamente cuatro tipos de lipidos: la fosfatidilcolina (PC), la fosfatidiletanolamina
(PE), la fosfatidilserina (PS) y la esfingomielina (SM) (Martinez et al., 2006). En general, en
la mayoria de las membranas celulares de mamiferos, la PC es el glicerolipido polar mas
abundante (40-50%), seguido por PE (20-50%) y PS, que representa 2-10% del total.

El metabolismo de la PS esté estrechamente relacionado con el de la PC y el de la
PE, tal como se muestra en la Figura 1 (Vance, 2008). La distribucion del contenido de PS
en las membranas de diferentes tejidos y tipos celulares no es homogénea. Este fosfolipido
estd enriquecido en membranas del cerebro, particularmente en la fraccién subcelular
denominada sinaptosoma asi como en la retina, lo que sugiere su participacion funcional en

el sistema nervioso.
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Figura 1. El metabolismo de la fosfatidilserina (PS) y la fosfatidiletanolamina (PE) en células de
mamifero. La PS se produce en el reticulo endoplasmatico (RE) a través de dos enzimas
intercambiadoras de bases, PS sintasae-1 (PSS1) y PS sintasa-2 (PSS2), que intercambian las
bases colina (Cho) y etanolamina (Etn) de PC y PE por serina (Ser). La sintesis de PE ocurre por
fosforilacion de Etn por la etanolamina quinasa (Woijtal et al., 2006) que luego es transformada en
CDP-etanolamina por accion de la CTP:fosfoetanolamina citidiltransferasae (ET). En la etapa final, la
CDP-etanolamina se une a 1,2-diacilglicerol en una reaccion catalizada por CDP-etanolamina:l1,2-
diacilglicerol etanolaminafosfotransferasa (EPT). Otra de las vias biosintéticas utiliza fosfatidilserina
decarboxilasa (PSD) para sintetizar PE a expensas de PS en mitocondrias. PE también se sintetiza
apartir de liso-fosfatidiletanolamina por la enzima aciyl-CoA aciltransferasa (LPEAT)(Vance, 2008).
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En la membrana plasmatica de células de mamifero la PS estd ubicada casi
exclusivamente (>80%) en la hemicapa interna y alli representa ~20% de su superficie. Su
topologia esta finamente regulada por translocacion desde la superficie externa a la cara
citoplasmética de la bicapa por proteinas tales como las flipasas y las escramblasas.
Utilizando estos sistemas, la translocacién de PS a la hemicapa externa ocurre en procesos
diversos de activacion celular, envejecimiento y apoptosis, lo que revela el papel clave de
este fosfolipido en la bioguimica celular (Kuge and Nishijima, 2003;Yeung et al., 2008).

La PS se sintetiza en el RE y los mecanismos que regulan su transporte hacia otras
membranas son muy poco conocidos. Con respecto a los productos de genes que serian
responsables del trafico de PS a otras membranas, estudios realizados en levaduras
deficientes en mecanismos de transporte demostraron que éste se puede mejorar por la
expresion de una proteina que es producto del gen MET30. Esta proteina participa en un
complejo que une ubiquitina, lo que indicaria la presencia de un mecanismo regulado por
ubiquitinilacion.

A la luz de nuevos hallazgos experimentales, la PS es considerada, ademas, un
cofactor que activa proteinas de sefalizacién, tales como la proteina quinasa C (Nishizuka,
1992), la proteina quinasa Raf-1 (Ghosh et al., 1994), el factor de coagulacion V (Mann et al.,
1998)., la GTPasa de Dinamina (Powell et al., 2000), la esfingomielinasa neutra (Tomiuk et
al., 2000), y la diacilglicerol quinasa (Dries and Newton, 2008), entre otras.

Ciertas proteinas involucradas en procesos de exo- y endocitosis interactidan
fuertemente con aminofosfolipidos como PS, a nivel de sus cabezas polares (Kohler et al.,
1997; Popoli et al., 1997; Quetglas et al., 2002; Wenk and De, 2004; Hui et al., 2005). En los
ensayos en los que se midi6 in vitro la actividad de este tipo de proteinas, se observo un
importante deterioro funcional en ausencia de estos lipidos.

Con respecto a nuestra proteina de interés, el AChR, resultados obtenidos a partir
de estudios sobre la relacion estructural del receptor y los lipidos de la membrana (Arias and
Barrantes, 1990; Blanton and Wang, 1990), mostraron una fuerte interaccion de la subunidad
a, especificamente el segmento o M4, con un analogo fotoactivable de la PS, '*°I-ASA-PS.
La evidencia experimental de un fosfolipido fuertemente cargado en intimo contacto con la
proteina receptora sugiere una fuerte relacion entre ambas moléculas, con implicancias
estructurales y funcionales. Por tal motivo, nuestro laboratorio se aboco al estudio de esta
relacion lipido-proteica con el objeto de determinar la relacion funcional entre la PS y el
AChR. Para alcanzar dicho objetivo era necesario contar con un sistema celular modelo con
alteraciones en el metabolismo de PS y que expresase el AChR, para poder evaluar en forma
directa el efecto de la PS sobre la proteina receptora. Recurrimos entonces a la misma
estrategia que se desarrollara para estudiar el efecto de la deficiencia de esfingolipidos,

generando un sistema celular mutante, deficiente en el metabolismo de PS, que expresa
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heterélogamente el AChR. A tal efecto nuestro laboratorio solicité y obtuvo del Prof. Kentaro
Hanada, del Departamento de Quimica de Instituto de Salud del Jap6n, una linea celular
derivada de CHO-K1, denominada PSA-3, aislada y caracterizada por Kuge y col. (Barrantes,
1986; Kuge et al., 1986b). Esta mutante constituye una linea clonal que requiere de PS
exbégena para su normal crecimiento. Posee una alteracion genética que impide el correcto
funcionamiento de una de las enzimas que catalizan la sintesis de PS por intercambio de
bases de los fosfolipidos con serina.

En la linea celular CHO-K1 se han determinado dos tipos de enzimas que sintetizan
PS por intercambio de bases. Uno corresponde a las denominadas intercambiadoras de Tipo
| (PSS1) y el otro a las denominadas intercambiadoras de Tipo Il (PSS2). Ambas estan
codificadas por genes diferentes. Las de Tipo | pueden utilizar para el intercambio serina,
etanolamina y colina, las de Tipo Il, no pueden utilizar PC como sustrato.

La linea mutante PSA-3 utilizada en esta Tesis es deficiente en la transferasa de
Tipo I. Cabe sefialar que en esta linea celular, esta enzima es la que interviene en el paso
critico en la sintesis de la PS. La mutacién se manifiesta fenotipicamente por una disminucién
del crecimiento celular. Luego de dos dias en cultivo, sin el agregado del fosfolipido, el
contenido de PS es de 1/3 del que posee la linea parental. Extractos celulares de estas
mutantes poseen un 33% de la actividad normal de la enzima intercambiadora de bases entre
fosfolipidos y serina, un 45% de la actividad intercambiadora de fosfolipidos con etanolamina,
y una actividad intercambiadora de colina practicamente nula (Albrecht et al., 2005).

El objetivo de los estudios presentados en este capitulo fue establecer un sistema
experimental deficiente en PS que exprese el receptor nicotinico muscular en forma estable,
en la misma linea celular, y determinar si en condiciones experimentales en las que se
manifiesta la deficiencia del fosfolipido, se generan cambios en las propiedades funcionales

y/o estructurales del AChR, que demuestren una dependencia de las mismas con la PS.
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Resultados

Expresion del AChR muscular de raton en células PSA-3: creacion de una
nueva linea celular, PSA/AChR, con deficiencias en el metabolismo de
fosfatidilserina

Para determinar el efecto de la deficiencia de PS en la estructura y/o funcionalidad
del AChR, generamos y establecimos un modelo celular genéticamente modificado que
expresa el receptor en forma heteréloga. Para ello cotransfectamos los ADNc de las cuatro
subunidades del AChR en células PSA-3, mutantes deficientes en el metabolismo de PS.

Utilizamos el método de transfeccién con fosfato de calcio y los mismos vectores
recombinantes de expresion eucariota empleados en la obtencion de la linea clonal CHO-
K1/A5 y SPB-1/SPH, como detallamos en la seccion Materiales y Métodos. La mezcla de
transfeccion contenia pSM o, pSM B, pSM ¢ y pSM § en relacion molar 2:1:1:1, més un
plasmido adicional, pSV2-Neo, que confiere resistencia al antibiético G418, en una relacién
molar diez veces menor (0.1). Esta estrategia, comun para todos los protocolos en los que se
obtuvieron lineas celulares, nos permitié obtener una poblacién de células resistentes a G418
gue expresan la totalidad de las subunidades del AChR.

Finalizado el proceso de seleccion, en presencia de altas concentraciones de
antibiotico (G418, 400 pg/ml), se aislaron una decena de clones resistentes, que fueron
cultivados como lineas independientes. En una etapa posterior obtuvimos el ARN total de
cada clon, para realizar ensayos de RT-PCR con cebadores especificos para cada
subunidad. La presencia en un gel de agarosa de los replicones correspondientes a las
cuatro subunidades, y la verificacién de su identidad por analisis de restriccion, permitieron
demostrar la insercion gendémica y la expresion del receptor completo a nivel del ARN
mensajero.

Se ampliaron y se cultivaron las lineas clonales con expresion positiva para las
cuatro subunidades del receptor de manera independiente, los clones seleccionados se
evaluaron por ensayos de unién al antagonista competitivo de alta afinidad, [***l]Jo-BTX.

Para determinar la expresion del receptor en la membrana plasmatica utilizamos
cultivos vivos y concentraciones saturantes de la toxina marcada. Las lineas con mayor valor
de radioactividad en superficie, expresada como fmoles/mg de proteina, fueron ampliadas y
congeladas. El clon que mostr6 mayor nivel de expresién en la superficie celular, se
denomindé PSA/AChR y es el que utilizamos para el desarrollo de todos los experimentos

realizados en esta parte del trabajo de Tesis.
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Cuantificacion de la expresion del AChR en células PSA/AChR

Se determind el nimero de sitios que unen toxina en la membrana plasmatica. Para
ello, cultivos vivos de tres dias con un grado de confluencia del 70-80% fueron incubados en
medio completo con [***lJa-BTX en un rango de concentraciones entre 1 y 80 nM, como se
detalla en la seccion Materiales y Métodos. Los resultados mostrados en la Figura 2 se
comparan con la linea control CHO-K1/A5. Los experimentos se realizaron en paralelo, con
ambas lineas, en idénticas condiciones de trabajo.

Los resultados muestran en la linea mutante una B, = 495 fmol/mg de proteina.
Este valor representa alrededor del 50% del total de receptores expresados en la linea CHO-
K1/A5 donde calculamos una Bpa = 1054 fmol/mg.

Las constantes de disociacion calculadas por las isotermas de saturacion y el
analisis de Scatchard, dio como resultado una Kp = 67 nM para PSA/AChR y una Kp = 63 nM
para la linea de referencia, mostrando que no hay diferencias significativas de afinidad del

AChR por la toxina en nuestras condiciones de trabajo.

Isotermas de saturacion
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Figura 2. Curvas de saturacién de [**’lJa-BTX en células PSA/AChR. Los ensayos de unién se
realizaron en cultivos vivos con 70-80% de confluencia a concentraciones de toxina crecientes de 0 - 80
nM. La constante de disociacion se calculé por las isotermas de saturacion y el andlisis de Scatchard
correspondiente.

Hasta aqui, todos los ensayos se realizaron en medio de cultivo completo (Ham’'s
F12 + 10% de suero fetal bovino), sin el agregado exégeno de PS. En ese medio, las células
se cultivaron al menos por tres dias y en estas condiciones el contenido de PS en el sistema

es 1/3 del correspondiente a la linea parental (Kuge et al., 1986b). Por lo tanto, nuestros
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resultados corresponden en un sistema celular que posee una importante disminucion del

contenido enddgeno de PS.

Grados de expresion del AChR en la suprficie de células PSA/AChR

Determinamos la expresion del AChR en la membrana plasmatica de las células
PSA/AChR y CHO-K1/A5 en diferentes condiciones de cultivo. Se realizaron ensayos de
unién a [**’lJa-BTX en: a) medio completo (M.C.), donde se manifiesta la deficiencia en el
contenido de PS; b) en medio Nutridoma-BO (Nut.), como modelo de un cultivo carente de
lipidos exdgenos; y ¢) en medio de cultivo completo mas el agregado de liposomas de PS a
una concentraciéon de 30 uM (M.C + PS) (ver Materiales y Métodos). En esta Ultima condicién
el medio de cultivo aporta la cantidad necesaria del fosfolipido para lograr la concentracion
optima y el desarrollo normal de las células (Kuge et al., 1986b). Los resultados obtenidos
(Figura 3) muestran que el numero de receptores que llegan a la membrana plasmética varia
cuantitativamente de acuerdo con la concentracion de PS aportada por el medio.

Después de tres dias de cultivo en medio completo, el AChR expresado en las
células PSA/AChR disminuye significativamente en la superficie celular (p<0.0001). En
condiciones de cultivo, con el medio Nutridoma-BO, los valores determinados en superficie
disminuyeron aun mas, llegando a una reduccion de la expresion del AChR del 80%
(p<0.0001). Por el contrario, en la condicion en la cual se repone el contenido del fosfolipido
al sistema, por el agregado de 30 uM de liposomas de PS, los niveles del AChR en la
superficie celular de la linea PSA/AChR alcanza los valores de referencia (p<0.0001). Es
importante destacar que la linea de referencia CHO-K1/A5 no manifiesta cambios
significativos en el nUmero de receptores determinados en la membrana plasmatica aun en

las condiciones de minima concentracion de fosfolipidos en el medio (Nutridoma-BO).

75



Capitulo I

Expresion del AChR en lineas clonales normales y mutantes en diferentes

condiciones del cultivo
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Figura3. Union de [“lla-BTX a la membrana plasmatica de células normales y mutantes deficientes
en PS. Las lineas celulares e diferentes condiciones de cultivo se marcaron con [125I]oc—BTX durante 30
minutos a 37°C, se lavaron con PBS y se contaron con un contador gama, con un 80% de eficiencia. La
union inespecifica de toxina se determindé en muestras preincubadas con carbamilcolina 1mM, media hora
antes del agregado de la toxina marcada. M.C.medio completo), Nut. (Nutridoma-BO) * p<0.0001.

Nut. M.C.+PS
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Distribucion topoldagica del AChR expresado en las células PSA/AChR

La disminucion del numero de AChRs en la membrana por deficiencia de PS, podria
corresponderse con variaciones en el numero de receptores intracelulares. Para corroborar
esto, calculamos el nimero total de receptores expresados mediante ensayos de union de
[***1]a-BTX a células previamente permeabilizadas. Al valor obtenido le restamos el valor
correspondiente al nimero de receptores de superficie, calculando de esta manera el
namero de receptores intracelulares.

En la linea mutante encontramos que alrededor del 45% del AChR sintetizado

pertenece al compartimiento intracelular. Este resultado es significativamente mayor que el
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valor de 30% calculado para la linea control (p<0.005), tal como se muestra en la Figura 4.
Los ensayos se realizaron nuevamente con células de al menos tres dias de cultivo, en
medio completo. En esas condiciones, con deficiencia de PS, la linea experimental muestra

un aumento de los receptores intracelulares con respecto a los de superficie.

Distribucién celular del AChRs en PSA/AChR y CHO-K1/A5
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[ % Intracelular
**

60 -

50

40 |

[***a-BTX %

30 |

20 -

10

AChR/PSA CHO-K1/A5

Figura 4. Determinacion del % de AChRs de superficie e intracelular de células PSA/AChR
y CHO-K1/A5. Ambas lineascelulares cultivadas en medio completo se sometieron a ensayos de
unién con [***lJa-BTX. La determinacion se realizd en células enteras y permeabilizadas con
saponina segun se describe en Materiales y Métodos. Las diferencias entre los niveles de AChR
de la superficie celular comparados con los valores obtenidos en el compartimiento intracelular de
la linea mutante, difieren significativamente de las obtenidas en la linea celular control. * (p<
0.005), ** (p<0.0001)

Cinética de asociacion del AChR expresado en PSA/AChR.

Para la caracterizacion farmacolégica del AChR expresado en la linea PSA/AChR,

analizamos la cinética de asociacién de [I'*°

la-BTX al AChR expresado en superficie. Las
curvas se realizaron con 10 nM de [**1]a-BTX en funcién del tiempo, con células en cultivo
vivas. Los resultados muestran que la velocidad de asociacion inicial que se tiene entre los

0-10 minutos de incubacion es comparable entre ambas lineas celulares y solo difieren en la
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cantidad total de receptores, detectada a tiempos mas prolongados producto de la

diferencia de la expresion de superficie (Figura 5).

Cinética de asociacion de [**° IJa-BTX al AChR expresado en PSA/AChR
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Figura 5. Cinética de asociacion de [**° [Ja-BTX al AChR expresado en PSA/AChR. Las curvas
representan la union de 10 nM de [125 lla-BTX a cultivos celulares en placas de 35mm incubados a
distintos tiempos a temperatura ambiente. En los tiempos indicados se frené la reaccién por lavados
con PBS frio. Los cultivos se levantaron con NaOH 0,1N y se midieron con un contador gama. Cada
muestra representa el promedio de 3 placas de cultivo procesadas en forma individual.

Inhibicién de la unién de [***l]a-BTX por el agonista carbamilcolina

Como parte de la caracterizacion farmacoldgica del AChR en el sistema mutante,
determinamos las curvas de inhibicion de la unidén de por competicién con el agonista
carbamilcolina. La Figura 6 muestra el resultado de los ensayos realizados con ambas
lineas clonales, determinando una ICsy = 3.2 yM para la linea CHO-K1/A5 y 2.1uM para
PSA/AChR. Cada punto de la curva corresponde al promedio de triplicados de un minimo

de 3 experimentos realizados.
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Curvas de desplazamiento de [*?° IJa-BTX por carbamilcolina
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Figura 6. Curvas de desplazamiento de [125 [Ja-BTX por carbamilcolina. Células en cultivo

vivas se marcaron por 1 hora a temperatura ambiente en presencia de las concentraciones de
carbamilcolina que se indican. Finalizado el tiempo de incubacion, se lavaron con PBS, se
levantaron con NaOH 0.1N y se contaron con un contador gama.

Determinacion del perfil de expresién del AChR en PSA/AChR por microscopia

de fluorescencia

Para mostrar el perfil de expresion de la proteina receptora en la linea mutante y
compararla con la linea normal empleamos la técnica de microscopia de fluorescencia.
Utilizamos a-BTX marcada con el fluor6foro Alexa®® en células en cultivo vivas para marcar
el receptor expresado en superficie. Para marcar el receptor intracelular, usamos o-BTX-
Alexa>* en células fijadas y permeabilizadas. En este caso, saturamos previamente los
receptores de superficie con a-BTX sin marcar. Como muestra la Figura 7, ambas lineas
celulares poseen el mismo perfil de marcacion intracelular.

De acuerdo con los resultados obtenidos utilizando [***1]a-BTX, la Figura 8 muestra
la diferencia de intensidad de fluorescencia en la superficie celular del clon mutante,
cultivado en medio completo y en medio Nutridoma-BO. El clon deficiente utilizado para la
marcacion es el mismo, cultivado en las dos condiciones indicadas. Se aprecia la

disminucion de la marcacion en superficie de la linea experimental deficiente en PS.
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Expresion del AChR en PSA/AChR

Figura 7. Perfil de marcacién de PSA/AChR. Células en cultivo se marcaron vivas con o-
BTX Alexa'® durante 50 minutos a 4°C (panel izquierdo). Después de retirar la toxina libre
remanente por lavados con M1, se fijaron, se permeabilizaron (segln se detalla en Materiales
y Métodos) y se marcaron con o-BTX Alexa>** (panel derecho). Escala 10 pum.

PSA/AChR

Medio completo Nutridoma

{\
‘ \ \\ 'l:
contraste e #@se\ 18 /P 77/

o-BTX Alexa **®°

Figura 8. Microscopia de Fluorescencia de la linea celular PSA/AChR. Cultivos celulares
sobre cubreojetos de vidrio se marcaron con o-BTX Alexa 88 durante lhora a 4°C. Se lavaron
con medio M1y se fotografiaron. Escala 20 um.
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Determinacion del estado de ensamblado del AChR en PSA/AChR por

sedimentacion en gradientes de sacarosa

Hasta aqui, los resultados experimentales mostraron un aumento significativo del
receptor intracelular con respecto al de superficie en el sistema mutante (véase Figura 4).
Decidimos, por lo tanto, analizar la poblacion de receptores intracelulares para determinar la
capacidad de ensamblado del AChR en condiciones de deficiencia de PS. Por medio de
sedimentacion en equilibrio en gradientes de sacarosa determinamos la presencia y la
cantidad de AChR ensamblado en forma completa, como pentamero, y de subunidades
parcialmente ensambladas. Para tal fin, se marcaron lisados celulares con [***l]a-BTX tal
como se describe en Materiales y Métodos, y se sembraron los lisados en gradientes del 5-
20% de sacarosa. Los resultados mostrados en la Figura 9 revelan la presencia de las
diferentes especies moleculares con capacidad para unir toxina marcada, separadas por
centrifugacion diferencial. De acuerdo con los controles realizados con proteinas de
coeficiente de sedimentaciéon conocido, se observé que la marca correspondiente a las
subunidades no ensambladas del AChR (Barrantes et al., 1983) en extractos de células
PSA/AChR era mayor, en detrimento del oligomero completamente ensamblado del AChR,
gue se detecta a 9 S. Los resultados se comparan con un gradiente corrido en paralelo con

la linea de referencia.

Determinacion de especies oligoméricas del AChR por sedimentacién

en gradientes de sacarosa
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Figura 9. Estado de ensamblado del AChR en células normales y mutantes por
sedimentacion en equilibrio en gradientes de sacarosa. Las células fueron permeabilizadas con
saponina 0.5% y marcadas con [*[Joa-BTX. Las muestras se solubilizaron con Triton X-100, se
sembraron en gradientes de sacarosa 5-20% y se corrieron durante 22 h en un rotor Sorvall SW 41
a 40.000 rpm y 4°C. Se indican el coeficiente de sedimentacion en equilibrio de catalasa (C; 11 S),
anhidrasa carbonica (CA; 3.3 S) y toxina libre (~1.7 S)) (Kreienkamp et al., 1995).
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Efecto de la PS sobre la estabilidad metabdlica del AChR de superficie en

células PSA/AChR

Se realizaron a continuacién experimentos de demarcacion, tal como se describen
en Materiales y Métodos, para determinar diferencias en el recambio metabdlico del sistema
mutante y del control. De acuerdo a lo observado en la Figura 10, la linea celular control
CHO-K1/A5, luego de 24 hrs sin el aporte de lipidos por el medio de cultivo, asi como la
linea mutante en medio completo, mantienen el 60% de los receptores marcados en el
periodo de tiempo evaluado. Cuando las células deficientes PSA/AChR fueron incubadas en
medio Nutridoma-BO por el mismo periodo de tiempo, se observl una rapida demarcacion
del ligando competitivo [***[Ja-BTX del AChR. En esas condiciones, a la hora de incubacién,
el sistema sufre una disminucion significativa de la marca del 50%, llegando a un 70% de

disminucion en el periodo de tiempo final analizado.

Demarcacién del AChR unido a [***lla-BTX en PSA/AChR
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Figura 11. Disociacién de la [lzsl]oc-BTX de los AChR expresados en PSA/AChR. Clones
normales y mutantes se incubaron por 24 hs en medio completo (M.C.) y en medio Nutridoma-BO
(Nut.) .Luego se marcaron durante 1 h a temperatura ambiente con [**’[Ja-BTX, se retir6 la toxina
libre por lavados con PBS y se incubaron nuevamente por los tiempos indicados. Se lavaron con
PBS, se levantaron de la placa de cultivo con NaOH 0,1N y se midi6 la radioactividad remanente con
un contador gama. Cada punto del grafico es el promedio de triplicados y representativo de n>4
experimentos independientes.
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Internalizacion del AChR en PSA/AChR

Los aminofosfolipidos, y en particular la PS, estan enriquecidos en ciertos tejidos y
en diferentes organelas de células eucariotas. Actualmente, la asimetria lateral y entre
ambas hemicapas de los fosfolipidos de las membranas celulares ha adquirido gran
relevancia funcional. A la luz de los nuevos resultados experimentales, sabemos que el
transporte de fosfolipidos y su distribucién en las membranas esta celosamente regulado
(Vance, 2008). Sabemos también, que la asimetria estructural del area de las hemicapas en
la membrana plasmatica por la composicién asimétrica de los fosfolipidos, regula la fuerza
necesaria para la formacion de vesiculas en la endocitosis (Farge et al., 1999).

Por otro lado, se ha determinado que la carga negativa aportada por PS modifica la
localizacién celular de ciertas proteinas con epitopes polibasicos a través de interacciones
electrostaticas (Yeung et al., 2008). Nos preguntamos entonces si la localizacion y/o el
tréfico del AChR en nuestro sistema deficiente en PS habian sido modificados. Para
responder este interrogante, comenzamos por estudiar la internalizacion del receptor
expresado en la membrana plasmatica de las células PSA/AChR en diferentes condiciones
de cultivo.

Para ello, después de un tiempo minimo de tres dias de crecimiento en medio
completo incubamos las células con concentraciones saturantes (~0.1-1 uM) de o-BTX
biotina (ver Materiales y Métodos) durante 1 h a 4°C, luego las células se mantuvieron en
estufa de cultivo a 37°C por distintos periodos de tiempo, i) en medio completo, ii) en medio
completo fresco o iii) en medio de cultivo sin suero. Finalizada la incubacion, los receptores
de membrana, unidos a o-BTX biotina, se marcaron con estreptavidina-Alexa®®® y se
revelaron mediante microscopia de fluorescencia. Luego de 1.5 h de incubacién en medio
completo, determinamos un porcentaje significativamente menor de AChR en la membrana
plasmatica de las células PSA/AChR que el observado en la linea control CHO-K1/A5
(Figura 11 b y d), mientras que en las mismas condiciones de cultivo el AChR de superficie
en la linea control CHO-K1/A5 disminuye ~20% (Figura 11 d) (Kumari et al., 2008).

Células en cultivo vivas marcadas con o-BTX Alexa®™ muestran una mayor
internalizacién, manifestada por la presencia de endosomas cuando incubamos con medio
Nutridoma-BO o en medio de cultivo sin suero, es decir, deficiente en el fosfolipido, (Figura
11 a).En las mismas condiciones de cultivo y en los mismos periodos de tiempo de

incubacién no se aprecian cambios significativos en la linea celular de referencia (Figura 11

c)
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Internalizacion del AChR
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Figura 11. Internalizacion del AChR en células PSA/AChR. b,d -Las lineas celulares PSA/AChR y
CHO-K1/A5 cultivadas en medio completo se marcaron con o-BTX biotina durante 50 min a 4°C. Se
lavaron con medio M1 frio y se incubaron a 37 °C en incubador con CO, por el tiempo indicado,
agregando medio completo fresco, el mismo medio completo en las que fueron cultivadas hasta el
momento de marcarlas, o0 en medio de cultivo sin suero. Finalizado el tiempo de incubacién, las
células se fijaron con paraformaldehido 2%, segun se indica en Materiales y Métodos, y se marcaron
con estreptavidina-Alexa*® durante 50 min mas. Tras haber sido lavadas nuevamente, se montaron y
analizaron por microscopia de fluorescencia. De cada condicién se midio la fluorescencia en la
membrana y se comparé con el valor medido en el tiempo 0. Los valores obtenidos son el resultado
del analisis de por lo menos 100 células de cada condicién. a,c - Las lineas se marcaron o-BTX “*®
durante 50 min a 4°C, se lavaron con medio M1 frio y se incubaron a 37 °C en incubador por el
tiempo y las condiciones indicadas.Luego se fijaron y se montaron para visualizarlas en el
microscopio de fluorescencia. Las flechas en cada inserto sefialan la presencia de endosomas.
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Discusion

La funcionalidad de las proteinas integrales esta condicionada por los lipidos de la
membrana, que afectan de manera directa su estructura y organizacion (Nyholm et al.,
2007).También el AChR depende de la composicion de los lipidos de la membrana para su
correcto funcionamiento (Barrantes, 2003b; Barrantes, 2004). Un cumulo de estudios para
determinar la participacion de los lipidos en la funcionalidad del AChR se realizaron con la
proteina purificada de 6rgano eléctrico de Torpedo reconstituido en sistemas lipidicos de
composicion variada. Los primeros resultados revelaron que la proteina reconstituida en un
liposoma puro de PC no es capaz de adoptar los diferentes estados conformacionales que
caracterizan su funcionamiento (Criado et al., 1982a) (Criado et al., 1982a; Criado et al.,
1984; Ochoa et al., 1983a).

Estudios de reconstitucion funcional del AChR de Torpedo californica por ensayos
con receptor purificado en vesiculas lipidicas de composicién conocida demostraron que la
presencia del colesterol y del acido fosfatidico (PA) estabilizan el receptor en el estado de
reposo (cerrado). El efecto llega a saturacién con 35% de colesterol y 12% de PA. En
ausencia de PA el receptor se estabiliza en un estado desensibilizado (no funcional). Dado
gue la membrana nativa de T. californica sélo contiene un 1% de PA, y que en ausencia de
este fosfolipido el receptor no se activa, otro fosfolipido aniénico debe reemplazarlo
necesariamente en su funcion.

La inspeccibn de los lipidos obtenidos de membranas ricas en AChR de
Torpedinidae (Rotstein et al.,, 1987a; Rotstein et al., 1987b) inmediatamente ponen de
manifiesto que los lipidos aniénicos candidatos para sustituir al PA son la fosfatidilserina
(PS) y los polifosfoinositidos. Si consideramos, ademas, que el AChR purificado pierde su
funcionalidad si no conserva 65 fosfolipidos por molécula (Hamouda et al., 2006), podemos
deducir la importancia funcional de los lipidos que rodean a la proteina receptora. La
relacion del AChR con PA y PS pareceria ser Unica, compleja y posiblemente indirecta. Se
ha observado que la incorporacion del AChR en mezclas de PC/PS produce una distorsion
en la cabeza polar de la PS, posiblemente debido a la union de cationes divalentes a la
superficie de la membrana. Esto soslaya una interaccion del AChR con PS y quizas también
con PA, (Fernandez-Carvajal et al., 2006; daCosta et al., 2004).

La PS es un fosfolipido al que se le ha asignado una funcion primordial en
mecanismos y procesos que regulan la comunicacién entre las células y la sefalizacion
intracelular (Elliott et al., 2005).

En este Capitulo se describe la expresion del AChR de tipo muscular adulto murino
en forma heter6loga y estable en células PSA-3, mutantes deficientes en el metabolismo del
aminofosfolipido PS. Los valores de expresion del AChR en superficie de las células

PSA/AChR cultivadas en medio completo (Ham-F12 suplementado con suero) son ~50%
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menores gue los determinados en la linea control CHO-K1/A5 (Roccamo et al., 1999) en las
mismas condiciones de cultivo. Los estudios farmacolégicos del AChR en la linea
PSA/AChR muestran que la cinética de asociacion y la concentracion de saturacion de la
toxina al AChR no evidencian diferencias significativas con la linea control. La curva de
desplazamiento del antagonista competitivo [***lja-BTX por el agonista carbamilcolina no
difiere del observado en la linea de referencia CHO-K1/A5 (Roccamo et al., 1999). Dado
gue en la linea PSA/ACHR las propiedades farmacoldgicas de la proteina heter6loga no se
modifican con respecto al control, el papel funcional de la PS en este sistema en particular
podria estar vinculado a otros mecanismos, como el de transporte, con los que se ha
relacionado este lipido en otros sistemas.

Estudios de internalizacion del AChR realizados por nuestro grupo en células CHO-
K1/A5 (Kumari et al., 2008) demostraron un aumento en la velocidad de internalizacion
cuando las células fueron sometidas a la deplecién de colesterol (Borroni et al., 2007);
(Lahdesmaki and Nyholm, 2007). En este modelo experimental, deficiente en PS, se
observa un numero significativamente menor de receptores en la membrana plasmaética,
comparado con el de las células CHO-K1/A5, aun cuando las células sean crecidas en
medio de cultivo completo. Esta deficiencia puede hacerse aun mas significativa al incubar
las células en un medio deficiente de suero: Por disminucién del aporte lipidico al sistema
(i.e. mediante cultivo en medio Nutridoma-BO) disminuye hasta un 80% la expresion del
AChR en la superficie celular, aumentando concomitantemente los sitios intracelulares de
unién a [***Ja-BTX. Esta situacion se puede revertir adicionando el fosfolipido al medio de
cultivo o simplemente por el agregado de suero. Los resultados de esta parte del Capitulo |
demuestran, ademas, un aumento significativo de la velocidad de internalizacion del AChR
gue depende de la variacién en el contenido de PS en el medio de cultivo, lo cual incide
obviamente en los niveles intracelulares de la proteina, que se ven incrementados.

Los estudios del estado de oligomerizaciéon del AChR proveniente de células
PSA/AChR evidenciaron la disminucion de la forma ensamblada completa con respecto al
gue se halla en células CHO-K1/A5 (Rotstein et al., 1987a). La disminucién de las especies
ensambladas del AChR de la linea PSA/AChR, con respecto a las células CHO-K1/A5, es
probablemente el resultado de una disminucion del trafico exocitico de la proteina, quizas
asociado a un mayor direccionamiento a vias de degradacion. En estudios anteriores, la PS
también ha sido asociada a las propiedades de la bicapa, cambios en la fluidez de la misma,
curvatura o presion lateral (Fong and McNamee, 1986), y en algunos casos se le han
atribuido efectos especificos sobre la proteina, actuando como modulador alostérico (Jones
et al., 1988b; Blanton and Wang, 1990; Fernandez et al., 1993).
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En resumen, en esta seccidn del Capitulo se presenta un sistema celular mutante en
el que se puede regular el contenido de PS de manera selectiva y en el que se ha podido
lograr la expresion heteréloga y estable del AChR. Este modelo ha permitido estudios tanto
estructurales como funcionales de la proteina receptora en condiciones de deficiencia de un
fosfolipido, la fosfatidilserina, demostrando una disminucion del receptor en la membrana,
un aumento del receptor intracelular y un aumento de la velocidad de internalizacion del

mismo.
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Antecedentes y objetivos

Cuando incluimos el ADNc de las cuatro subunidades del receptor colinérgico
nicotinico muscular (AChR) en vectores de expresion y éste se expresa en células
eucariotas en cultivo, se obtienen sistemas celulares que expresan la proteina en la
membrana con las mismas propiedades funcionales que el expresado en forma enddgena
(Sine and Claudio, 1991b). Normalmente, las proteinas sintetizadas de novo sufren de
inmediato un proceso de plegamiento, su estructura se estabiliza por chaperonas y son
ensambladas. Ciertas mutaciones producen el plegamiento o el ensamblado incorrecto de
la proteina (Smith et al., 1987).

La sintesis y montaje del AChR ocurren en el RE. Sélo los complejos correctamente
plegados y armados logran salir del RE y son transportados a la membrana plasméatica
(Smith et al., 1987; Verrall and Hall, 1992). Cuando alguna de las subunidades no se pliega
correctamente y su ensamblado es defectuoso, las subunidades parcialmente
ensambladas, normales o mutadas, son retenidas en el RE y enviadas para su
ubiquitinilacién y degradacion en el proteosoma, lo que motiva su desaparicion en la
superficie celular (Lindstrom et al., 1979; Blount et al., 1990; Blount and Merlie, 1990; Keller
et al., 1996). La sintesis de cada subunidad va seguida de la introduccion del péptido en la
membrana, el plegado y la formacion de heterodimeros ay y ad que luego interactian con
la subunidad B1 para formar el pentamero (Blount et al., 1990).

Cuando se encuentran anormalmente expuestos, ciertos residuos aminoacidicos
basicos se unen a la chaperona COP |y permiten la llegada de la subunidad a1l al complejo
de Golgi (Keller et al., 1996). En esta organela, estos residuos son ubiquitinilados y el AChR
es rapidamente degradado. Cuando estos aminoacidos son mutados, se inhibe la
ubiquitinilacién y la subunidad o puede llegar a la superficie de la célula (Keller et al., 2001).
Cuando un dominio altamente conservado en el segmento TM1 de la subunidad a queda
expuesto, provoca la retencion de esta subunidad en el RE. Se trata de la secuencia
L(F/Y)xxN que no sélo inhibe el transporte del oligémero del AChR sino que también
direcciona a las otras subunidades, parcialmente ensambladas, hacia una rapida
degradacion (Wang et al., 2002).

Estudios de tipo estructural demostraron que ciertas especies lipidicas estabilizan la
estructura secundaria de los segmentos proteicos del AChR inmersos en la membrana
(Schiebler and Hucho, 1978; Fernandez-Ballester et al., 1992 ; Fernandez-Ballester et al.,
1994). Las subunidades del AChR presentan una gran homologia estructural. Cada una de
las cuatro cadenas polipeptidicas que forman el pentdmero, posee cuatro segmentos
transmembrana, denominados TM1, TM2, TM3 y TM4. Los grupos de trabajo que se han

ocupado del andlisis estructural de la proteina coinciden en la ubicacién topolédgica externa
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del TM4. De todos ellos, es el mas hidrofobico y el que esta mas expuesto a los lipidos de la
bicapa (Blanton and Cohen, 1992). Necesariamente entonces, su composicidbn en
aminodcidos seria determinante del tipo de lipidos que lo circundan con los cuales mantiene
un contacto intimo permitiendo el desarrollo de una correcta funcionalidad (Tamamizu et al.,
1999). Por lo tanto, es importante determinar la relevancia de estas relaciones a través del
efecto que producen cambios de aminoacidos que estan estructuralmente ubicados a nivel
de las cabezas polares de los fosfolipidos en la bicapa. Los residuos flanqueantes del TM4
de la subunidad o del receptor poseen carga positiva, o que sugiere una interaccion con
fosfolipidos acidicos del tipo de fosfatidilserina (PS) (Kuge and Nishijima, 2003).

Estudios bioquimicos determinaron la existencia de dos poblaciones de lipidos
relacionados estructural y funcionalmente con el receptor. Una poblacion es la de los lipidos
anulares formada preferentemente por fosfolipidos que se encuentran en el microentorno de
la proteina receptora. La otra poblacién es la de los lipidos no anulares entre los que se
encuentra mayoritariamente el colesterol y de la cual los fosfolipidos estarian excluidos
(Jones et al., 1988b; Jones et al., 1988a). De acuerdo con lo expuesto, y dado el interés en
determinar el papel que juegan los lipidos en la estructura y en la funcién del receptor, se
realizé el analisis de ambos aspectos en un sistema celular.

En este capitulo se emplea como estrategia, la expresion heteréloga de la proteina
AChR modificada por mutacibn en un sistema celular eucariota con metabolismo y
contenido lipidico normal. Con este propésito generamos mutaciones en residuos que se
ubicarian en la porcion méas externa del receptor a ambos lados de la bicapa, en intimo
contacto con la membrana plasmatica y a la altura de las cabezas polares de los
fosfolipidos. El objetivo era explorar el papel que desempefian los residuos que flanquean la
interfase membrana-agua en regiones de la proteina intimamente relacionada con los
lipidos, sobre las propiedades funcionales del receptor. El estudio se focaliza en los
fosfolipidos cargados negativamente, entre los que se encuentra la PS (Dreger et al., 1997).
Utilizando un anélogo fotoactivable de la fosfatidilserina, **°I ASA — PS, en un sistema de
membranas reconstituidas de T.marmorata, Blanton y col, (Blanton and Wang, 1990;
Blanton and Cohen, 1992; Blanton and Wang, 1990) demostraron una fuerte interaccion de
la sonda con la subunidad o, fundamentalmente con el TM4. La carga negativa de PS
sugiere una fuerte interaccién con aminoacidos positivamente cargados en la proteina.

Si analizamos la secuencia del TM4 de la subunidad o en la Figura 1C, veremos que
esta flanqueada por residuos con carga neta positiva. Un residuo histidina en la posicion
408 y un residuo arginina en la posicion 429 constituyen patrones conservados de al en

raton y en otras especies como aves y peces eléctricos (Figura 1B). Se seleccionaron por
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ende tales residuos para estudiarlos y poder determinar su participacion en la estructura y
funcionalidad del AChR (Figura 1A).

A
%k\7 \Arg 429[“
&
L_/) His 408
B
NICA1BX M-KSDQE--SN-KASEEWKFVAMVLDHILLAVFMTVCVIGTLAVFAGR--IIEMNMQE--
NICA1AX M-KSDQE--ST-KASEEWKFVAMVLDHLLLAVFMIVCIIGTLAIFAGR--LIELHMQG--
NICAIDR M-KSDEE--SN-NAAEEWKFVAMVLDHILLCVFMAVCIIGTLGVFAGR--LIELSML---
NICAIBT M-KSDQE--SN-NAAEEWKYVAMVMDHILLAVFMLVCIIGTLAVFAGR--LIELNQQG—-
NICAIHS M-KSDQE--SN-NAAAEWKYVAMVMDHILLGVFMLVCIIGTLAVFAGR--LIELNQQG—-
NICA1IMM M-KSDQE--SN-NAAEEWKYVAMVMDHILLGVFMLVCLIGTLAVFAGR--LIELHQQG—--
NICAIRR M-KSDQE--SN-NASEEWKYVAMVMDHILLGVFMLVCLIGTLAVFAGR--LIELHQQG—--
NICAITC M-KSDEE--SS-NAAEEWKYVAMVIDHILLCVFMLICIIGTVSVFAGR--LIELSQEG—--

C

408 429
omouse H 1 L L GVFMLVCLI GTLAVFAGRL
Pmouse R L FLWTFI VFTSVGTLVI FLDAT
Emouse N VCF WAALVLFSVGSTLI FLGGY
dmouse R L CLFVVTPVMVVGTAWI FLQGYV

Figura 1. A - Esquema de la ubicacion de los residuos Histidina 408 y Arginina 429 en la subunidad o del
AChR muscular de ratén. B - El alineamiento de las subunidades o de diferentes especies muestra que
los residuos en azul, que fueron mutados, estan altamente conservados. C- El alineamiento de la
secuencia proteica de los TM4 de las subunidades del AChR murino indica que la presencia de residuos
positivamente cargados en ambos extremos de los segmentos es una particularidad de la subunidad a.
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Resultados

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos con diferentes sistemas
celulares modelo, implementados en nuestro laboratorio con la linea CHO-K1 salvaje.

Se crearon lineas celulares con capacidad permanente para expresar en forma
heterd6loga, cinco versiones diferentes del AChR mutado.

Las mutaciones puntuales, simples y dobles, estan dirigidas a residuos ubicados en
los extremos del TM4 de la subunidad o. Estos modelos han permitido analizar el efecto
gue producen cambios en la carga idnica de estos aminoacidos, por residuos sin carga y/o

residuos con carga opuesta.

Mutaciones del segmento TM4 « del AChR adulto de raton

El alineamiento de los residuos proteicos de la subunidad o de diferentes especies
(Figura 1B) permite comparar las secuencias de los segmentos transmembrana o TM4. En
los extremos, el segmento posee residuos con carga positiva, altamente conservados en la
posicion en la que se supone que estan ubicadas las cabezas polares de los fosfolipidos.
En la interfase citoplasmatica, el o TM4 tiene un residuo histidina (posicion 408) y en la
interfase extracelular, un residuo arginina (posicién 429). Si comparamos «.TM4 con el resto
de las subunidades del receptor, como se muestra en la Figura 1C, se observa que las
subunidades 3 y 8, mantienen una carga positiva fuerte en el extremo correspondiente a la
interface citoplasmatica. En esa posicion, ambas subunidades poseen un residuo arginina.

Para determinar la importancia estructural y/o funcional de estos residuos cargados,
se decidi6 generar mutaciones y analizar posibles cambios en sistemas celulares que
expresan receptores mutados de manera heteréloga. Inicialmente se realizé una mutacién
puntual, cambiando el aminoacido natural cargado por alanina, un aminoacido sin carga.
Las mutaciones se realizaron por introduccién, a modo de "cassette”, de oligonucleétidos
sintetizados que poseen en su estructura la mutacion deseada. Para ello, se aislaron y
purificaron segmentos obtenidos por digestion con endonucleasas de restriccion especificas
del vector de expresiéon pSMa, de acuerdo con el disefio tedrico que se detalla en el
esquema Il y Il de la secciéon Materiales y Métodos.

Los segmentos obtenidos y purificados del gel de agarosa se unieron, por una
reaccion con la enzima T4 ADN ligasa, con el oligonucleétido sintético que introduce la
mutacion. Con el total de la reaccion se transformaron bacterias (ver seccion Materiales y
Métodos) y el ADN de los plasmidos aislados de las colonias bacterianas resistentes, se
sometid a un nuevo analisis con enzimas de restriccion. Para realizar la transfeccion, los
vectores estructuralmente correctos se ampliaron, se purificaron y se secuenciaron por el

método de Sanger. Se generaron de esta manera dos unidades vectoriales de expresion,
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denominadas pSM aHis408Ala y pSM aArg429Ala. En una etapa posterior se realizaron
mutaciones multiples reemplazando ambos residuos a la vez. Con este proposito, se
obtuvieron pSM o His408Ala/ Arg429Ala (Esquema lll). Para obtener esta doble mutacion,
se utilizé una estrategia similar a la empleada en la mutacion simple, cambiando la posicion
429 en la construccién plasmidica mutada en la posicion 408.

En base al andlisis de los resultados obtenidos, se realiz6 una nueva mutacion
cambiando la posicion 429 por un residuo de similar tamafio pero con carga de signo
contrario. En este caso, se cambio el residuo arginina por acido glutamico (Figura 2) y se
obtuvieron cinco versiones mutadas del plasmido pSM a: pSM aH*®A, pSM aR**A, pSM
aH*®A/R*®A, pSM oR**E y pSM aH*®A/R**E. En todos los casos la estructura de los
vectores recombinantes modificados se verifico por andlisis de restriccién y secuenciacion.

Las lineas clonales de expresion permanente del AChR logradas con las
mutaciones puntuales y multiples generadas en la subunidad o, se muestran en el

esquema de la Figura 2.
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Figura 2. Diagrama de las mutaciones realizadas en la subunidad a del AChR

muscular de ratén.
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Expresion estable de mutantes de TM4 @ AChR en células CHO-K1

Para analizar y cuantificar el efecto de las mutaciones inducidas sobre los pardmetros
funcionales del receptor, se generaron lineas celulares estables capaces de expresar las
diferentes versiones del receptor mutado. Para ello, se transfectaron células CHO-K1 con el
método de fosfato de calcio, utilizando plasmidos con secuencias normales y mutadas obtenidos
con un alto grado de pureza (D.O. 260/280 no menor de 1.8). Cada mezcla de transfeccion
posee, segun el caso, una de las subunidades (a«) mutada, acompafiada por el resto de las
subunidades del receptor normal en una relacion molar de 2:1:1:1.

Para obtener lineas celulares con alta homologia de expresién para cada una de las
versiones mutantes del receptor, se utilizé la estrategia ya descripta en el capitulo anterior. Se
agregod a la mezcla de transfeccion, un pladsmido que confiere resistencia al antibiético G418 en
eucariotas, en una relacién molar diez veces menor (0.1). Esto posibilita la seleccion de células
positivamente transfectadas con altas probabilidades de poseer los cuatro plasmidos
codificantes de las subunidades del receptor insertados en el genoma celular.

Luego del proceso de seleccién en presencia del antibidtico, segun se detalla en la
seccion Materiales y Métodos, se utilizaron cilindros de clonado para aislar entre quince y veinte
clones de cada mutante y se cultivaron individualmente como nuevas lineas modificadas. Para
establecerlas, se determind primero la presencia del ARN mensajero (ARNm) de cada una de
las subunidades del receptor.

A partir del aislamiento y purificacion del ARN total de cada clon, se realiz6 una reaccion
de RT-PCR con cebadores especificos para cada subunidad. Los clones que manifestaron la
presencia del ARNm de todas las unidades vectoriales del receptor (Figura 3) fueron ampliados
y congelados. En todos los estudios realizados con mutantes se us6 como control la linea de

expresion heteréloga CHO-K1/A5.
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Mutacién His**Ala

Clon 2 Clon 4

Figura 3. Andlisis de la expresion del AChR mutante en los clones seleccionados. La expresion de
las cuatro subunidades se determind por electroforesis de los productos de una reaccion de RT-PCR en
un gel de agarosa 1,2%. Cada muestra es el resultado de ensayos realizados con cebadores
especificos para cada subunidad, a partir del ARN total aislado de los clones seleccionados por G418
en el medio de cultivo y obtenidos por transfeccién de células CHO-K1 con una mezcla de pSMa-
His*®Ala, los plasmidos que codifican las subunidades normales del AChR adulto de raton y el
marcador de seleccion pSV, neo.

Ensayos de unién a [** []a-BTX

Después de establecer y seleccionar cada una de las lineas clonales por analisis con RT-
PCR, se evalu6 la expresion del receptor a través de ensayos de unién al antagonista
competitivo de alta afinidad ['**’I]a-BTX. Este ensayo se realizd en células enteras para
determinar el receptor expresado en superficie y en células permeabilizadas con saponina para
cuantificar el total de los sitios de union al antagonista. De los clones positivos para la reaccion

de RT-PCR, se seleccionaron los que presentaron el mayor nivel de marcacion en superficie.
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Figura 4. Cuantificacién de la expresion total y de superficie del AChR normal y mutado. Para
determinar el total (| ) de los sitios de union, se usaron células permeabilizadas con saponina 1%,
incubadas con 40 nM de [125I]cx-BTX por 1h a 4°C. La determinaciéon de los receptores en la
superficie ( ||) se realizé en cultivos vivos. La unién inespecifica se calculé6 con muestras
preincubadas durante 60 minutos con 10mM de carbamilcolina en cultivos vivos y con 10 uM de a-
BTX en células permeabilizadas. Los valores de los clones mutantes estan normalizados a los
valores obtenidos en la linea control.

En la Figura 4 se muestran los resultados normalizados a 100% del ensayo de union con
[***I]a-BTX para el AChR salvaje (“WT”), representado por CHO-K1/A5 y las versiones mutadas
del AChR. Las barras en color gris corresponden a los receptores que llegan a la superficie
celular mientras que las de color negro indican la totalidad de sitios capaces de unir toxina
marcada en células permeabilizadas.

El cambio del aminoécido histidina por alanina, His*®Ala, del aTM4 produce una
disminucién del 60% de la radioactividad de [**1]a-BTX unida al receptor en preparaciones de
células vivas. En las mismas condiciones de trabajo, el ensayo en la doble mutante, His*®Ala/
Arg“*?*Ala indic6 una disminucion del 80% en la marca de toxina unida a la superficie celular.

Cuando el residuo flanqueante ubicado en la interface extracelular, Arg429, es sustituido

por un residuo de carga opuesta como acido glutamico, Arg“**Glu, se obtienen valores casi
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nulos de expresion en superficie, con una reduccién del 95%. Los mismos resultados se

observaron con la doble mutante His*®®Ala/ Arg***Glu.

El andlisis de los resultados obtenidos con células permeabilizadas con saponina para

evaluar el total de sitios con capacidad de unir [***lJa-BTX y cuantificar el receptor total, indica

que el clon His*®Ala posee valores comparables a los de la linea control, disminuyendo sélo en

menos de un 20% cuando uno o ambos residuos positivamente cargados se cambian por
alanina, His*®Ala y His**®Ala/Arg**°Ala.

Cuando la posicion 429 se sustituye por un residuo de carga negativa Arg**Glu,

His*®Ala/Arg**Glu, la unién de toxina representa entre un 30% y 40% de la linea control.

Curvas de saturacién de mutantes

Para evaluar un posible cambio de afinidad por la toxina de la proteina mutada y

determinar el nimero de receptores modificados que llegan a la superficie de la célula, se

realizaron curvas de saturacion para cada una de las lineas. En la figura 6 se presentan los

resultados obtenidos por ensayos de unién con [

125 |1a-BTX a concentraciones entre 0 y 80

nM. Solo fue posible calcular la curva de Scatchard para la mutante His*®Ala. El valor

encontrado para la Kp en esta mutante es de 30 nM, es decir, del mismo orden que el

obtenido para la linea control.

A 400

350
300
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200
150
100
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B
—m— His*®Ala
| | —a— His*®Ala/Arg**Ala
—— Arg429AIa 15
—— His4°8AIa/Arg4ngIu
i Arg*°Glu

B/F (fmol/mg protein x nM'l)

0 1 1 1
0 100 200 300 400

125
[

[Ja-BTX (fmol/mg protein)

[*°I] a-BTX nM

Figura 5. A) Curvas de saturacion de las lineas mutantes. Los ensayos de union se realizaron
sobre cultivos vivos de cada uno de los clones durante una hora a temperatura ambiente con [125
lla-BTX entre 0 y 80 nM. A cada punto de la curva se le desconté el valor de la unién
inespecifica, obtenido por preincubacion de las muestras en presencia de carbamilcolina 1mM.-
B) En base a los resultados obtenidos se calculd la curva de Scatchard para la mutante His**®Ala
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Microscopia de fluorescencia

Los niveles de radioactividad obtenidos en los ensayos de unién a [**I]Ja-BTX
permiten cuantificar el nivel de expresion del receptor en superficie y evaluar la presencia de
subunidad o con capacidad de unién a la toxina. Para determinar el perfil de expresion en
cada uno de los clones obtenidos y estudiar el efecto de la mutacién en cada caso, se
realizaron experimentos de marcacién con a-BTX Alexa*®. La unién de la toxina marcada
con un fluoréforo en células enteras y permeabilizadas permitié analizar por microscopia de
fluorescencia los niveles y el tipo de expresion.

Como se observa en la Figura 6, cuando se mut6 el residuo de o His408 por un
residuo sin carga (His*®Ala), la linea clonal obtenida marcada con a-BTX Alexa “® muestra
un perfil de distribucion intracelular que no difiere de la linea control. En la linea mutante, en
cambio, se observa una marca fluorescente de menor intensidad en concordancia con los
valores obtenidos por unién a [***Ja-BTX.

Cuando se muté el aminoacido o Arg429 ubicado en el extremo extracelular del
segmento TM4, por un residuo sin carga o por uno de carga opuesta, (R**°A, R**°E), no se
detecta fluorescencia en la superficie de las células (Figuras 6 y 7). Si se analizan células
permeabilizadas con saponina, se observa que la marcacién de a-BTX Alexa®* presenta
una distribucién diferente. Se puede ver una marca homogénea que, por sus caracteristicas,
corresponderia al reticulo endoplasmatico (RE). Este hecho indicaria la presencia de la
subunidad o parcialmente ensamblada o monomérica, incapaz de sortear el RE y alcanzar
la superficie celular (Figuras 6 y 7). Los resultados de los experimentos de microscopia de
fluorescencia por unién de a-BTX marcada con un fluor6foro concuerdan con los resultados

bioquimicos obtenidos con [***l]a-BTX.
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Expresion de la linea clonal mutante Arg*?°Glu

Superficie

Intracelular

“®Glu en células CHO-K1. En el panel

Figura 6. Expresién del AChR a Arg

izquierdo se muestra el contraste de fase del clon o ArgmGIu y en el panel derecho
el perfil de marcacion de receptores en superficie e intracelular. Las células se
marcaron en placas de cultivo, vivas (superficie) o fueron fijadas y permeabilizadas

antes de marcarlas con o-BTX Alexa™ (intracelular). Escala 10 um

CHO-K1/A5 His*"Ala His'*Ala/Arg“Glu

SuperﬁCie . . .
o . . -

Figura 7. Marcacion del AChR con a-BTX fluorescente. Cultivos celulares subconfluentes se
marcaron con o-BTX Alexa*® por 50 minutos a 4°C, se lavaron con PBS y se montaron sobre
cubreobjetos para visualizarlas vivas, con el microscopio de fluorescencia (superficie). Para
determinar la marcacion intracelular, las células fueron fijadas y permeabilizadas antes de
marcarlas con a-BTX Alexa® (intracelular). Ver la seccién Materiales y Métodos, Escala 50pm
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Determinacion del estado de asociacion de la subunidad aen presencia de

carbamilcolina

El agonista carbamilcolina tiene la capacidad de unirse solamente a receptores total
o parcialmente ensamblados. La union de la toxina marcada en presencia de este
compuesto se debe por lo tanto exclusivamente a la presencia de la subunidad o
desensamblada o0 monomérica (Baier and Barrantes, 2007).

Se realizaron una serie de experimentos para evaluar mediante microscopia de
fluorescencia la union de a-BTX fluorescente en presencia y en ausencia de carbamilcolina
10 mM con el fin de cuantificar el porcentaje de subunidades monomeéricas en relacién con
el receptor total o parcialmente ensamblado. Se cultivaron clones mutantes sobre
cubreobjetos de vidrio hasta alcanzar un grado de confluencia del 50%. Luego, las células
se fijaron con paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron y se marcaron con «-BTX

Alexa*®®

en presencia y en ausencia de carbamilcolina 10 mM. Los resultados se
compararon con los obtenidos en experimentos controles, realizados en paralelo con la
linea CHO-K1/A5. La Figura 8 muestra que el porcentaje de union de o-BTX Alexa*® en las
mutantes no cambia significativamente en ausencia y en presencia de carbamilcolina, como
si ocurre, en la linea celular que expresa el receptor normal en superficie. Estos resultados
indican que la marca intracelular fluorescente esta asociada mayoritariamente a la
subunidad o« monomérica ya que esta subunidad es capaz de unir toxina cuando esta en
estado monomérico plegado. Del mismo modo, se puede decir que la subunidad o es

incapaz de unirse al resto de las subunidades cuando tiene mutado el residuo Arg429.
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Determinacion del ensamblado del AChR normal y mutado

120 | B % AChR
|:| % AChR desensamblado

[EnY

o

o
T

80 |-

S (o]
o o
I I

% de unién de o-BTX Alexa*®

o

429

CHO-K1/A5 His"*Ala/Arg**Ala Arg™ Glu

Figura 8. Determinacién del ensamblado del AChR. La figura muestra el nivel de marcacion
de cultivos subconfluentes con o-BTX Alexa®™, en ausencia HEl y en presencia I de
carbamilcolina 10 mM, tal como se describe en la seccién Materiales y Métodos. Los valores se
obtuvieron del analisis de 100 células, por cada condicion. Se muestra el resultado de dos
mutantes, una simple, y una doble, en el residuo Arg429. Ambas se comparan con la linea
CHO-K1/A5, control. El clon His*®Ala/Arg**°Glu fue analizado y dio los mismos resultados (no
se muestra).

CHO-K1/A5 His**Ala His*®Ala/Arg**Ala Arg**Glu

Figura 9. Perfil de marcacién del AChR intracelular Las diferentes lineas celulares en
cultivo, se fijaron, se permeabilizaron y se marcaron con o-BTX Alexa*®en presencia (+Carb) y
en ausencia (-Carb) de carbamilcolina 10 mM, segun detalles experimentales de la seccion
Materiales y Métodos.Escala 10 pum.
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Colocalizacion del AChR intracelular normal y mutado con calnexina

Estudios previos han demostrado que existen muchos factores involucrados en el
proceso que se inicia con la sintesis de las subunidades y el ensamblado del receptor en el
RE y que continta con el tréfico hacia la superficie celular. Entre ellos se incluyen la
glicosilacion, la asociacion de subunidades entre si y la asociacion de las subunidades con
chaperonas (Paulsen et al., 1991; Blount and Merlie, 1991; Forsayeth et al., 1992; Gelman
et al., 1995).

La calnexina es una chaperona residente en el RE capaz de asociarse a la
subunidad o monomeérica con un grado de plegamiento que le permite ser reconocida por el
anticuerpo monoclonal mAb35, pero no puede unirse a otra subunidad y formar un dimero
(Keller et al., 1996). Para realizar un analisis estructural y establecer la capacidad de la
subunidad o mutada de unir la calnexina, se realizaron experimentos de doble marcacién
con los clones mutantes permeabilizados. Se unié o-BTX fluorescente junto con el
anticuerpo anti-calnexina, revelado con un segundo anticuerpo fluorescente, en un ensayo
de colocalizacion. La Figura 10 muestra la marcacion del AChR intracelular (o-BTX

Alexa®®

), de calnexina y la superposicion de ambas imagenes que demuestran la presencia
de la subunidad «, retenida en el RE y unida a calnexina.

La Figura 11 muestra en detalle la distribucion del AChR intracelular sefalizado con
a-BTX Alexa®* , de calnexina y la superposicion de ambas imagenes captadas a través de
un microscopio de fluorescencia confocal.

Los resultados obtenidos y presentados hasta aqui permiten establecer que la
mutacion en el residuo Arg429 de la subunidad o, modifica a la proteina de modo tal que
ésta puede unirse a o -BTX aunque queda retenida en el RE y es incapaz de llegar a la

membrana plasmatica.
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Colocalizacion de calnexina con la linea mutante His*®Ala/Arg**Glu

o-BTX Alexa*™

contraste de fase

calnexina colocalizacion

Figura 10. Colocalizacién del AChR con calnexina por microscopia de
fluorescencia. Las células normales y las mutantes fijadas y permeabilizadas
se marcaron con a-BTX Alexa’® y con un anticuerpo especifico para la
calnexina, una proteina marcadora del RE. Escala:10 ym

calnexina superposicion

a-BTX Alexa*®®

CHO-K1/A5

His*®Ala/Arg**Glu

Figura 11. Colocalizacién con calnexina del AChR normal y mutado por microscopia de
fluorescencia confocal. Las células normales y las mutantes fijadas y permeabilizadas se

marcaron con a-BTX Alexa*®® y con un anticuerpo especifico para la calnexina. Escala: 10 pm
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Analisis del estado conformacional del AChR normal y mutado por gradientes

de sacarosa

Se abordaron estudios para definir el estado conformacional de la subunidad o y
determinar si la mutacién es responsable de un cambio estructural que no le permite la
unién a ¢ y/o a & para formar el dimero, continuar con el proceso de montado y llegar a
formar el pentamero. Asi, se llevaron a cabo experimentos con la finalidad de separar e
identificar subunidades parcialmente ensambladas a través de la centrifugacion de las
diferentes lineas clonales en gradientes de sacarosa.

Las células normales y mutantes se marcaron con [*®lJa-BTX. La toxina libre se
elimin6é a través de lavados y luego de una extraccién en presencia de Triton X-100, el
sobrenadante se colocé en un gradiente de sacarosa del 3% al 20% en presencia del
detergente. Los controles correspondieron a gradientes corridos en paralelo y cargados con
proteinas de valores de unidades de sedimentacion conocidos.

El perfil proteico se determind por el valor de absorbancia leida a 280 nm de cada
una de las fracciones del gradiente y la cuantificacién por el método de Lowry (Lowry et al.,
1951a). A los controles realizados con proteinas individuales se sumé un gradiente de
[***l]a-BTX a fin de determinar la ubicacion de la toxina libre. El valor de la radioactividad de
cada fraccion se obtuvo por medicion en un contador de centelleo gama. Como en todos los
experimentos realizados con mutantes, se incluyé un gradiente que corresponde a la linea
de expresion heteréloga normal, CHO-K1/A5, utilizada como control.

La Figura 12 muestra el resultado de un gradiente donde se marcaron y corrieron en
paralelo, una alicuota de la toxina radioactiva libre y la mutante Arg**Glu que no presenta

expresion en superficie.

2000 T
[ — 1257
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) Arg™ Glu

1500 +

1000

dpm %] -BTX

500 1 | \

,/:&¢4<7k1<25*<¢\¢4d;:%f(i<>k¢A
1 11 21 31 41
Fracciones del gradiente

Figura 12. Perfil de marcacion de las fracciones del gradiente. Distribucién y nivel de
radioactividad de fracciones obtenidas de gradientes de sacarosa de 3-20 % correspondientes
a la linea clonal mutante que no expresa al AChR en superficie y una alicuota de la toxina libre,
corridos en paralelo (Ver Materiales y Métodos).
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En la Figura 13 se presenta la distribucién en el gradiente de sacarosa de las
especies oligoméricas del AChR marcadas, en las diferentes lineas celulares. En la linea
CHO-K1/A5 control, determinamos la presencia de subunidades plegadas, parcial y
totalmente ensambladas. Observamos también que el perfil de la curva correspondiente a la
mutacion His**®Ala, es similar al de la linea control, en concordancia con la facultad que
posee este receptor mutado, de llegar a la superficie celular. En las lineas mutadas en la
posicion Arg429 y la doble mutante, observamos claramente un pico mayoritario de
radioactividad en la fraccion cuyo coeficiente de sedimentacion corresponde a las
subunidades monoméricas o aisladas y desensambladas. De estos resultados podemos
deducir que la radioactividad corresponde a la subunidad oo monomérica, dado que de todas
las subunidades del AChR, la subunidad «, es la Unica con capacidad para unir toxina

radioactiva cuando esta desensamblada.

Determinacion de especies oligoméricas del AChR normal y mutado
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Discusion

En este capitulo presentamos los resultados logrados empleando estrategias
complementarias para el andlisis estructural y funcional del receptor y su relaciéon con los
lipidos de la membrana.

Mediante técnicas de biologia molecular modificamos residuos de &cidos nucleicos
codificantes de la proteina y obtuvimos cinco versiones mutadas del AChR, que
expresamos de manera heteréloga y estable en células eucariotas, obteniendo cinco lineas
celulares diferentes.

En las nuevas lineas celulares analizamos el papel funcional de los residuos
aminoacidicos cargados, tales como His408 y Arg429 ubicados en los extremos del
segmento TM4 de la subunidad a. Estos residuos poseen caracteristicas Unicas en la
subunidad y estan altamente conservados en otras especies (Figura 1-.B).

Para reemplazar los aminoacidos basicos de la proteina, elegimos residuos sin
carga o de carga opuesta y analizamos su patrticipacion en el proceso de montaje y en los
mecanismos de transporte del receptor a la membrana plasmatica.

Resultados anteriores, obtenidos con ovocitos de Xenopus, mostraron muy bajos
niveles de expresion en la superficie de la membrana plasmatica cuando se cambié el
residuo Arg209 de la subunidad o, de Torpedo californica, por Ala o por Glu (Tamamizu et
al., 1995). La mutacion del residuo Ala209 de la subunidad o7 del receptor neuronal
(ubicado en el extremo extracelular del segmento TM1), por Glu o por Leu, deteriora de
manera notoria la expresiéon en superficie (Vicente-Agullo et al., 2001).

Los estudios realizados sobre los mecanismos que dirigen la insercién de las
proteinas integrales en la bicapa y los procesos de montaje de proteinas multiméricas,
sostienen la hipétesis de que estos mecanismos estarian regulados por la asimetria de
cargas en los residuos flanqueantes de los segmentos hidrofébicos que atraviesan la
membrana. Un exceso de cargas positivas en uno de los extremos definiria el dominio
citoplasmético (von and Gavel, 1988). Otra de las hipdtesis propuesta para proteinas
integrales en sistemas eucariotas, sostiene como regla, la diferencia neta de cargas. De
acuerdo con esta regla, la orientacion del TM depende mas de la diferencia cuantitativa de
carga entre los extremos del segmento, que de su signo (Hartmann et al., 1989). De esta
manera, residuos con carga negativa poseen la misma capacidad topoldgica que los
cargados positivamente para el direccionamiento de la insercion y el montaje de estas
proteinas (Schulein, 2004).
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Figura 14. Diferentes tipos de proteinas integrales. La clasificacion corresponde a Goderand
Spiess (2001). La secuencia sefial para la proteasa o para dirigir la insercion se indica con color
negro.

Otros autores sugieren la existencia de epitopes proteicos comprometidos en el
direccionamiento e inclusion de los segmentos hidroféficos. Una secuencia sefial en
segmentos de proteinas como las denominadas, de tipo | (Figura 14) serian reconocidos en
el RE por proteasas especificas. Otras secuencias estarian ubicadas cercanas al NH" y/o al
COO' terminal. Sin embargo, la estructura del AChR no se encuadra en ninguno de los tres
tipos de proteina presentados. Las subunidades poseen ambos extremos orientados hacia
el espacio extracelular.

Hemos analizado los factores topolégicos inherentes a la estructura de la proteina
pero es importante considerar otros factores, que podrian estar involucrados.
Modificaciones pos-transduccionales y la asistencia de chaperonas patrticipan en el plegado
y el montaje de proteinas en el RE (Dineley and Patrick, 2000; Drisdel and Green, 2000;
Keller et al., 2001; Vicente-Agullo et al., 2001; Schroeder et al., 2003).

El lazo citoplasmético entre TM3 y TM4 de la subunidad a contiene dos residuos
bésicos adyacentes, Arg313 y Lys314. Ambos estan involucrados en mecanismos de
reconocimiento y retencién de la subunidad en el RE.

En células de la linea HEK transfectadas con el AChR, el complejo COPI reconoce
este motivo y por procesos de ubiquitilacion regula el transporte desde el RE a la superficie
(Keller et al.,, 2001). Se ha determinado ademas, la presencia de una secuencia sefal
ubicada en a TM1 que tiene la capacidad de evitar la salida del receptor del RE cuando
gueda expuesta por fallas en el ensamblado. La sefal fue identificada por barrido de
alaninas y corresponde a la secuencia PLFYxxN (Wang et al., 2002). Esta sefial evita la
llegada de las subunidades mondmericas y los receptores parcialmente ensamblados a la

superficie celular. Mas aun, dirige a la proteina hacia caminos de degradacion.
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En el receptor neuronal de tipo a7 el residuo Arg209 situado antes del TM1 es
esencial para el transporte del receptor a la membrana (Vicente-Agullo et al., 2001). Cuando
se mutd la posicion equivalente en el receptor muscular por la carga de signo opuesto,
exhibi6 ademas una ganancia de funcion en términos de conductancia iénica del canal
(Tamamizu et al., 1995).

Pruebas de sustitucion del lazo citoplasmético de a7 por el del AChR a3 6 ab
producen una localizacién diferencial en sistemas celulares neuronales en cultivo (Williams
et al, 1998; Temburni et al.,, 2004). Trabajos realizados con unidades quiméricas
compuestas por a7 y porciones variables de 5-HT; y mutaciones puntuales, contribuyeron a
la identificacion de dominios y residuos de aminoacidos requeridos para el montaje del
receptor o7 funcional (Dineley and Patrick, 2000). El cambio de Cys418 del aTM4 por Gly,
expresado en Xenopus, no permitié la llegada del receptor a la membrana (Tamamizu et al.,
1999).

Los residuos utilizados en este trabajo de Tesis fueron elegidos teniendo en cuenta
su ubicacioén, a la altura de las cabezas polares de los fosfolipidos, y sus caracteristicas
Unicas en cuanto al tipo de cargas en los extremos del segmento hidrofébico de la proteina.
Estos residuos estan expuestos a los lipidos de la membrana y si bien no son los Unicos
involucrados en el proceso de montaje del receptor en el RE y su transito a la membrana
plasmatica, podemos decir con los resultados presentados, que participan activamente en

ambos procesos.
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