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RESUMEN

En la presente Tesis estudiamos diferentes aspectos de la interaccion entre el
receptor de acetilcolina nicotinico (AChR) y lipidos de la membrana, especialmente los
esfingolipidos (SL) y el colesterol. En la primera seccién estudiamos la participacion de los
SL sobre el trafico hacia la membrana plasmatica del AChR en un sistema de células no
polarizadas de mamifero (células CHO-K1/A5). Demostramos que la inhibicion de la
biosintesis de SL altera el transporte normal del AChR hacia la membrana plasmatica y
promueve su acumulacion en el interior celular. Ademas, demostramos que los SL
intervienen en estadios tempranos de la via exocitica de esta proteina y que su déficit
causa la retencion y acumulacibn de receptores desensamblados en el reticulo
endoplasmético. Postulamos que los SLs tendrian una actividad similar a chaperonas
proteicas, en calidad de “chaperonas lipidicas”, en el ensamblaje y trafico del AChR. En el
segundo capitulo estudiados la distribucién y movilidad del AChR en la membrana
plasmatica de células CHO-K1/A5 y su relacion con el colesterol. Determinamos que el
AChR se encuentra distribuido en forma de pequefias agrupaciones, en el orden de los 50
nm de didmetro, por lo cual denominamos a estas agrupaciones nano-agregados de AChR.
La difusion del AChR en el plano de la membrana plasméatica de las células CHO-K1/A5,
comparable a la fraccibn movil de AChRs de miotubos de rata, es dependiente del
contenido de colesterol en la misma. La fraccion de AChR moviles se reduce a la mitad
cuando se elimina el colesterol de la membrana. Tanto interacciones directas del AChR con
el colesterol, asi como interacciones con el esqueleto cortinal de actina, participan en estos
fendmenos. Los hallazgos presentados en esta Tesis contribuyen al conocimiento general
de la modulacién que ejercen los lipidos de las membranas biolégicas sobre la biologia

celular del AChR.



ABSTRACT

In the present Thesis different aspects of the nicotinic acetylcholine receptor (AChR)
and membrane lipids interactions were studied, especially sphingolipids (SL) and
cholesterol. In the first section, the participation of SL on AChR trafficking to plasma
membrane in a non-polarized mammalian cell system (CHO-K1/A5 cells) was analyzed. We
demonstrate that the inhibition of SL biosynthesis impairs the normal transport of AChR to
the plasma membrane and promotes its accumulation inside the cell. We further show that
SLs intervene at an early stage of the exocytic pathway and that their depletion provokes
the retention and accumulation of unassembled receptor in the endoplasmic reticulum. On
the basis of these results we hypothesize that SLs display a chaperone-like activity, as “lipid
chaperones”, in the assembly and trafficking of AChRs. In the second chapter, we studied
the distribution and mobility of plasma membrane AChR in CHO-K1/A5 cells, and its
relationship with cholesterol. We observed that the AChR is distributed in the form of small
aggregates, having a diameter of 50 nm, whereby this clusters were called nano-aggregates
of AChR. The diffusion of AChR in the plasma membrane plane of CHO-K1/A5 cells,
comparable to AChR mobile fraction from rat myotubes, is dependent on cholesterol levels.
The AChR mobile fraction was reduced to 50% when cholesterol was depleted from the
plasma membrane. Direct interactions between AChR and cholesterol, as well interactions
with the cortical actin skeleton, are involved in these phenomena. The results presented in

this work contribute to general knowledge of lipid modulation on AChR cellular biology.
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INTRODUCCION



El sistema nervioso regula todos los aspectos de las funciones corporales y posee
una extraordinaria complejidad. El cerebro humano, centro de control que almacena,
computa, integra y transmite informacion, contiene aproximadamente 10 neuronas (células
nerviosas), cada una formando miles de conexiones con otras neuronas. Millones de
neuronas especializadas sensan diferentes caracteristicas del ambiente externo e interno y
transmiten la informacién recogida al cerebro para su procesamiento y almacenaje. Al
mismo tiempo, millones de otras neuronas especializadas regulan la contraccion de los
musculos y la secrecién de hormonas. El sistema nervioso contiene también células gliales,
las cuales ocupan los espacios entre las neuronas y modulan sus funciones.

La funcién de las neuronas es comunicar informacion, mision que cumple mediante
sefales eléctricas y quimicas. Las neuronas sensoriales poseen receptores especializados
que convierten a diferentes clases de estimulos ambientales (por ejemplo, luz, tacto,
sonidos, olores) en sefiales eléctricas. Estas sefales eléctricas son entonces convertidas en
seflales quimicas que, a su vez, son enviadas a otras neuronas, denominadas
interneuronas, las cuales convierten nuevamente a la informacion a sefiales eléctricas. Por
altimo, la informacién es transmitida a neuronas motoras que estimulan el mdsculo u otras
neuronas que estimulan otros tipos celulares como los presentes en las glandulas.

Determinados aspectos complejos del sistema nervioso, como por ejemplo la visidén
y la conciencia, no pueden ser comprendidos a nivel de una Unica célula sino a nivel de
redes nerviosas que deben ser analizadas mediante técnicas de andlisis de sistemas. El
sistema nervioso se encuentra en constante cambio. Por ejemplo, en el desarrollo de la
memoria se producen alteraciones en la naturaleza y en el nimero de interconexiones entre
neuronas individuales.

Las sinapsis son los sitios especializados donde las neuronas reciben y envian
informacion proveniente de otras células. Estos sitios cumplen un rol sumamente importante
en la formacién de los circuitos neuronales que permiten la coordinacion de procesos
complejos (Fig. 1). Las sinapsis generalmente transmiten la sefial eléctrica en una sola

direccién, es decir, un axén terminal de la célula presinaptica envia sefiales que son



captadas por la célula postsinaptica. También es importante sefialar que existen dos tipos
de sinapsis, una relativamente rara, la sinapsis eléctrica; y la mas abundante, la sinapsis

quimica.
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Fig. 1. Sinapsis nerviosa. Ver texto para detalles.

En la sinapsis quimica, el axén terminal de la neurona presinaptica contiene
vesiculas que poseen un neurotransmisor particular (Fig. 1). La célula postsinaptica puede
ser una dendrita o el cuerpo celular de otra neurona, una célula muscular o de una glandula,
o raramente, otro axén. Asi, cuando el potencial de accion en la célula presinaptica alcanza
el axén terminal (Fig. 1(1)), provoca un aumento localizado en el nivel de Ca** citosélico
(Fig. 1(2)) a través de canales de Ca** gatillados por voltaje. Este aumento de Ca** provoca
la fusién de las vesiculas que contienen el neurotransmisor con la membrana plasmatica
(Fig. 1(3)), liberando su contenido dentro de la hendidura (o espacio) sinaptica (el espacio
entre las dos células) (Fig. 1(4)). El neurotransmisor difunde a través de la hendidura
sinaptica, insumiéndole aproximadamente 0,5 milisegundos (ms) unirsele a su receptor
correspondiente en la membrana de la célula postsindptica (Fig. 1(5-6)). La unién del
neurotransmisor a su receptor provoca cambios en la permeabilidad iénica en la membrana
postsinaptica, cambiando asi el potencial eléctrico de la misma. Si la célula postsinaptica es

una neurona, este disturbio eléctrico puede ser suficiente para disparar un potencial de



accion. Por otro lado, si la célula postsingptica es una célula muscular, la alteracion en el
potencial de membrana seguido a la unién del neurotransmisor puede inducir la contraccion
muscular. En cambio, si es una célula glandular, el neurotransmisor puede inducir la
secrecion de una hormona. En algunos casos, las enzimas presentes en la sinapsis se
encargan de destruir al neurotransmisor una vez que éste ha realizado su funcion (Fig.
1(6)). Otras veces la sefial termina cuando el neurotransmisor difunde o es transportado
nuevamente hacia la célula presinptica (Lodish et al., 1999).

Los canales i6nicos forman poros hidrofilicos que atraviesan la membrana y
permiten el flujo pasivo de iones a favor de su gradiente electroquimico (Fig. 1(5-6)).
Poseen una muy alta eficiencia de transporte, es decir, a través de un canal en estado
abierto pueden pasar hasta 100 millones de iones por segundo, velocidad de transporte 10°
veces mayor a la de cualquier proteina de transporte conocida. Estas proteinas son
sofisticadas maquinas celulares que responden a cambios fisicos y quimicos en su
ambiente, experimentan cambios conformacionales precisamente controlados vy
cronometrados que le permiten cumplir su rol de componentes esenciales en varios
sistemas. Los canales i6nicos poseen las siguientes similitudes estructurales entre si:
presencia de un poro central que atraviesa la membrana lipidica y contiene agua en su
interior, a través del cual se movilizan los iones, y estdn conformados usualmente por 4-5
a hélices transmembrana (Fig. 2-3). Estas diferentes hélices que constituyen el poro del
canal pueden ser parte de diferentes subunidades. Los canales ibnicos no estan
continuamente “abiertos”. Estos son “gatillados”, lo que provoca la apertura del canal, breve,
seguido de su cierre (Fig. 1(5-6)). Existen cientos de canales ionicos diferentes, los cuales
se distinguen entre si en base a su selectividad de iones, mecanismo de “gatillado” y
similitud de secuencia. El acceso al poro es gobernado por una “puerta”, cuya apertura o
cierre es gatillado por sefiales eléctricas, quimicas o mecanicas, dependiendo del canal.
Ademads, la actividad de muchos canales i6nicos es regulada por fosforilacion y
defosforilacién de la proteina. La continua estimulacién (quimica o eléctrica) de la mayoria

de los canales conduce a un estado cerrado desensibilizado, o inactivado, el cual es



refractario a su posterior apertura, hasta que el estimulo inicial es removido. Los canales
i6nicos operados por ligando (LGICs, por “Ligand-Gated lon Channels”) forman un grupo de
canales i6nicos en el cual la apertura de canal es controlada por la unién de un mensajero
guimico. Estas proteinas tienen varias caracteristicas en comun, fisioldgicas y estructurales,
y, como consecuencia de su estructura oligomérica, tienen un cierto nimero de sitios de
unién del ligando. Los sitios de unidn del ligando y la “puerta” estan situados a una distancia
considerable uno respecto del otro. Los sitios de unién del ligando estan generalmente
localizados en la interfase entre dos subunidades adyacentes (Fig. 2B). Los canales i6nicos
son los responsables de la excitabilidad eléctrica de las células musculares asi como de la
mayoria de la sefalizacion eléctrica del sistema nervioso. Una neurona contiene, en
general, 10 o0 mas clases diferentes de canales i6nicos, los cuales se localizan en diferentes
dominios de su membrana plasmatica (Alberts et al., 2002; Berg et al., 2002; Kalamida et

al., 2007).

El receptor de acetilcolina (AChR)

El AChR pertenece a una superfamilia de canales ionicos gatillados por ligandos,
conocida como receptores de lazo de cistina (“cys-loop receptors”) porque todas las
subunidades de la superfamilia contienen, en su porcion aminoterminal extracelular, un par
de cisteinas unidas covalentemente, las cuales estan separadas por 13 aminoacidos (Kao y
Karlin, 1986; Karlin, 2002). Dicho par de cisteinas se encuentra entre el sitio de union del
ligando y el dominio del canal i6nico (Fig. 3). Esta superfamilia de receptores incluye a los
AChRs de tipo muscular y neuronal, los receptores de 5-hidroxitriptamina tipo 3 (5-HT3), los
receptores de &cido y-aminobutirico tipo A (GABA,) y GABA(, los receptores de glicina y los
receptores de invertebrados de glutamato e histidina (Karlin, 2002).

El AChR es una proteina integral de membrana (Fig. 2) que responde a la union de
acetilcolina (ACh), la cual es sintetizada, almacenada y finalmente liberada por las neuronas

colinérgicas. Al igual que otros receptores de membrana, el AChR ha sido clasificado de



acuerdo con sus propiedades farmacologicas o su afinidad relativa por varias moléculas, por

lo cual pueden ser divididos en:

a) AChR nicotinicos (AChRn, el AChR ionotrdpico), los cuales responden a
nicotina. Estos receptores son los prototipos de los LGICs (Lindstrom, 1997,
2003).

b) AChR muscarinicos (AChRm, el AChR metabotrépico), los cuales responden
a muscarina. Estos receptores son miembros de la superfamilia de receptores

acoplados a proteinas G (Wess, 1996).

Los AChR nicotinicos estan compuestos por 5 subunidades homélogas, organizadas

alrededor de un poro central (Fig. 2) y divididos en dos grupos:

a) AChR tipo muscular: se encuentra presente en el midsculo de vertebrados, y
es el que media la transmisién neuromuscular en la uniéon neuromuscular (UNM),
asi como en 6rgano eléctrico de peces (Lindstrom, 2003).

b) AChR tipo neuronal: se encuentra distribuido a través del sistema nervioso.
También se lo ha encontrado en células “no excitables” como linfocitos,
monolitos, macrofagos, células dendriticas, adipocitos, queratinocitos, células
endoteliales y células epiteliales de intestino y pulmén (Sharma vy

Vijayaraghavan, 2002).

En total, hasta ahora se logrado clonar 17 tipos de subunidades del AChR nicotinico
consistentes en las siguientes subunidades: o (al-al0), a la cual corresponde la mayor
parte del sitio de union del ligando, B (B1-B4), v, 3 y €. En base a sus diferentes propiedades
de unién a ligandos, y teniendo en cuenta los diferentes tipos de AChR nicotinicos se los

clasifico en dos clases principales:



a) AChRs que unen a-Bungarotoxina (aBTX), los cuales pueden ser
homopentameros de subunidades a7, a8 o0 a9, 0 heteropentameros, como
o2Pe(y)0.

b) AChRs que no unen aBTX, los cuales contienen las subunidades a2-a6 y 2-
B4. Estos existen sélo como heteropentdmeros y unen agonistas con alta

afinidad.

El AChR nicotinico de tipo muscular estd constituido por cinco clases de
subunidades, a saber, al, B1, y, ¢ y 8. En electrocitos y musculo fetal, la composicion del
receptor es a,Byd, mientras que en el musculo adulto es a,ped (Fig. 2). Con respecto a los
AChR nicotinicos de tipo neuronal, éstos estdn compuestos por dos clases (a2-a10 y B2-
B4). Cuando se expresan heterélogamente, las subunidades o7, o8 y 9 forman
heteropentameros funcionales. Las subunidades a.2-a6 y a10 forman complejos funcionales
s6lo cuando se co-expresan con subunidades B o con tras subunidades o (Karlin, 2002;

Kalamida et al., 2007).

En el presente capitulo, y en el desarrollo de la presente tesis, abarcaremos
diferentes aspectos de la biologia y biofisica del AChR de tipo muscular, y en adelante, con

AChR nos referiremos al AChR nicotinico muscular.

Estructura del AChR

El AChR es una proteina integral de membrana compuesta por 4 subunidades
diferentes, homoélogas (a1, B1, y, € y d), que forman un pentamero con estequiometria
a2Pe(y)d y una masa molecular de aproximadamente 270 kDa (Fig. 2). Estudios bioquimicos
realizados conjuntamente con estudios electrofisioldgicos, inmunoquimicos y de analisis de

secuencia han conducido a la estructura consenso para todas sus subunidades (Fig. 2):



a) Cada subunidad contiene un dominio amino terminal de ~210-220
amino&cidos de longitud y que contiene el sitio de union de agonistas y
antagonistas competitivos (Dennis et al., 1988).

b) Cuatro segmentos transmembrana hidrofébicos, denominados M1-M4, de 15-
20 aminoécidos de longitud; y dos pequefios segmentos hidrofébicos que unen a
los segmentos transmembrana M1-M2 y M2-M3 (Noda et al., 1983; Barrantes,
1983-2004).

¢) Un gran segmento intracelular que varia en tamafio (100-150 aminoacidos de
longitud) y secuencia entre subunidades, el cual une a los segmentos
transmembrana M3-M4, y el cual contiene los sitios de fosforilacion (Huganir y
Greengard, 1990; Swope et al., 1999).

d) Un segmento carboxilo terminal hidrofilico y extracelular corto, de ~4-18

aminoacidos de longitud.

Fig. 2. Estructura del AChR. A)
Representacién esquematica de la
estructura de las subunidades del
AChR. B) Representacion de la
estructura cuaternaria del AChR, en

la cual se observa el arreglo de las 5

h subunidades, los sitios de unién de
ACh y la porcién axial del canal por
ACh ACh el cual se transportan los cationes.
Adaptado de Karlin (2002) Nat Rev
0000 J emacewar ) Neurosci. 3. 102-114.
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La informacién estructural del AChR proviene de estudios de microscopia electrénica
de AChR de Torpedo (Toyoshima y Unwin, 1990; Unwin, 1993, 1995; Beroukhim y Unwin,
1995). Estos estudios pioneros revelaron las dimensiones y la forma de la molécula,
definieron el arreglo y los limites de las subunidades del AChR con una resolucion de 9-17
A. Posteriormente, estudios con una resoluciéon de 4-4.6 A arrojaron datos acerca de los
dominios extracelular y transmembrana (Miyazawa et al., 1999, 2003, Unwin, 2005) (Fig. 3).
La estructura atomica del domino de uniébn de ACh proviene de la dilucidacién de la
estructura cristalina de la proteina AChBP (de sus siglas en inglés, acethylcholine-binding
protein), la cual es un derivado soluble de células de la glia del molusco Lymnaea stagnalis
y analogo natural al sitio de unién del ligando del AChR (Smit et al., 2001; Brejc et al.,
2001). Esta proteina es un homopentamero soluble con subunidades de 210 aminoacidos y
es el homologo funcional y estructural al segmento extracelular de las subunidades de los
receptores que pertenecen a la familia “cys-loop”. Los datos obtenidos de esta proteina, a
saber: un cilindro de 62 A de altura, un diametro de 80 A y un poro de 18 A de diametro, se
correlacionan con la informacion de AChR de Torpedo propuesta por Miyazawa et al.
(1999).

En el modelo de 4 A (Unwin, 2005, ver revision Kalamida et al., 2007), el AChR de
Torpedo posee una longitud de ~ 160 A (normal al plano de la membrana), el cual esta
dividido en tres dominios (Fig. 3). El dominio de unién del ligando, en la porcion amino
terminal extracelular estd formado principalmente por estructuras B, unidas al “cys-loop”.
Contiene una o hélice terminal y varios lazos que poseen importancia funcional (A, B, C,
lazo cis, lazo B-B, Fig. 3). Dos porciones separadas de este dominio participan en la
formacion del sitio de unién de agonistas y antagonistas. El “componente principal” del sitio
de unién reside en la subunidad o, mientras que el “componente complementario” reside en
las subunidades adyacentes no a. El domino de uniéon a ACh esté formado por los lazos A,
B y C en la subunidad o y por las hebras 35 y p6 de las subunidades adyacentes, y o 6 (Fig.

3). Esos sitios se encuentran 40 A aproximadamente por encima de la membrana y en lados



opuestos al poro del canal. La unién de ACh en estos sitios produce rotaciones en los
segmentos de la molécula, que se transmiten a los segmentos transmembrana. El dominio
extracelular de la subunidad ol contiene la regiébn inmunogénica principal (“main
immunogenic region” - MIR), la cual abarca los aminoacidos 67-76 de la subunidad ol (Fig.
3), contra la cual reaccionan varios autoanticuerpos generados en la enfermedad
autoinmune Miastenia Gravis (Tzartos et al., 1988, 1998). El dominio transmembrana forma
el poro del canal y es la porcibn que se encuentra en contacto con los lipidos de la
membrana (Barrantes, 1992, 1993, 2002, 2003, 2004). Este dominio, conformado por los
segmentos M1-M4 constituidos por o hélices (Figs. 2, 3, 6), estan dispuestos
simétricamente formando el poro del canal (Miyazawa et al., 1999, 2003, Unwin, 2005).
Barrantes (2003) propuso la distincién de tres anillos concéntricos en esta region (Fig. 6): a)
un anillo interno formado por los 5 segmentos M2 provenientes de las cinco subunidades
gue forman el AChR. Estos segmentos forman la pared del canal y no se encuentran en
contacto con los lipidos de la membrana. b) Un anillo medio, formado por los 10 segmentos
M1 y M3, limitan internamente con el anillo de segmentos M2, y externamente con los
lipidos de la membrana y c) el anillo externo, formado precisamente por los 5 segmentos
mas externos, M4, también en contacto con los lipidos de la bicapa. En el estado cerrado
del canal, los 5 segmentos M2 se reunen entre si, a la altura media de la membrana,
generando una zona hidrofébica, la cual es considerada la “puerta” del canal y que
funcionaria como barrera energética a la permeacion de iones (Unwin, 2005). Ademas de
los segmentos M1-M4, los pequefios segmentos que conectan M1-M2 (intracelular) y M2-
M3 (extracelular) son considerados parte de la porcion que atraviesa la membrana
plasmatica (Fig. 3). EI domino intracelular es el gran segmento que conecta los segmentos
transmembrana M3-M4, el cual contiene un o hélice curvada inmediatamente antes de la
porcion transmembrana M4 (Fig. 3). Cada subunidad contribuye con una o hélice para
formar la pared del vestibulo (Fig. 3). Estas cinco a hélices forman un cono pentagonal

invertido con espacios entre ellas de un ancho < 8 A, el que es comparable al diametro de
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iones sodio y potasio hidratados, rodeadas por cadenas cargadas negativamente. Estos
espacios representarian las vias para el transporte de cationes, constituyendo ademas un
filtro de carga y tamafio, impidiendo que anioes o cationes de mayor tamafio pasen a través

del canal (Unwin, 2005).

wu gl

pa-pa,/

lazo cis Y (=
c= & Simema
L

Fig. 3. Diagrama de cintas del AChR. A) Vista desde la hendidura sinaptica. B) Paralelo al plano de
la membrana. Para mayor claridad de las figuras, sélo los sitios de unién al ligando estan remarcados
en A) y solo las dos subunidades que estan al frente estan remarcadas en B). Las distintos colores
representan distintas subunidades: a, roja; B, verde; y, azul; 5, celeste. Las lineas punteadas a la
derecha de B) sefalan las tres zonas principales de contacto entre las subunidades. C) Vista
amplificada de la subunidad o. Las hélices a estdn en amarillo, las estructuras B estan en azul
(internas) y rojo (externas). Se observa también la localizacion de los distintos “loops” (ver texto), asi
como la localizacion N y C terminal. También se sefiala el MIR y la zona correspondiente a la
membrana (lineas grises horizontales, E, extracelular; I, intracelular). Adaptado de Unwin (2005) J

Mol Biol. 346, 967-989.
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Los principales sitios de contacto entre las distintas subunidades se producen a tres
niveles distintos (Fig. 3 B). A nivel del dominio extracelular, las distintas subunidades
interactlan a través de cadenas polares situadas en las interfaces de cada subunidad. En el
dominio transmembrana, cadenas hidrofébicas que se proyectan desde los segmentos M1,
M2 y M3 son los mayores responsables de los contactos intersubunidades.
Intracelularmente, las interacciones intersubunidades implican contactos entre los

segmentos que unen M1-M2, asi como el que une M3-M4 (Unwin, 2005).

Desarrollo de la unién neuromuscular

Durante el desarrollo embrionario, cuando los mioblastos se fusionan para formar los
miotubos, se activan una serie de genes postsinapticos, entre ellos, los que codifican para
las distintas subunidades del AChR. Las distintas subunidades del AChR son sintetizadas
en el reticulo endoplasmatico (RE), donde ellas son ensambladas para generar el receptor
maduro y posteriormente son transportadas a la membrana plasmatica (estos aspectos de
la biologia del AChR son discutidos en mayor detalle en el Capitulo | de la presente tesis).
En este estadio, los AChRs de la membrana plasmatica alcanzan una densidad de
~1000/um?. En la UNM adulta, en cambio, la concentraciéon de AChRs en la membrana
postsinaptica alcanza a 10000-20000 AChRs/ um? mientras que en el resto de la
membrana plasmética de las células musculares, la concentracion de AChRs es <10
AChRs/ um? (Matthews-Bellinger y Salpeter, 1983; Merlie y Sanes, 1985; Sanes y Lichtman,
2001; Kummer et al., 2006). La generacion de la UNM implica la generacion de
especializaciones pre- y postsinapticas, las cuales requieren la interaccidon coordinada y
secuencial entre las terminales nerviosas de la neurona motora y el masculo (Sanes y
Lichtman, 2001; Witzemann, 2006). Con la formacion de las fibras musculares (dias
embrionarios (E) 12-14 en raton), se produce un fenbnemo conocido como “prepattering”, es
decir, agrupaciones de AChR se concentran en las regiones centrales de las fibras (Fig. 4).

Estos sitios son posteriormente utilizados por la terminal nerviosa que llega para formar los
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contactos sindpticos, quedando dispersos los agregados (“clusters”) de AChRs no
inervados. En el estadio E17 un sitio sinaptico se estabiliza y el patron postsindptico maduro
gueda establecido. Durante el desarrollo postnatal, inervaciones mdultiples de las fibras
musculares quedan reducidas a contactos sinapticos simples y el AChR embrionario
(a2Pyd8) es reemplazado por el AChR adulto (azped) (Fig. 4) (Gu y Hall, 1988; Yumoto et al.,

2005; Witzemann, 2006), el cual adquiere la forma caracteristica de “pretzel” (Sanes y

Lichtman, 2001).

formacion de incorporacion de dispersion de agregados UNM madura
pre-agregados de AChR  AChRs pre-agregados de AChR no inervados
dentro de la UNM
MuSK/AChR/rapsina establecimiento contacto sinaptico agrina/ACh conversion AChRy a AChRe
agrina/ACh

"

E12-14 E14-16 E18 P6-P20

desarrollo embrionario desarrollo postnatal

Fig. 4. Sinaptogénesis neuromuscular. Adaptado de Kummer et al. (2006) Current Opinion in
Neurobiology 16, 74-82 y Witzemann (2006) Cell Tissue Res. 326, 263-271.

Hasta la década de 1990, en base a numerosos experimentos bioquimicos y
genéticos, se postulaba que en la sinaptogénesis muscular los axones liberan dos sefiales
localizadas que dirigen la diferenciacion postsindptica debajo de sus terminales (Fig. 5A).
Una de ellas era agrina, la cual reorganizaba las proteinas sinapticas en el plano de la
membrana y la neuregulina, la cual estimulaba la transcripcion en los nucleos subsinapticos.

La agrina, mediante su unién a una proteina quinasa especifica muscular (MuSK, por
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muscle-specific kinase), estimulaba el agrupamiento de AChRs y rapsina en la membrana
plasmatica postsinaptica. La neurergulina, por su parte, via los receptores Erb, inducia la
transcripcién de AChR y otros ARNs especificos de sinapsis en los nacleos subsinapticos.
Estas etapas iniciales ensamblaban un aparato postsinaptico rudimentario, el cual
posteriormente era remodelado por potenciales de accién inducidos por ACh liberada desde
la terminal nerviosa (Fig.5A) (Kummer et al., 2006; Witzemann, 2006).

Sin embargo, estudios posteriores condujeron a una revision del modelo anterior
(Fig. 5B). Se observd en células musculares que permanecieron aneurales durante su
desarrollo (alrededor de los estadios E14/15) la formacion de agregados de AChR en la
zona central de las mismas (“prepatterning”) (Lin et al., 2001; Yang et al., 2001). Estudios
posteriores demostraron que estos agregados de AChR se forman previamente a la llegada
del axén y que algunos de estos se incorporaron dentro de la sinapsis (Flanagan-Steet et
al., 2005). Estas observaciones sugieren que los axones motores son dispensables en los
estadios iniciales de la diferenciacion postsindptica y que estos AChRs pre-agregados
participan en la sinaptogénesis de la unidon neuromuscular (Flanagan-Steet et al., 2005;
Kummer et al., 2006; Witzemann, 2006). Ahora bien, ;como se forman estos pre-agregados
del AChR? Witzemann (2006) propone que las concentraciones de MuSK alrededor de
ndcleos localizados centralmente en miofibras en desarrollo podrian alcanzar niveles
criticos para su actividad quinasa intrinseca mas tempranamente que los nucleos
localizados mas distalmente. Un proceso de retroalimentacién (“feedback”) positivo activaria
no solo la expresion de MUSK, sino también de AChR. Los nuevos AChRs se agregarian y
estabilizarian debido a la rapsina, formandose asi preagregados de AChR
independientemente de sefales nerviosas.

También se observo la presencia de agregados de AChR en embriones que no
expresan agrina (Lin et al.,, 2001), indicando de este modo que la agrina no es
imprescindible en la formacién de pre-agregados del AChR. En estos embriones, el axén es
incapaz de interactuar con los agregados de AChR y de establecer contactos sinapticos

estables, lo que conduce a la dispersion de los agrupamientos de AChR (Lin et al., 2001;
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Yang et al., 2001). Asi, el rol fisiol6gico de la agrina podria interpretarse al de estabilizar los
contactos sinapticos, impedir la dispersion de agregados de AChR y controlar el crecimiento
axonal, en vez de inducir especializaciones postsinapticas en miofibras en desarrollo
(Kummer et al., 2006; Witzemann, 2006). Llamativamente, en muasculo que no expresa
agrina, los agregados de AChR persisten por mas tiempo en los musculos aneurales que en
los inervados, con lo cual la agrina contrarrestaria los efectos de un derivado neural que
dispersa los agregados de AChR. Este derivado neural pareciera ser la ACh. Esta hipotesis
fue confirmada en animales doble mutantes para la agrina y ACh (Misgeld et al., 2005). La
ACh desestabilizaria los sitios postsinapticos nacientes, con lo cual, el rol fisiolégico de la
agrina seria contrarrestar este efecto “antisinaptogénico” de la ACh. La dispersiéon de los
agregados de AChR inducida por la ACh estaria mediada por la ciclina Cdk5 (Lin et al.,
2005). Estos resultados sugieren que la agrina actia en la sinaptogénesis neuromuscular
como un agente “anti-declustering” de tal modo que la neurotransmisién (ACh) dispersa
agrupaciones de AChRs que no se encuentren estabilizadas por agrina (Bloch, 1986;
Misgeld et al., 2005; Kummer et al., 2006; Witzemann, 2006).

Utilizando células musculares insensibles a la neuregulina, Escher et al. (2005)
recientemente demostraron que ésta es dispensable en la formacion de la UNM, y que sus
efectos de sefalizacion al musculo serian mediados indirectamente a través de las células
de Schwann. La especializacion transcripcional de los nlcleos sinapticos requiere agrina y
MuSK (Kummer et al., 2006; Witzemann, 2006). La presencia de nlcleos postsinapticos por
debajo de la membrana postsinaptica, anclados por la proteina syne-1, sintetizan a los
AChRs y demds proteinas postsinapticas, contribuyendo de este modo al ensamblaje del
aparato postsinaptico. Sin embargo, la presencia de estos nucleos es dispensable en el
desarrollo de la UNM (Apel et al., 2000; Grady et al., 2005; Kummer et al., 2006).

Se desconoce a la fecha cémo se produce la transformacién de la UNM de
neonatos, ovoides, en UNM adultas, con su caracteristica morfologia ramificada. Se
pensaba que esta transformacion era un proceso dependiente del nervio, pero el hallazgo

segun el cual los miotubos cultivados aneuralmente desarrollan agregados de AChR
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semejantes a la UNM adulta cambiaron este punto de vista (Kummer et al., 2004, 2006).
Asi, la maquinaria intrinseca muscular posee la capacidad de formar agregados de AChR

con el patrén de la UNM adulta (Kummer et al., 2006).
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Fig. 5. Modelo molecular de los procesos involucrados en el desarrollo de la UNM.
Adaptado de Kummer et al. (2006) Current Opinion in Neurobiology 16, 74-82.

En base a lo comentado previamente, el nuevo modelo de formacion de la UNM se
resume en las Figs. 4 y 5B (Kummer et al., 2006; Witzemann, 2006) (compararlo con la Fig.
5A):

a) el masculo tiene la capacidad de formar pre-agregados de AChR,
independientemente del axon de la neurona motora, que se posicionan en el
centro de los sitios postsinapticos. Aqui MuSK activaria la expresion de AChR y
MuSK, y los agregados de AChR estabilizados por rapsina formarian
agrupaciones de AChR en la membrana plasmatica;

b) los axones de las neuronas motoras reconocen estos pre-agregados de AChR
y algunos de estos son incorporados a la sinapsis.

c) la liberacibn de ACh por las terminales nerviosas inducen potenciales

postsinapticos que determinan la localizacion del aparato postsinaptico e impide
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el agrupamiento del AChR en sitios donde no existe contacto entre la terminal
nerviosa y el masculo;

d) la liberacion de agrina neural contrarrestaria la acciéon de la ACh, estabilizando
los agregados de AChR contactados por el nervio y estimularia la actividad
quinasa de MuSK y la acumulacion de AChR impidiendo la dispersion de
especializaciones postsinaticas;

e) la neuregulina es un factor crucial en la formacion de la UNM, actuando como

un factor tréfico para las células de Schwann.

Recientemente se ha observado que los lipidos, especialmente el colesterol y los
esfingolipidos (SL), también participan en el proceso de biogénesis y mantenimiento de la
UNM (Bezakova y Ruegg, 2003; Campagna y Fallon, 2006; Zhu et al., 2006; Stetzkowski-
Marden et al., 2006; Willmann et al., 2006). Estos estudios determinaron que la particién del
AChR y varias proteinas del aparato postsinaptico en dominios lipidicos, ricos en colesterol
y SL, es necesaria para el agrupamiento inicial del AChR asi como para la posterior
estabilidad de estas agrupaciones. Este tema es discutido mas detalladamente en el

Capitulo Il de la presente tesis.

Enfermedades asociadas al AChR muscular.

El AChR nicotinico muscular esta involucrado en una serie de enfermedades
adquiridas y hereditarias, las cuales conducen a una transmisién neuromuscular deteriorada
y a debilidad muscular. La enfermedad autoinmune adquirida Miastenia Gravis (MG) es la
mas comun y la mejor estudiada de este grupo hasta ahora. Es causada, en general, por
autoanticuerpos contra el AChR. Los Sindromes Miasténicos Congénitos (SMC) son
condiciones hereditarias raras, las cuales poseen varias anormalidades que afectan la
liberacion de ACh, la actividad acetilcolinesterasa y la funcién y/o niveles de expresion del

AChR (ver revisiones Lindstrom, 2003; Conti-Fine et al., 2006; Kalamida et al., 2007).
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La Miastenia Gravis es una enfermedad autoinmune no hereditaria. Se caracteriza
por presentar, generalmente, autoanticuerpos circulantes que se unen y destruyen el AChR
muscular. Esto se refleja en debilidad muscular y fatigabilidad. Esta enfermedad puede ser
localizada en un dnico grupo muscular, por ejemplo MG ocular, o puede abarcar a varios
grupos musculares, MG generalizada. Los autoanticuerpos reducen el nimero de AChRs
disponibles, causando un defecto en la transmisién neuromuscular y provocando debilidad
muscular. Aunque el 85% de los pacientes presentan autoanticuerpos contra el AChR, el
restante 15% son seronegativos. De éstos, un 20-40% poseen anticuerpos contra la
proteina postsinaptica MuSK. También existen pacientes con anticuerpos contra proteinas
del tejido muscular estriado.

Los autoanticuerpos pueden reducir el nimero de AChRs en la membrana
postsinaptica a través de tres mecanismos:

a) la uniébn de autoanticuerpos al AChR activa la cascada del sistema de
complemento, resultando en la formacién del complejo de ataque a la
membrana, con la resultante destruccion de la membrana postsinaptica. Esto
conduce a la morfologia caracteristica de la UNM en pacientes con MG, la cual
pierde los pliegues caracteristicos y adquiere una superficie relativamente plana.
b) Los autoanticuerpos producen el entrecruzamiento de AChRs presentes en la
membrana postsinaptica de la UNM, causando la endocitosis de estos complejos
y su posterior degradacién. Este proceso reduce el numero de AChRs presentes
en la UNM.

c) La unién de autoanticuerpos a los sitios de union del ligando del AChR
provoca el bloqueo funcional del AChR por interferir en la union de la ACh
liberada en la membrana presinaptica al AChR. Esto resulta en falla de la
transmision neuromuscular.

Mas de la mitad de los pacientes de MG poseen autoanticuerpos contra el AChR
dirigidos contra el epitope denominado MIR. EI MIR no es un Unico epitope, Sino una region

en la cual se superponen epitopes dependientes de la conformacion del AChR (ver Fig. 3),
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siendo los residuos 67-76 de la subunidad ol el centro de la region. Este segmento se
encuentra en la parte mas accesible del AChR, en el extremo sinaptico de ambas
subunidades al (Tzartos et al., 1988, 1998; Kalamida et al., 2007).

Con el objeto de controlar la MG, actualmente se utilizan medicamentos que mejoran
la transmision neuromuscular o que deprimen el sistema inmune. Estos medicamentos
incluyen inhibidores de la acetilcolinesterasa e inmunosupresores esteroidales y no
esteroidales. Un tratamiento quirdrgico consiste en la timectomia (Conti-Fine et al., 2006;

Kalamida et al., 2007).

Los Sindromes Miasténicos Congénitos (SMC) son un grupo heterogéneo de
enfermedades hereditarias caracterizados por una transmisién neuromuscular defectuosa y
consecuente fatiga muscular. La mayoria de los sintomas de los SMC se produce en los
dos primeros afios de vida. Basicamente el diagnéstico se realiza por la presencia de
sintomas miasténicos en ausencia de anticuerpos contra el AChR, MuSK o canales de
Calcio. Hasta ahora se han reportado ~60 mutaciones en diferentes subunidades del AChR
(a1, B1, e y 9), afectando tanto los dominios extracelulares, los segmentos transmembrana
M1-M3 y el gran domino citoplasmatico entre los segmentos M3-M4, asi como mutaciones
en otras proteinas postsingpticas. Los SMC se pueden agrupar en dos categorias:
mutaciones cinéticas, las cuales pueden incrementar la respuesta a la ACh (como en los
sindromes de canal lento, slow-channel syndromes) o disminuir la respuesta a la ACh
(como en los sindromes de canal rapido, fast-channel syndromes); o mutaciones que
afectan negativamente la expresion del AChR (ver revisiones Lindstrom, 2003; Kalamida et
al., 2007).

Los sindromes de canal lento o rapido son anormalidades cinéticas en la funcién del
AChR. En los sindromes de canal lento el AChR posee un tiempo de estado abierto
anormalmente prolongado, lo que ocasiona que la corriente sinaptica decaiga muy

lentamente. En consecuencia, la regién postsinaptica es sobrecargada de cationes, lo que
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ocasiona miopatia de la UNM, pérdida de AChRs, ensanchamiento del espacio sinaptico y
apoptosis. Los sindromes de canal lento son causados por mutaciones dominantes que
provocan ganancia de funcion del AChR. La mayoria de las mutaciones (~ 18) se localizan
en el segmento M2 de las subunidades al, B1, 3, €, y también en sitios cercanos al sitio de
union de ACh, aumentando la afinidad por la ACh (ver revisién Kalamida et al., 2007).

Los sindromes de canal rapido se caracterizan porque el AChR posee un tiempo de
estado abierto anormalmente corto, con lo cual la respuesta sinaptica decae rapidamente.
Esto puede deberse a una menor afinidad por la ACh, menor eficiencia de gatillado o un
namero bajo de aperturas del AChR tras la unién de la ACh. La mayoria de estos sindromes
son causados por mutaciones recesivas (~13) que provocan una disminucion de la
funcionalidad del AChR. Las mutaciones en el dominio extracelular disminuyen la afinidad
por la ACh, las presentes en los segmentos transmembrana afectan la eficiencia de
gatillado y las presentes en el lazo intracelular M3-M4 de la subunidad ¢ desestabilizan la
cinética del canal (Kalamida et al., 2007).

Otros SMC poseen deficiencia en el AChR con o sin anormalidades en la cinética del
AChR. Estos se producen por mutaciones recesivas que conducen a un namero reducido
de AChR funcionales en la membrana postsinaptica. Frecuentemente se localizan en el lazo
intracelular M3-M4 de la subunidad ¢ (~ 50) y afectan los niveles de expresién, la traslacion
o residuos criticos para el proceso de ensamblaje. Otras deficiencias de AChR son
ocasionadas por mutaciones en la proteina rapsina (~ 21), o en el gen de la proteina MuSK

(~ 2) (ver revisién Kalamida et al., 2007).

Microambiente lipidico del AChR e interacciones AChR - lipido.

Para comprender el rol que cumplen las proteinas de membrana en estados de
salud y enfermedad es necesario conocer los mecanismos moleculares que estan
involucrados en sus funciones. Esto requiere conocer no sélo la informacién estructural de

la proteina, sino también comprender como el ambiente lipidico en que se encuentra
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inmersa afecta su estructura, su organizacién y su funcién. Todas las proteinas de
membrana poseen una propiedad en comun: contienen una 0 mas regiones hidrofébicas,
generalmente estructuras o hélice, con la cual atraviesan la bicapa lipidica. Varias
propiedades de las proteinas de membrana estan determinadas por interacciones entre sus
segmentos transmembrana y los lipidos que los rodean, por lo cual estos segmentos
actuarian como sensores del ambiente lipidico circundante. Las alteraciones en el ambiente
lipidico de una proteina pueden provocar modificaciones estructurales en los segmentos
transmembrana asi como cambios en la orientacion y angulo de las o hélices, conformacion
o alteraciones en la interaccién entras las o hélices de una misma proteina, o entre
proteinas vecinas. Estas alteraciones, a nivel de los segmentos transmembrana, pueden
producir cambios estructurales a nivel de las porciones extramembrana de la proteina, lo
gue se podria traducir en cambios funcionales, en formacién o disociacién de estructuras
oligoméricas (ver revision Nyholm et al., 2007).

Con respecto al AChR, la porcion del mismo que atraviesa la membrana plasmatica,
20 segmentos transmembrana constituidos por o hélices, representa el 25% del total de la
proteina, del cual, un 30% se encuentra en intimo contacto con los lipidos que la rodean
(Toyoshima y Unwin, 1990). El estudio de las interacciones lipido-proteina entre el AChR y
los lipidos de la membrana en los cuales se encuentra inserto ha sido motivo de estudio
desde hace muchos afios. En un trabajo pionero, Marsh y Barrantes (1978), empleando
membranas de Torpedo ricas en AChR, determinaron la presencia de una porcion de lipidos
inmovilizados respecto del resto de la membrana. Esta fraccion de lipidos corresponde a la
porcion de lipidos que rodean intimamente al AChR. Posteriormente se procedid a la
caracterizacion de esta interaccion en términos de su estequiometria, selectividad lipidica y
su relacién con la funcionalidad del canal (ver revisiones Barrantes, 1989, 1992, 1993, 2002,
2003, 2004).

La importancia del estudio de las interacciones lipido-proteina del AChR radica en

gue desde la sintesis y ensamblado de sus subunidades en el RE, hasta su llegada a la
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membrana plasmatica, y su funcién como canal iénico en la membrana postsinaptica, todo,

ocurre en su medio natural, la membrana en la cual esta inserto (Barrantes, 2004).

anillo interno (M2)

] anillo medio (M1-M3

anillo externo (M4)

Fig. 6. EI AChR y su entorno lipidico. A) Vista superior de los segmentos transmembrana del
AChR, en donde se sefialan los tres anillos concéntricos, formados por los diferentes segmentos
transmembrana del AChR (interno, M2; medio, M1 y M3; y externo, M4) alrededor del poro central del
canal (ver texto para mas detalles). B) Los lipidos de la membrana interactian con los segmentos
transmembrana mas externos del AChR. En la figura se muestran la interaccién de una subunidad
del AChR con cuatro moléculas de acido fosfatidico y una molécula de diacilglicerol, los cuales
poseen selectividad por el AChR. Aproximadamente 20 moléculas de lipidos por hemicapa pueden
“acomodarse” en el perimetro del AChR. C) Los lipidos que rodean el AChR se encuentran en
continuo intercambio con el del resto de los lipidos de la membrana. Los lipidos que poseen mayor
selectividad por el AChR pasan un tiempo mayor en su entorno inmediato, concentrdndose
relativamente con respecto a aquellos lipidos que no poseen selectividad por el mismo. Adaptado de
Barrantes (2003) Curr Opin Drug Discov Devel. 6, 620-632 (A y B); y Barrantes (2004) Brain Res
Brain Res Rev. 47, 71-95 (C).
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Desde su biogénesis hasta su llegada a la membrana plasmatica, el AChR interactla
con distintos ambientes lipidicos de membrana, y estos distintos ambientes participan y
modulan diferentes aspectos de su biologia y funcionalidad (Brusés et al., 2001; Marchand
et al., 2002; Pediconi et al., 2004; Campagna y Fallon, 2006; Zhu et al., 2006; Stetzkowski-
Marden et al., 2006; Willmann et al., 2006; Kellner et al., 2007; Baier y Barrantes, 2007;
Borroni et al., 2007; Gallegos et al., 2008), los cuales seran discutidos en mayor detalle en
los Capitulos | y Il de la presente tesis. La influencia del ambiente lipidico de la membrana
sobre la funcionalidad del AChR es seguramente el aspecto mas importante de la
interaccion AChR-lipidos (Barrantes, 2004, 2007). Estudios sobre el estado biofisico de
membranas ricas en AChR de Torpedo, utilizando la sonda Laurdan, indicaron una menor
polaridad del ambiente (una menor fluidez de la membrana) en el microambiente del AChR,
demostrando que la zona de los lipidos que se encuentran mas cercanos al AChR est4d més
inmovilizada con respecto al resto de la membrana (Antollini et al.,, 1996; Antollini y
Barrantes, 1998; Barrantes, 2004), tal como fue demostrado previamente por Marsh y
Barrantes (1978) (ver Fig. 6C).

Se ha demostrado que el AChR posee cierta selectividad lipidica en cuanto a los
lipidos que lo rodean, y que parte de esta selectividad esta determinada, 0 es necesaria,
para mantener la funcionalidad de esta proteina en la membrana en la que se encuentra
inserta. Los primeros intentos para tratar de analizar la influencia de los lipidos del
microentorno del AChR sobre la funcionalidad del receptor se realizaron empleando
sistemas de AChR reconstituido, los cuales poseen la ventaja de disecar las contribuciones
individuales de cada especie lipidica sobre distintas propiedades del canal, como unién y
transiciones inducidas por ligando asi como la capacidad del AChR para transportar iones a
través de la membrana (Barrantes, 2004). Primeramente se encontr6 que la movilidad de
ciertas sondas lipidicas (sondas de androstanol y fosfolipidos, como fosfatidilcolina y
fosfatidiletanolamina) era restringida como consecuencia de su interaccién con el AChR
(Marsh y Barrantes, 1978; Marsh et al., 1981). En estudios posteriores se determiné la

asociacion preferencial del AChR con esteroides, acido fosfatidico y 4cidos grasos, mas que
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con otras especies lipidicas (Ellena et al., 1983; Barrantes, 2004). Se observé que, cuando
se reconstituia el AChR en vesiculas conteniendo sélo fosfatidilcolina, los receptores no
eran funcionales, y que la presencia de colesterol y fosfolipidos cargados negativamente,
como el acido fosfatidico o fosfatidilserina, restauraban la capacidad al AChR de
experimentar transiciones de estado inducidas por agonista asi como para estabilizar su
estructura secundaria (Criado et al., 1982a. Ochoa et al., 1983; Criado et al., 1984; Fong y
McNamee, 1986, 1987; Bhushan y McNamee, 1993; ver revision Barrantes, 2004). La
presencia de &cidos grasos en vesiculas conteniendo el AChR bloquean el flujo de iones
sodio inducido por agonistas (Andreasen y McNamee, 1980). En base a estudios realizados
por Ellena et al. (1983) y Mantipragada et al. (2003) se pudo establecer una clasificacion de
lipidos de acuerdo con su selectividad por el AChR, los cuales pertenecen a tres categorias
diferentes (Barrantes, 2004): a) un grupo de alta selectividad, constituido por acidos grasos,
androstanol y acido fosfatidico; b) un grupo con afinidad intermedia, constituido por
esfingomielina (SM) y fosfatidilserina; ¢) y un grupo de afinidad moderada a baja,
conformado por fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y gangliésidos.

Se han postulado varias hipétesis para tratar de explicar como los esteroles y demas
lipidos afectan la funcionalidad del AChR. Estas teorias incluyen a) efectos indirectos sobre
el AChR ejercidos sobre las propiedades biofisicas de la membrana (tales como fluidez,
formacion de dominios lipidicos, etc), y b) efectos directos mediados por la interaccién de
los lipidos directamente en los segmentos transmembrana del AChR (Barrantes, 2003,
2004).

De acuerdo con lo sefialado por Barrantes (2003, 2004), como consecuencia de la
alta densidad de empaquetamiento del AChR en las membranas postsinapticas, solo tres a
cuatro capas de fosfolipidos de la membrana separan la primer capa de lipidos que rodean
el AChR de la siguiente “primer anillo o cinturén” de lipidos, y la rigidez de dichos lipidos
aumenta a medida que nos acercamos al AChR (ver Fig. 6C). Como mencionamos
anteriormente, los lipidos inmediatos al AChR estén relativamente inmovilizados, y aunque

se espera que estos lipidos tengan una velocidad de difusién 50-100 veces menor a la de
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los lipidos de la membrana (1-5 10° s™), el grado de intercambio de éstos con los del resto
de la membrana se encuentra en el orden de 1-5 108 s? (Barrantes, 1989; 2004). Asi, las
especies lipidicas que poseen selectividad por el AChR pasan, en promedio, un tiempo
mayor en el entorno inmediato del AChR, y asi son concentrados de manera relativa, al
resto de los lipidos de la membrana, los cuales no poseen selectividad por la proteina (ver
Fig. 6C).

La cara del AChR expuesta a los lipidos de la membrana contiene hendiduras y
protusiones en los cuales los lipidos que rodean al AChR pueden acomodarse (Barrantes,
2003) (ver Fig. 6B). Aminoacidos cargados rodean la porcion transmembrana de la proteina
situada en la interfase membrana-agua, mientras que la porcion embebida en la membrana
no posee aminoacidos cargados. Aproximadamente 20 moléculas lipidicas pueden
colocarse en el perimetro del AChR en una hemicapa de la membrana, por lo tanto el
namero minimo de lipidos necesarios para rodear al AChR es de ~40 (Ellena et al., 1983;
Mantipragada et al., 2003; Barrantes, 2003) (ver Fig. 6B).

Uno de los mayores desafios para la comprensién de la relacion lipidos-funcion del
AChR es dilucidar los mecanismos de propagacion de la informacion desde los sitios
expuestos a los lipidos, mencionados anteriormente, al resto de la molécula del receptor

(Barrantes, 2003).

En la presente Tesis Doctoral se estudiaron diferentes aspectos de la biologia celular
del AChR y su relacién con dos clases lipidicas principales, los SL (desarrollado en el
Capitulo 1) y el colesterol (desarrollado en el Capitulo 11). Mas especificamente, en base a la
relacién previamente documentada entre los SL y el AChR (Roccamo et al., 1999), nos
propusimos disecar en qué estadio/s de la vida intracelular del AChR, asi como de su
destino final en la membrana plasmatica, los SL son necesarios para la correcta expresion
del AChR en la superficie celular. Respecto del AChR y el colesterol, nos abocamos a
estudiar los efectos de este lipido sobre la expresion, distribucion y propiedades dinamicas

(movilidad lateral) del AChR en la membrana plasmatica. Para llevar a cabo estos estudios
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empleamos las células CHO-K1/A5, las cuales expresan en forma estable y heteréloga el
AChR de tipo muscular adulto (ap€d) y diversas técnicas de biologia celular y molecular,

bioquimicas, y especialmente, diferentes técnicas de microscopia de fluorescencia.
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CAPITULO |

INFLUENCIA DE LOS ESFINGOLIPIDOS SOBRE LA BIOGENESIS,
TRAFICO INTRACELULAR Y EXPRESION EN MEMBRANA

PLASMATICA DEL ACHR EN CELULAS CHO-K1/A5
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INTRODUCCION

Las membranas celulares contienen muchos mas lipidos que los necesarios para
formar una bicapa lipidica (Fig. 1.1). Ademas, estos diferentes lipidos no estan distribuidos
al azar entre las organelas subcelulares, asi como también, entre los distintos lados de
estas organelas (Fig. 1.3). La evidencia actual indica que los lipidos poseen funciones
mucho mas alld que la de solo proveer el esqueleto de las membranas celulares.
Actualmente se reconoce a los lipidos como reguladores versatiles y sumamente dinamicos
de numerosos procesos celulares, los cuales abarcan desde el crecimiento, desarrollo y
supervivencia celular hasta la sefalizacién y el trafico intracelular (van Meer y Holthuis,
2000; Futerman y Hannum, 2004; Holthuis y Levine, 2005). Varias enfermedades
neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer, estan relacionadas con la
biosintesis (o degradacion) de esfingolipidos (SL) (Hartmann et al., 2007). Por todo esto, la
dinamica de la organizacion de la membrana lipidica y sus implicaciones fisiologicas es
actualmente un tema de gran interés, y se lo esta abordando a través de enfoques
multidisciplinarlos.

Los lipidos mayoritarios presentes en las membranas celulares son los
glicerolipidos, los esfingolipidos y los esteroles (Fig. 1.1). Los glicerolipidos estan basados
en el glicerol (Fig. 1.1 A, sombreado color azul), al cual estan unidas dos cadenas de acidos
grasos de 16-18 atomos de carbono de longitud (Fig. 1.1 A, sombreado color rosa). Estos
acidos grasos estan unidos en la posicion 1 y 2 del glicerol, formando asi el diacilglicerol
(DAG). Generalmente el acido graso de la posicion 2 posee una doble ligadura cis,
produciendo una curvatura en la cadena hidrocarbonada, la cual disminuye el grado de
empaquetamiento de la membrana. Un fosfato (P) puede unirse a la posicién 3 del glicerol,

formando acido fosfatidico (PA), y este grupo fosfato puede estar unido a otro grupo (R) el
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cual puede ser neutro, produciendo fosfatidil serina (PS) o fosfatidilinositol (Pl), o a un grupo

con carga acidica, o basica, formando fosfatidiletanolamina (PE) o fosfatidilcolina (PC).

A glicerolipidos B esfingolipidos C esteroles
() R 96
©" E )
(9] o] Q OH
3 o] o o o o
1 o HO: OH HO OH
o %4 &
\Y
DAG, PA, PS, P], Cer, SM, EPC, GluCer, GalCer, colesterol
PE, PC Gm3, IPC

Fig. 1.1. Lipidos celulares mayoritarios. Adaptado de Holthuis y Levine
(2005) Nat Rev Mol Cell Biol. 6, 209-220.

Los esfingolipidos (SL) estan basados en una base esfingoide de 18 atomos de
carbono, la cual usualmente es esfingosina en animales (Fig. 1.1 B, sombreado color azul),
con una cadena de acido graso saturado de 16-26 atomos de carbono (Fig. 1.1 B,
sombreado color rosa), el cual es unido por un enlace amida al nitrégeno, formando asi
ceramida (Cer). En la dihidroceramida, esfinganina reemplaza a la esfingosina (la
esfinganina carece de la doble ligadura trans entre los carbonos C4 y C5). En plantas y
hongos la fitoceramida contiene fitoesfingosina (C4-OH esfinganina) y acidos grasos que
generalmente estan hidroxilados en el C2. En células animales, la cabeza grupal esfingoide
(R) puede ser fosfatidilcolina, generando asi esfingomielina (SM) o fosfoetanolamina,
formando asi etanolaminafosforil ceramida (EPC). Alternativamente, en el caso de los
glicoesfingolipidos (GSL), el grupo R puede ser glucosa, formando glucosilceramida
(GluCer) o galactosa, formando galactosilceramida (GalCer), los cuales pueden ser

posteriormente decorados con monosacaridos extras (G) generando un amplio rango de

29



GSL (como por ejemplo GM3). Los SL en plantas y hongos tipicamente contienen en la
cabeza grupal fosfoinositol, formando inositolfosforil ceramida (IPC) (van Meer y Holthuis,
2000, Holthuis y Levine, 2005). Los esteroles estan basados en una estructura planar de
cuatro anillos (Fig. 1.1 C), estando presente colesterol en mamiferos, ergosterol en hongos,

stigmasterol y sitosterol en plantas.
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Fig. 1.2. Biosintesis de SL. Adaptado de Perry (2002) Biochim Biophys Acta 1585, 146-152.
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La biosintesis de SL en células eucariotas esta espacialmente separada de la
biosintesis de glicerolipidos y esteroles (Holthuis et al., 2001). Mientras que la de estos
ultimos es producida en el reticulo endoplasmatico (RE), la biosintesis de SL se inicia en el
RE y continta en el complejo de Golgi (Fig. 1.2). El primer paso en la biosintesis de SL es
catalizado por la enzima serina palmitoil transferasa (SPT) (Merrill, 1983) y continua en el
lado citoplasmatico del RE hasta la sintesis de ceramida (Mandon et al., 1992). La ceramida
luego es translocada, por medio de fendmenos de transporte vesicular y no vesicular, al
aparato de Golgi (Fukasawa et al., 1999; Hanada et al., 2003, Kudo et al., 2008, ver revisién
en Hanada et al., 2007), y posteriormente convertida a SM en el lumen del complejo de
Golgi por la enzima SM sintetasa o a GluCer por la enzima GluCer sintetasa en la cara
citosdlica del aparato de Golgi (Jeckel et al., 1992). Luego de la translocacién al lado
lumenal del aparato de Golgi, GluCer es convertida a lactosilceramida y GSL complejos (por
revisiones ver Holthuis et al., 2001; Merrill, 2002; Perry, 2002; Hanada, 2003).

Los SL son lipidos enriquecidos en la membrana plasmatica, Fig. 1.3, en comparacion
a otras membranas intracelulares (Schwarzmann y Sandhoff, 1990). Mas aun, la distribucién
de estos lipidos parece ser no homogénea en el plano de las membranas celulares. Los
lipidos de membrana muestran una distribucion no aleatoria dentro y entre organelas
gue estan conectadas mediante trafico vesicular. La membrana plasmatica es rica en
esteroles, SL y (glicerolipidos saturados, los cuales, debido a su alta densidad de
empaquetamiento, favorecen la rigidez e impermeabilidad de la membrana. Por ejemplo, la
composicion lipidica de la membrana plasmatica de higado de rata es 30-40 mol%
colesterol, 10-15 mol% SM y GSL, 25 mol% PC, 15 mol% PE, 5 mol% PE y 5 mo% PI.
También, la membrana plasmatica posee una composicion lipidica asimétrica entre cada
lado de la misma (Devaux y Morris, 2004), los aminofosfolipidos son concentrados en la
cara citosolica, y los SL en la cara extracelular de la misma. La topologia del colesterol no
esta totalmente esclarecida, pero probablemente este determinada por su alta afinidad con
los SL y los glicerolipidos saturados. La membrana del RE, por otro lado, posee una

composicion lipidica simétrica y primariamente contiene glicerolipidos no saturados que
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hacen flexible a esta membrana, y por lo tanto, facilitan la incorporaciéon de proteinas
recientemente sintetizadas. Por ejemplo, la composicién de la membrana del RE en higado
de rata es 5 mol% colesterol, 50-60 mol% PC, 25 mol% PE y 10 mol % PI (Holthuis y
Levine, 2005).

La teoria de la balsas lipidicas, propuesta por Simons e lkonen (1997), postula que los
SL existen en microdominios segregados lateralmente formando “balsas” (rafts), un
fendmeno que involucra una asociacion preferencial con colesterol (ver revisiones de
Simons y Toomre, 2000; Brown y London, 2000; Edidin, 2003a,b). Ha sido postulado que el
alto grado de empaquetamiento entre SL y colesterol es el responsable de su resistencia a
extraccién con detergentes (Ahmed et al., 1997; Brown y London, 2000; London y Brown
2000), dando asi la definicion operacional de las llamadas membranas resistentes a la
extraccion con detergentes (DRMs, detergent-resistant membranes), y su propiedad de
flotacion en fracciones “livianas” en gradientes de sacarosa sometidos a centrifugacion.
Estos microdominios de membrana han sido postulados a concentrar moléculas de
sefalizacién y receptores en regiones particulares de la superficie celular (Brown y London,
2000). Marchand et al. (2002) ha recientemente demostrado que el AChR vy la proteina
rapsina son recuperados en DRMs en células COS sometidas a extraccion con Tritén X-100

en frio.

membrana plasmatica superficie celular

Fig. 1.3. Distribucion
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De lo expuesto se deduce que existe un gradiente de SL a través de la via
secretoria. Aunque primariamente los SL son ensamblados en el Golgi, los SL son
enriquecidos en la membrana plasmatica y membranas endociticas celulares, mientras solo
bajas cantidades de SL son encontrados en el RE (Fig. 1.3) (Holthuis et al., 2001).
Comprender como los lipidos de la membrana plasmatica logran esa distribucion no
aleatoria en las membranas celulares es actualmente un gran desafio de la biologia celular.

Una de las principales dificultades para comprender cémo los lipidos son
transportados y vehiculizados dentro de la célula es que carecen de las sefales de
direccionamiento que poseen las proteinas para dirigir su destino intracelular. Los lipidos de
membrana estan sujetos a tres clases de movimiento: a) difusion lateral en el plano de la
membrana, b) flip-flop a través de la membrana, c) difusion fuera de la membrana a la fase
acuosa, seguida de insercién dentro de otra membrana (ver revisiones van Meer y Holthuis,
2000; van Meer y Sprong 2004; Riezman y van Meer, 2004; Holthuis y Levine, 2005)

a) Difusién o movimiento lateral. Los lipidos se mueven en el plano lateral de la
membrana con coeficientes de difusion que son 10-100 veces mayores que los hallados
para la mayoria de las proteinas de membrana. Los lipidos pueden difundir cubriendo un
area de 0.1-1 um?s™ en una célula con tipicamente 10-20 um en cada dimensién. Como
consecuencia de este alto grado de difusién, los lipidos se podrian equilibrar entre distintas
organelas conectadas por trafico vesicular. Sin embargo, esta mezcla no se observa, y las
células son capaces de mantener una unica composicion lipidica y proteica en cada una de
sus organelas. De esta manera, el enriquecimiento de SL y colesterol en la membrana
plasmatica respecto al RE no se debe a su sintesis en la membrana plasmatica o su
hidrdlisis en el RE. Estos lipidos, por lo contrario, estan sujetos a un exhaustivo proceso de
direccionamiento intracelular.

b) Movimiento trans-membrana. El movimiento de los lipidos entre las dos caras de
la membrana se lo conoce como flip-flop. Este movimiento, en sistemas modelo, es lento
para lipidos que poseen una cabeza o grupo polar, y mucho mas rapido para lipidos

neutros. Este transporte toma segundos a minutos para colesterol o ceramida, y horas para
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PC, SM y GSL. Sin embargo en el RE existen flipasas que permiten el movimiento de los
lipidos recién sintetizados en la cara citosélica hacia la cara lumenal a una velocidad similar
a la de su produccién, permitiendo asi una composicion simétrica de esta membrana. Este
tipo de flipasas funcionan independientemente de la energia metabdlica. En cambio, en la
membrana plasmatica, donde la PS y PE estan distribuidas casi exclusivamente del lado
citoplasmatico, esta distribucion es mantenida por flipasas dependientes de ATP,
denominadas translocasas (ver revision Raggers et al., 2000).

c) Intercambio monomérico. Los lipidos pueden intercambiarse entre membranas
como simples monémeros. Este proceso es relativamente rapido para lipidos de simple
cadena o cadena corta, pero practicamente nulo para lipidos con dos cadenas
hidrocarbonadas, como PC y GSLs. Sin embargo, este proceso de transporte es
sumamente importante para organelas que no estan conectadas a través de trafico
vesicular, como es el caso de las mitocondrias. Actualmente se esta reconsiderando al
transporte monomérico ya que se ha documentado que el transporte de fosfolipidos desde
el RE hasta la membrana plasmatica prosigue a pesar de haberse inhibido las vias de
transporte vesicular. Un caso particular de este transporte es el de ceramida desde el RE
hasta el trans Golgi (Funato y Riezman, 2001; Hanada et al., 2003) y mas recientemente el
hallazgo de una proteina que transporta GluCer hacia el RE, FAPP2 (Halter et al., 2007;
D’Angelo et al., 2007 y ver comentarios de Levine, 2007).

Dada la bidireccionalidad del trafico vesicular que existe entre el RE y la membrana
plasmatica, es de suma importancia comprender como es mantenido, o qué es lo que
determina, el gradiente lipidico, principalmente de colesterol y SL (Fig. 1.3), entre la
membrana plasmatica y el RE (ver revisién Nickel et al., 1998). El colesterol, sintetizado en
el RE, puede moverse a través de la membrana y entre membranas adyacentes como
monomero. Su localizacién probablemente se deba a su afinidad por los SL y glicerolipidos
saturados. Los SL, por su parte, empiezan su sintesis en el RE, culminando la misma en el
Golgi. Para mantener el gradiente de SL hacia la membrana plasmatica, éstos deberian

incluirse en transportadores anterdgrados y ser excluidos de los retrégrados. De acuerdo al
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modelo de maduracién de las cisternas (Glick et al., 1997), un gradiente positivo de SL
hacia la membrana plasmatica podria lograse si estos lipidos son obligados a permanecer
en las cisternas donde fueron sintetizados incluyéndose principalmente en el transporte
anterégrado (ver revision Nickel et al., 1998). En apoyo a esta hipotesis, las vesiculas COPI
contienen reducidas cantidades de SL y colesterol en comparacién a las membranas de
Golgi que les dieron origen (Briigger et al., 2000). Se han propuesto modelos para explicar
como se produciria el direccionamiento/particion diferencial de lipidos (Holthuis y
Levine, 2005). Se ha postulado que la maquinaria generadora de vesiculas es reclutada a
microdominios lipidicos separados, o que la generacién de curvatura (producto de cubiertas
o proteinas motoras) induce una particion diferencial de lipidos que naturalmente tienden a
formar membranas rigidas y planas. Estudios de microscopia optica de alta resolucién han
demostrado que la formacion de microdominios lipidicos pueden disparar eventos de fusion
y fision de membranas, con lo cual existiria la posibilidad de que la célula pueda explotar
estas caracteristicas de inmisibilidad lipidica para dirigir la formacién de vesiculas en
membranas biolégicas (Baumgart et al., 2003; 2007).

La exclusion de SL y colesterol de las vesiculas COPI (Brigger et al., 2000) seria la
responsable de su progresiva acumulacion en las cisternas en maduracion, y este proceso
probablemente estaria asociado a la deplecion de las mismas en glicerolipidos no saturados
(Schneiter et al., 1999). Este proceso influiria notablemente en las propiedades biofisicas de
estas membranas impartiéndoles caracteristicas unicas. El enriquecimiento en colesterol y
SL a lo largo de la via secretoria tendria alguna relaciéon con el aumento del espesor de las
membranas desde el RE hasta la membrana plasmatica (Mitra et al., 2004). Existen teorias
que explican el direccionamiento de proteinas estableciendo una relacién entre el espesor
de la membranas de la via exocitica, reguladas por el colesterol, y la longitud de los
segmentos transmembrana (Bretscher y Munro 1993), pero las propiedades intrinsecas de
la membrana, mas que su espesor, estarian involucradas en este proceso (Lundbaek et al.,
2003; Mitra et al., 2004). El direccionamiento de proteinas es determinado principalmente

por sefales o motivos de trafico en la secuencia proteica, principalmente en las proteinas
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basolaterales. Para las proteinas apicales, en cambio, se cree que interacciones débiles
entre SL y glicoproteinas juegan un rol importante en el destino de las mismas (lkonen y
Simons, 1998; Ait Slimane y Hoekstra, 2002; Schuck y Simons, 2004; Rodriguez-Boulan et
al., 2005)

Se han reportado enfermedades neurodegenerativas asociadas a alteraciones en
la biosintesis de SL. La enfermedad de Alzheimer es el desorden neurodegenerativo mas
comun. Los cambios histopatolégicos caracteristicos en pacientes con Alzheimer son la
presencia de placas neuriticas extracelulares compuestas de péptido B-amiloide (AB) y
ovillos intracelulares neurofibrilares formados por la proteina tau, anormalmente fosforilada.
Las manifestaciones clinicas de la enfermedad son demencia progresiva e irreversible,
deterioro cognitivo y pérdida de la memoria (Selkoe, 2001; Sisodia y St George-Hyslop,
2002; Masters et al., 2006; Hartmann et al., 2007). El principal componente de los depésitos
amiloides extracelulares, AB, es generado por un corte proteolitico secuencial de la proteina
precursora del amiloide (APP, por amyloid precursor protein). Existen dos vias de
procesamiento de la APP, una no patolégica (en la cual el APP es cortado por la o-
secretasa) y otra patoldgica. En esta ultima, el fragmento generado por el procesamiento
inicial del APP por la B-secretasa es clivado por la y-secretasa generando el Ap. Se observé
que los SL desminuyen la produccién de AP mediante inhibicién de la y-secretasa
(Sawamura et al., 2004; Grimm et al., 2005). Inhibicién de SMasas, enzimas que degradan
SM, conducen a un aumento de SM y a una disminucion de Ap (Grimm et al., 2005). El
patron de GSL en cerebros de pacientes de Alzheimer esta alterado (Kracun et al., 1990). El
gangliosido GM1, al igual que el colesterol, se une al AB, y se postula que complejos
GM1/AB pueden actuar como “semillas” para formacion y depdsito de AB. En presencia de
GM1 se observé un aumento de la actividad de la y-secretasa y una disminucion de la
actividad de la a-secretasa, lo cual resulté en un aumento en la produccion de A de 10
veces (Zha et al., 2004). Inhibicidon de la enzima GluCer sintasa disminuyd la produccién de

AB (Tamboli et al., 2005). El colesterol juega también un rol importante en la patogénesis de
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la enfermedad de Alzheimer (ver revision Hartmann et al., 2007), ya que se observo que
este lipido estimula la produccion de AB mediado por la y secretasa. Inhibidores de la
enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa, HMGR, enzima limitante en la biosintesis de
colesterol, reduce los niveles de AB40 y AB42 (este posee mayor hidrofobicidad y es la
especie predominante en placas seniles). En base a estas relaciones, Hartmann et al.
(2007) postulan un ciclo de regulacién entre SL, colesterol y el procesamiento de APP (Fig.

1.4).
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Fig. 1.4. Interrelacién entre SL, colesterol y el procesamiento de APP.
Hartmann et al. (2007) J. Neurochem. 103, Suppl. 1, 159-170.

La neuropatia sensorial hereditaria tipo 1 (HSN1, por hereditary sensory neuropathy
type 1) es una neuropatia periférica debilitante que predominantemente afecta la parte distal
de las extremidades. A medida que la enfermedad progresa, se produce degeneracién de
las neuronas motoras con una denervaciéon secundaria, atrofia y debilidad de los musculos
de las extremidades. La forma de herencia de esta enfermedad es autosomica dominante
(Whitaker et al., 1974; Dyck, 1993). Al menos tres variantes génicas estan involucradas en
ésta enfermedad. Uno de ellos, el defecto genético en el locus 9922 de familias con HSN1,

esta asociado con una mutacion sin sentido en el gen SPTLC1 (Bejaoui et al., 2001;
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Dawkins et al., 2001). SPTLC1 codifica la subunidad LCB1 de la SPT. Esta enzima se
expresa en practicamente todos los tejidos y su actividad se localiza en el RE (ver revisién
de Hanada, 2003). La SPT eucariota se cree que es un heterodimero, formada por las
subunidades LCB1 y LCB2, los cuales son expresadas por los genes SPTLC1 y SPTLC2,
respectivamente (Hanada et al., 2000a). Bejaoui et al. (2002) examinaron las mutaciones
C133Y y C133W, identificadas en familias con HSN1 (Bejaoui et al., 2001; Dawkins et al.,
2001) y encontraron que en linfoblastos de pacientes con HSN1, las mutaciones no
afectaron los niveles basales de las subunidades LCB1 y LCB2, pero si provocaron una
disminucion en la actividad de la enzima SPT (SM, ceramida y GSL disminuyeron un 43%
en linfoblastos de pacientes afectados, cuando se los compard con controles sanos).
Transfeccion de células CHOK1 que carecen de la subunidad LCB1 (Hanada et al., 1998)
con las subunidades mutadas no pudieron rescatar el fenotipo de estas células. Sobre-
expresion de las subunidades mutadas (LCB1C133Y y LCB1C133W) en células CHOK1
tipo salvaje reprimié la actividad de la SPT, a pesar de tener LCB1 endégena normal.
Mediante ensayos de inmunoprecipitacién, estos autores hallaron que las subunidades
mutadas, al igual que la subunidad normal, interactian con la subunidad LCB2. Con estos
resultados los autores concluyen que las mutaciones presentes en la subunidad LCBH1,
identificadas en pacientes con HSN1, confieren efectos dominantes negativos sobre la
actividad de la SPT. Recientemente McCampbell et al. (2005) desarrollaron ratones
transgénicos que sobre-expresan SPTLC1 (tipo salvaje) o la mutacion SPTLC1(C133W).
Los ratones que sobre-expresan la subunidad mutada desarrollan gran parte de la
sintomatologia presente en pacientes con HSN1. Hallaron que en estos ratones la mutacién
SPTLC1(C133W) posee un efecto dominante negativo sobre la actividad de la SPT (al igual
que lo demostré in vitro Bejaoui et al., 2002). McCampbell et al. (2005) observaron que
estos animales desarrollan un progresivo dafio neuronal, con disminucién en la expresién
de receptores de sodio sensibles al voltaje tipo 1.8 (Nav1.8) y de receptores termosensitivos

(TRP).
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La epilepsia progresiva con retardo mental (EPMR, por progressive epilepsy with
mental retardation) corresponde a un grupo de enfermedades neurodegenerativas
hereditarias en la cual el desarrollo temprano del individuo es normal y a los 5-10 anos de
vida comienza un deterioro mental progresivo. Se detecté una mutacion en el gen CLN8 en
pacientes con EPMR (Ranta et al., 1999), el cual codifica para una proteina transmembrana
que se localiza en el RE y el compartimiento intermedio ER-Golgi, y que posee una sefial de
retencion para el RE (Lonka et al., 2000, 2004). Este gen fue asociado recientemente a una
familia de proteinas con dominio homadlogo al TLC, las cuales poseen funciones en sintesis
de lipidos y transporte (Winter y Ponting, 2002). Miembros de esta familia estan
involucrados en translocacion de proteinas recientemente sintetizadas a través del RE,
exportacion de proteinas ancladas a GPI desde RE vy sintesis de ceramida en levaduras asi
como en celulas de mamifero (Hegde et al., 1998; Barz y Walter 1999; Heinrich et al., 2000;
Guillas et al., 2001; Schorling et al., 2001; Venkataraman et al., 2002; Riebeling et al.,
2003). En cerebros de pacientes con estados avanzados de EPMR se encontré niveles
reducidos de ceramida y GSL (galactosilceramida y lactosilceramida), asi como un aumento
en glicerolipidos con cadenas hidrocarbonadas poli-insaturadas (Hermansson et al., 2005).
Los autores proponen que estos cambios en niveles de lipidos pueden provocar
alteraciones en la estabilidad de las membranas, trafico vesicular, neurotransmision, y estos
factores en conjunto contribuirian a la progresién de la patogénesis de la EPMR.

Existe evidencia de que el metabolismo de los SL esta relacionado con el trafico y
destino de varias proteinas. Rosenwald et al. (1992) han sugerido que el transporte de
proteinas a través de la via secretoria puede estar acoplado a la biosintesis de SL. En forma
similar, Ledesma et al. (1998), mostraron que en neuronas totalmente polarizadas HA vy
Thy-1 interactian con balsas de colesterol y SL y que el destino incorrecto de la proteina
axonal Thy-1, pero no de una proteina dendritica, se produce en células deprivadas de SL.
Sprong et al. (2001) mostraron que el direccionamiento de la enzima tirosinasa a los
melanosomas es dependiente de GSL. Wang y Chang (2002) y Lee et al. (2002)

demostraron que el trafico y oligomerizacién de Pma1 a la membrana plasmatica en
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levaduras es dependiente del metabolismo de SL. En cultivos de neuronas de hipocampo,
la deplecién de colesterol y SL conduce a una inestabilidad en los receptores AMPA de la
superficie celular, con lo cual se pierden sinapsis (inhibitorias y excitatorias) asi como
espinas dendriticas (Hering et al., 2003). En la conversion de la proteina prionica celular
(PrP(C)) a la forma patoldgica “scrapie” (PrP(Sc)), lo cual es el paso central de la
encefalopatia espongiforme transmisible, es importante su distribucion en dominios de
membrana resistentes a la extraccion con detergentes (DRMs) o rafts de membrana (Mattei
et al., 2002; Brugger et al., 2004; Botto et al., 2004). La forma inmadura de PrP(C), ya se
asocia con rafts en el RE. Interesantemente, a diferencia de la proteina madura, la forma
inmadura diglicosilada posee diferente susceptibilidad a la deplecién de colesterol y SL. El
colesterol es importante para la cinética de maduracién y la conformacion de la proteina, a
diferencia de lo que ocurre con los SL (Sarnataro et al., 2004). Harikumar et al. (2005)
demostraron que el receptor de colecistoquininina (CCK) también posee un comportamiento
diferencial ante la deplecion de SL o colesterol. Los SL participan principalmente en el
trafico de la proteina, mientras que el colesterol es importante para la funcion de la misma.
Recientemente se sugirié que la formacion de rafts puede asistir, o aln preceder,
el agrupamiento (clustering) del AChR via rapsina en la membrana postsinaptica
(Bruses et al., 2001; Marchand et al., 2002). En la membrana postsinaptica de Torpedo no
hay un enriquecimiento especifico en gangliosidos en la interfase lipido-proteina del AChR
(Mantipragada et al., 2003). De esta manera, una interaccion selectiva que podria dirigir la
proteina a rafts via estos GSL, o servir como un sitio de nucleacion para la formacion de
rafts, parece estar ausente en el AChR. La pérdida de asociacion con gangliosidos no
necesariamente excluye que otros SL pueden participar en la formacion de estos dominios.
En efecto, estudios recientes indican que existe una afinidad moderada de una SM

fluorescente por la membrana que rodea el AChR (Bonini et al., 2002).

En funcidon de analizar si los SL estan asociados o interactuan con el AChR, en el

laboratorio se desarrollé un sistema no polarizado de células deficientes en la biosintesis de
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SL y que expresan en forma heteréloga el AChR. Asi, la linea celular SPB-1/SPH’", es una
linea celular derivada de las células parentales CHO-K1, desarrollada por Hanada et al.
(1990) que posee una mutacion termosensible en la primer enzima de la via biosintética de
SL, la SPT. Con este sistema, se demostré en nuestro laboratorio que estas células
expresan una menor cantidad de AChR en membrana plasmatica cuando son crecidas a
temperaturas no permisivas (Roccamo et al., 1999).

Asi nosotros primero investigamos los efectos de la deplecién de SL en la linea celular
SPB-1/SPH’, inducido por la temperatura de crecimiento y por las condiciones del medio de
cultivo, en la distribuciéon del AChR en la superficie celular por medio de microscopia de
fluorescencia. Posteriormente, y con la finalidad de determinar el papel preciso que tienen
los SL en el trafico y expresion en membrana plasmatica del AChR, nosotros usamos la
linea parental, CHO-K1/A5, en la cual provocamos la inhibicion de la biosintesis de SL por
diferentes agentes farmacolégicos (ISP-1, FB-1 o PDMP), ver Fig. 1.5. En este sistema
obtuvimos resultados que reprodujeron los observados en las células SPB-1/SPH’,
sugiriendo que la llegada del AChR a membrana plasmatica esta alterada cuando se
produce un bloqueo en la biosintesis de SL y la resultante alteracion en la relacion AChR en
membrana plasmatica/AChR intracelular es revertida a los niveles normales cuando se
agrega SM exdgena al medio de cultivo. Ademas, nosotros pudimos demostrar que la
proporcion de AChR no ensamblado aumenta en las células que poseen alterada la
biosintesis de SL. También observamos que parte del AChR se encuentra en DRMs en
membranas del RE y que esta asociacion se ve alterada en células que fueron tratadas con
las drogas inhibitorias. Conjuntamente, los resultados obtenidos indican que existe una
estrecharelacion entre el AChR y los SL ya a nivel de la via secretoria temprana, en el

RE, y que estos lipidos son cruciales para la correcta biogénesis del AChR.
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Fig. 1.5. Manipulacion del metabolismo de SL en células CHO-K1/A5 para el

estudio de la relacion entre estos lipidos y el AChR.

42



MATERIALES Y METODOS

Materiales

Medio Nutridoma-SP (Nutridoma) proviene de Boehringer Mannheim (Alemania).
a—bungarotoxina-[I'*] (aBTX, 120 uCi/umol) es de New England Nuclear (PerkinElmer Life
And Analytical Sciences, Inc., Waltham, MA, EEUU). aBTX nativa, carbamilcolina (Carb.),
SM, dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC), dipalmitoil fosfatidilserina (DPPS) provienen de
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EEUU). DL-threo-1-fenil-2-decanoilamino-3-morpfolino-
1-propanol.HCI (PDMP), Fumonisina B-1 (FB-1) y Miriocina (ISP-1) son de Biomol Res.

Laboratorios (Plymouth Meeting, PA, EEUU). aBTX conjugada con Alexa Fluor *®® (aBTX-

88y aBTX conjugada con Alexa Fluor °** (aBTX-Alexa®®), anticuerpos secundarios

Alexa
anti-ratén y anti-conejo conjugados con Alexa Fluor “® o Alexa Fluor ***, ER-tracker™ Blue-
White DPX (ER-Tracker), LysoTracker® Red DND-99, 6-((N-(7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol-
4-yl)amino)hexanoil)-esfingosina (NBD Cg-ceramida), provienen de Molecular Probes
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EEUU). Anticuerpo policlonal de conejo anti-
calnexina y anticuerpo monoclonal de raton anti-sintaxina 6 son de Stressgen
Biotechnologies Corp. (Victoria, Canada). PolyFect transfection Reagent proviene de
Qiagen (Hilden, Alemania). Lipofectamine™ Transfection Reagent proviene de Invitrogen
Corporation (Carlsbad, CA, EEUU). El anticuerpo monoclonal de ratén mAb 210, el cual
reconoce la regiéon inmunogénica mayor en la subunidad a del AChR fue gentiimente
provisto por el Dr. J. Lindstrom, University of Pennsylvania School of Medicine (PA, EEUU).
El anticuerpo contra la subunidad 6 del AChR de ratén, MA3-043, proviene de ABR-Affinity
BioReagents (Golden, CO, EEUU). El anticuerpo contra la proteina disulfuro isomerasa
(PDI) fue gentilmente provisto por el Dr. D. Ferrari, Dept. Neurobiology, Max-Planck-Institute

for Biophysical Chemistry, Géttingen, Alemania.
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Células sensibles a la temperatura en el metabolismo de SL (SPB-1/SPH) e inhibicién
de la biosintesis de SL en células CHO-K1/A5 mediante el empleo de ISP-1, FB-1 y
PDMP

Las células SPB-1/SPH" se crecieron en medio Ham’s F-12 suplementado con 10%
de suero fetal bovino (SFB) (“medio completo”) por 48 h a la temperatura semipermisiva,
37°C. Posteriormente se crecieron en medio delipidado, Nutridoma, con 0.1% de SFB, a
37°C o0 39°C por 24 h. La biosintesis de SL en células CHO-K1/A5 fue inhibida mediante el
empleo de diferentes drogas. Estas células primero se crecieron 48h en medio completo y
luego 24 h en medio Nutridoma conteniendo 50 uM FB-1, 10-50 uM PDMP, o 5-40 uM ISP-
1. El solvente etanol (vehiculo de las drogas PDMP e ISP-1), fue mantenido por debajo del
0.1% en el medio de cultivo, tanto en células controles como en células tratadas con las

drogas inhibitorias.

Transfecciones

El plasmido que codifica para la Proteina G del Virus de la Estomatitis Vesicular
conjugada con la Proteina Fluorescente Verde (VSVG-GFP) fue amablemente cedido por el
Dr. Alfonso Gonzalez, Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Para esto, las células CHO-
K1/A5 se crecieron en medio completo por 24 h. y luego se transfectaron con 1.5 pg de
DNA por capsula de 35 mm usando un equipo de transfeccion, PolyFect transfection
Reagent, por 24 h. de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. En células que fueron
tratadas con PDMP, el inhibidor, el DNA y los reactivos de transfeccién fueron incubados
conjuntamente.

La transfeccion de VSVG-GFP en las células SPB-1/SPH" se realiz6 de forma similar.
Basicamente, estas células fueron crecidas en medio completo por 48 h a la temperatura
semipermisiva, 37°C. Se transfectaron tal como mencionamos anteriormente y
posteriormente se incubaron en medio Nutridoma, con 0.1% de SFB, a 37°C o 39°C por 24

h.
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El plasmido que codifica para la proteina Rab 1b conjugada con la Proteina
Fluorescente Verde (Rab 1b-GFP) fue amablemente cedido por La Dra. Maria Isabel
Colombo, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cuyo. Para esto, las
células CHO-K1/A5 se crecieron en medio completo por 24 h. y luego se transfectaron con 1
ug de DNA por capsula de 35 mm usando un equipo de transfeccion, Lipofectamine™
Transfection Reagent de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Estas células se
trataron 24 h posteriores a la transfeccion con PDMP 50uM y se incubaron 24 h mas en

presencia del inhibidor.

Tratamiento con SM exd6gena
El agregado de SM exdgena a las células en cultivo fue realizado con un protocolo
similar al utilizado por Furuya et al. (1998). Se usaron concentraciones de 5-10 uM de SM y

el vehiculo fue etanol:decano (98:2 vol:vol), el cual no superé 0.16%.

Microscopia de Fluorescencia

Para observar el AChR en la membrana plasmatica, las células crecidas sobre
cubreobjetos se lavaron con PBS (150 mM de NaCl, 10 mM de Na,HPO,, 10 mM de
NaH,POQO,, pH 7.4) o Medio 1 (M1) (140 mM de NaCl, 20 mM de HEPES, 1 mM de CaCl,, 1
mM de MgCl,, 5 mM de KCI, pH 7.4), se marcaron con aBTX-Alexa*®® por 1 h a 4°C, se
lavaron nuevamente para eliminar el exceso de toxina no unida, y se montaron en
portaobjetos para su observacién in vivo. Para la visualizacion del AChR intracelular, los
AChR de la membrana plasmatica se bloquearon con exceso de aBTX nativa a 4°C. Las
células entonces se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% por 20-30 min. a temperatura
ambiente, posteriormente se incubaron 20 min con CINH,4, se permeabilizaron con Triton X-
100 al 0.1%, y se marcaron con aBTX-Alexa®*, o, alternativamente, con el anticuerpo mAb

210 seguido del anticuerpo secundario anti-ratén marcado con Alexa*®.
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Para visualizar el RE, las células se incubaron con ER-Tracker por 40-45 min. en
incubador a 37°C, se lavaron con PBS o M1, se incubaron en exceso de aBTX nativa a 4°C
para bloquear los AChR de la superficie celular. Las células se fijaron, incubaron con CINH,,

permeabilizaron con Tritén X-100 y se marcaron con aBTX-Alexa®® (

o anticuerpo mAb 210)
como mencionamos anteriormente. Los anticuerpos anti-calnexina o anti-PDI se emplearon
para marcar el RE. El anticuerpo anti-sintaxina 6 fue usado para marcar el trans-Golgi y red
trans-Golgi (TGN, por trans-Golgi network). Los anticuerpos secundarios derivatizados con
Alexa Fluor (IgG anti-conejo marcado con Alexa*® o IgG anti-ratén marcado con Alexa*®)
se aplicaron conjuntamente con aBTX-Alexa®®*. Alternativamente, el AChR fue identificado
usando el anticuerpo mAb 210 seguido de su anticuerpo secundario.

Para visualizar los lisosomas, las células se incubaron con Lysotracker por 30 min. en
incubador a 37°C, se lavaron con PBS o M1, se incubaron en exceso de aBTX nativa a 4°C
para bloquear los AChR de la superficie celular. Las células se fijaron, incubaron con CINH4,
permeabilizaron con Tritén X-100 y se marcaron con aBTX-Alexa®® como mencionamos
anteriormente.

Para visualizar VSVG-GFP o Rab 1b-GFP, las células CHO-K1/A5 se observaron
vivas, o fueron sometidas a fijacién, como citamos anteriormente.

Las células se examinaron con microscopios de fluorescencia Nikon Eclipse E-600 o
E-300 (Nikon, Melville, NY, USA). Las imagenes se capturaron por medio de camaras CCDs
termostaticamente controladas, a -10°C, ST-7 (Santa Barbara Instrument Group, Santa
Barbara, CA, USA) manipulada mediante el programa CCDOPS (Santa Barbara Instrument
Group, Santa Barbara, CA, USA) o una camara Hamamatsu Orca-ER (Hamamatsu
Photonics, K.K., Hamamatsu, Japén) manipulada mediante el programa Metamorph (Meta
Imaging Software, Downingtown, PA, USA). Imagenes de microscopia confocal fueron

tomadas con un microscopio confocal Leica TCS SP2 (Leica Microsystems, Heidelberg,

Alemania).
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Determinacién de la cantidad de AChR desensamblado mediante microscopia de
fluorescencia

Para determinar la proporcion de AChR intracelular ensamblado/desensamblado
nosotros empleamos un método simple basado en la inhibicion del ligamiento del
antagonista aBTX al AChR. Para esto, los AChR de superficie fueron bloqueados con
oBTX nativa (1h. a 4°C), las células fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas con 10 mM
de Carb. por una hora a temperatura ambiente, y posteriormente incubadas con aBTX-
Alexa®* en presencia o no de Carb. Células controles para AChR intracelular total se
incubaron con PBS o M1 en lugar del buffer conteniendo exceso de Carb. Las mediciones
cuantitativas de la intensidad de fluorescencia de aBTX fluorescente en presencia o
ausencia de Carb. proveen asi un medio para estimar la cantidad de subunidades o

desensambladas (~ cantidad de AChR desensamblado).

Microscopia de fluorescencia cuantitativa

Las imagenes de fluorescencia fueron analizadas empleando el programa Scion
Image, version 4.0.2 (Scion Corp., Frederick, MD, USA). Las intensidades de fluorescencia
fueron obtenidas de imagenes de 16 bits delimitando areas de membrana plasmatica (AChR
y VSVG-GFP en membrana plasmatica) o delimitando enteramente la célula (AChR
intracelular, AChR desensamblado o VSVG-GFP total). Este analisis se realiz6 en diferentes
células, en 10-30 campos diferentes, para cada condicién experimental. La intensidad de
fluorescencia obtenida como se describe anteriormente fue corregida por la intensidad de
fluorescencia inespecifica, la cual se obtuvo de areas adyacentes a las células (senal de
fondo). Las intensidades de fluorescencia promedio para cada condicién experimental
fueron obtenidas a partir de la eleccién al azar de distintas células en imagenes de contraste
de fase. Los resultados se expresan como el promedio + DS de tres o mas experimentos
independientes. Con propésitos de ilustracién, las imagenes fueron procesadas con el

programa Adobe Photoshop 7 (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA), escaladas con los
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mismos parametros, y pseudo coloreadas de acuerdo a la longitud de onda de emision de la

sonda fluorescente correspondiente.

Andlisis de intermediarios del AChR mediante gradientes de densidad de sacarosa
Este ensayo fue realizado esencialmente como describe Kreienkamp et al. (1995).
Células controles y tratadas con PDMP se incubaron 1h con aBTX con la finalidad de
bloguear los AChR de la superficie celular. Posteriormente se permeabilizaron con buffer
conteniendo 0.5% de Saponina (10 mM de Fosfato de Sodio, 10 mM EDTA, 0.1% SAB). Las
células se marcaron con un exceso de aBTX-[I'®®] por 1h a temperatura ambiente, se
lavaron con M1, y finalmente se solubilizaron con 600 ul de buffer de homogenizacién (1%
Triton X-100, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM Tris, pH 7.5, conteniendo una mezcla de
inhibidores de proteasas) por 3 h a temperatura ambiente. Las muestras fueron
centrifugadas a 12000 g en funcion de eliminar el material particulado y el sobrenadante se
sembré sobre un gradiente discontinuo de sacarosa del 3%-20% (el cual contiene el mismo
buffer que las muestras). Las muestras fueron centrifugadas en un rotor Beckman SW41
(Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA, USA) por 22 h a 200000 g. Finalmente las muestras

se colectaron, recogiéndolas desde la parte superior del gradiente, en fracciones de 250 ul y

contadas en un contador vy.

Experimentos de ligazon de superficie con aBTX-[I'??]

La expresion en superficie de AChR fue también estudiada mediante el uso de aBTX
radioactiva. Para esto, cultivos con un 60% de confluencia se incubaron con un exceso de a
BTX-[I'®] en el medio de cultivo por 1h. a 4°C. Las células fueron posteriormente lavadas
con PBS o M1 y colectadas en NaOH 0.1N. La radioactividad fue medida utilizando un
contador y con una eficiencia del 80%. La unién inespecifica de la toxina radioactiva a las
células en cultivo fue calculada mediante la preincubacion de las células con 10 uM de o

BTX nativa 0 2 mM de Carb. antes de la incubacién con aBTX-['#].
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Andlisis lipidico

Las células CHO-K1/A5 se crecieron en medio completo por 48 h. Posteriormente,
se trataron por 1h con 10-50 uM de PDMP en medio Nutridoma con 0.1% de SFB (las
células controles se incubaron solo con el vehiculo de la droga). Luego, las células fueron
incubadas por 24 h con NBD-Cs-ceramida en presencia de 10-50 uM de PDMP. Finalmente,
las células se desprendieron por raspaje con espatula y los lipidos fueron extraidos con
cloroformo/metanol (CHCI3/CH30H) 2:1 (vol./vol.) (Folch et al., 1957). Los extractos lipidicos
fueron analizados esencialmente como en Lipsky y Pagano (1983) con algunas
modificaciones: la cromatografia en capa fina (TLC, por thin-layer chromatography) se
desarrollé con CHCI3/CH3;0OH/H,O (65:25:4 por vol.) y con estandares apropiados. Los
lipidos fluorescentes se Vvisualizaron utilizando iluminacion UV. Las manchas
correspondientes a las diferentes especies lipidicas se rasparon y extrajeron de la silica
segun Arvidson (1968). Finalmente los lipidos fluorescentes se cuantificaron empleando un

espectrofluorimetro SLM 4800 ISC (SLM Instruments, Urbana, IL, USA).

Estudio de las caracteristicas biofisicas de la membrana del RE

Espectroscopia de fluorescencia. Los liposomas multiiaminares se prepararon
mezclando cantidades apropiadas de lipidos individuales con la finalidad de obtener
sistemas lipidicos de composiciéon definida (PS:PC 50:50; PS:PC:SM 45:45:10),
conjuntamente con la sonda fluorescente ER-Tracker™ Blue-White DPX. Esta mezclas,
teniendo como solvente cloroformo: metanol, se evaporaron, con rotacién, bajo corriente de
N,. Las muestras una vez evaporadas, se colocaron 1h mas bajo flujo de N, con la finalidad
de eliminar cualquier resto de solvente. En este estado los lipidos se encuentran formando
una pelicula muy fina sobre la pared del tubo. A cada muestra se le agregd buffer PBS
hasta una concentracion de lipido de 0.5 mg/ml, se calentaron las muestras hasta 45 °C, se
vortexearon y finalmente se sometieron a ultrasonicacion por 30 min. Las suspensiones

lipidicas obtenidas hasta aqui se llevaron a una concentracion final de lipidos de 50 uM, la
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concentracion final de la sonda fluorescente fue de 1 uM. Los espectros de emision fueron
obtenidos empleando un espectrofluorimetro SLM 4800 ISC, con una lampara de Mercurio/
Xenodn de 200W. Los espectros de emision se colectaron empleando cubetas de Cuarzo de
1 cm de espesor y excitando la muestra a 370 nm, colectando la emision en un rango de
400-600 nm.

Cuando esta experiencia se realizdé en células CHO-K1/A5, las mismas se marcaron
previamente 45 min a 37 °C con 1 mM de ER-Tracker, se lavaron tres veces con buffer PBS
con la finalidad de eliminar el exceso de sonda fluorescente no unida y finalmente se
resuspendieron empleando una solucion de PBS-5 mM de EDTA. Las células se
resuspendieron en buffer PBS y se llevaron al espectrofluorimetro para su estudio. Desde
aqui, el tratamiento de las muestras fue idéntico al descrito para los liposomas.

Anisotropia de fluorescencia. Para estudiar el estado biofisico de las membranas
del RE analizamos la anisotropia de la sonda ER-Tracker, lo cual informa acerca de la
movilidad de esta molécula en el entorno en la cual se encuentra. Para esto, las células
vivas se marcaron con ER-Tracker como mencionamos anteriormente y se analizaron
empleando el instrumento dual viewer (Fig. 1.6; construido en el Max Planck Institute for
Biophysical Chemistry, Department of NanoBiophotonics, Gottingen, Alemania). Para lograr
mediciones cuantitativas de anisotropia mediante imagenes de fluorescencia, la muestra
conteniendo las células marcadas fueron visualizadas en un microscopio E-300, con un
objetivo 40x, 0.65 AN (Nikon, Melville, NY, USA), las imagenes fueron capturadas utilizando
una camara CCD Hamamatsu Orca-ER manipulada mediante el programa Metamorph.
Entre la cdmara y el microscopio se coloco el dual viewer (Fig. 1.6 A). La luz de excitacion
de la muestra (la cual pasa a través de un polarizador a la salida de la lampara UV del
microscopio) se logré mediante un filtro de pasaje de banda de 365 nm, colocado en el cubo
de filtros del microscopio de fluorescencia. El médulo dual viewer (Fig. 1.6 A-B) divide la luz
de emisién de la sonda fluorescente mediante un espejo dicroico el cual refleja la luz con

una longitud de onda menor a 465 nm en dos haces separados, los cuales pasan a través
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de polarizadores (L, perpendicular al haz incidente; IlI, paralelo al haz incidente,

respectivamente). Las imagenes correspondientes a cada polarizador son enfocadas en el
detector CCD de la camara, el cual esta configurado como detector de dos canales (Fig. 1.6
B), registrando la imagen correspondiente a la luz polarizada perpendicular (izquierda) y la
luz polarizada paralela (derecha) respecto a la luz de excitacion. Las imagenes
posteriormente son analizadas digitalmente para obtener el valor de anisotropia para cada

condicion. Para ello se utilizd la formula:

_ (111 _IJ_)
(1, +21))

Donde r es el valor de anisotropia, I; corresponde a la imagen paralela e I. a la

imagen perpendicular de la muestra, respecto a la luz de excitacién proveniente de la

misma.

dual viewer e

imagen

b e

Fig. 1.6. dual viewer.

Fraccionamiento subcelular para obtencion de fracciones enriquecidas en
membranas de RE

1. Estos experimentos se llevaron a cabo como describen Vidugiriene et al., (1999)
con algunas modificaciones. Brevemente, las células CHO-K1/A5 se crecieron en capsulas
de 10 cm. y los cultivos, con un 70% de confluencia, se desprendieron por raspaje con
espatula. La suspension celular fue resuspendida y homogeneizada en buffer de
homogenizacién (10 mM de Hepes buffer, pH 7.4, conteniendo 1 mM de EDTA y 0.25 M de
Sacarosa, suplementado con una mezcla de inhibidores de proteasas). Las células se

disgregaron mediante 15 golpes en homogenizador Thomas, seguido de 15 pasajes a
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través de una aguja de 21G. Los nucleos y las células no disgregadas se separaron
mediante una centrifugacion a 660 x g 10 min. El sobrenadante resultante se centrifugd a
8000 x g para separar la fraccion mitocondrial. El sobrenadante de esta ultima fraccion fue
centrifugado en un rotor Beckman TLA 100.1 a 100000 x g por 1 h y el pellet, constituyendo
la fraccion microsomal cruda, se resuspendié en buffer de homogenizaciéon y se lo sembro
sobre un gradiente discontinuo de sacarosa (1 mL al 30% y 2 mL al 45% de sacarosa en
buffer 10 mM de Hepes, 1 mM de EDTA, pH 7.4), y se centrifugaron en un rotor Beckman
TLA 100.1 a 100000 x g por 2 h. Se colectaron 4 fracciones: a) fraccion de sacarosa al 30%,
b) interfase, c) fracciéon de sacarosa al 45% y d) pellet. Todas estas operaciones se llevaron
a cabo a 4°C.

2. Oftra serie de experimentos se realizaron como fue descrito por Zhang et al. (1998).
Brevemente, las células CHO-K1/A5 se crecieron en capsulas de 10 cm. y los cultivos, con
un 70% de confluencia, se desprendieron por raspaje con espatula. La suspension celular
fue resuspendida y homogeneizada en buffer de homogenizacién (10 mM de Hepes buffer,
pH 7.4, conteniendo 1 mM de EDTA y 0.25 M de sacarosa, suplementado con una mezcla
de inhibidores de proteasas). Las células se disgregaron mediante 15 golpes en
homogenizador Thomas, seguido de 5 pasajes a través de una aguja de 27G. Los nucleos y
las células no disgregadas se separaron mediante una centrifugacion a 3000 x g 10 min. El
pellet obtenido fue resuspendido en buffer de homogenizaciéon y centrifugado nuevamente
a 3000 x g 10 min. El sobrenadante fue centrifugado en un rotor Beckman TLA-100.4 a
100000 x g por 1 h y el pellet resuspendido en buffer de homogenizaciéon y sembrado en la
parte superior de un gradiente de sacarosa del 5-40% y centrifugado en un rotor Beckman
SW 50.1 a 200000 x g por 3h. Las fracciones fueron colectadas desde la parte superior del
gradiente. Los marcadores para organelas subcelulares, calnexina y sintaxina 6,
marcadores de RE y Golgi (TGN), respectivamente, fueron utilizados para analizar la
distribucion de las organellas en cada fracciéon del gradiente mediante Wester Blot. Todas

las operaciones se realizaron a 4°C.
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Ensayos de solubilidad en detergente

Aqui empleamos el ensayo de solubilidad en detergente tal como Schroeder et al.
(1998). De los experimentos de fraccionamiento descriptos anteriormente (1 y 2) se
procedio de la siguiente manera:

1) Las fracciones obtenidas mediante fraccionamiento subcelular a(1) y b(2) (30% de
sacarosa e interfase), enriquecidas en el marcador sintaxina 6 (TGN), y las fracciones ¢(3) y
d(4) (45% de sacarosa y pellet), enriquecidas en el marcador calnexina (ER) se agruparon
separadamente y se extrajeron con Tritdn X-100 al 1% en buffer de homogenizacion por 30
min. a 4°C.

2) Las fracciones enriquecidas en el marcador de RE, calnexina, (11-14) fueron
agrupadas, homogenizadas, y extraidas con Tritdn X-100 en buffer de homogenizacién por
30 min.

Para ambas condiciones experimentales (1 y 2), se realizé la separacion del material
soluble del insoluble mediante centrifugacién de las muestras en un rotor Beckman TLA
100.1 a 120000 x g por 30 min. Se separé el pellet (fraccidon insoluble) del sobrenadante
(fraccion soluble) y la distribucién del AChR en las mismas se analizé mediante Western

Blot.

Western Blot

Las diferentes muestras fueron precipitadas con acido tricloroacético (TCA) al 5% toda
la noche a 4°C. Las muestras se centrifugaron 10 min en centrifugas Eppendorf (Hamburgo,
Alemania) de mesa a 140000 rpm (~ 13000 x g) para separar las proteinas, y el pellet fue
lavado 2 veces con acetona para eliminar los restos de TCA o Triton X-100. Asi, las
muestras se secaron en hielo, para eliminar los restos de acetona, y el pellet resultante se lo
resuspendié en buffer Laemmli, o se les agregdé NaOH 0.1N cuando se determind la
concentracién de proteinas de las mismas. Diferentes alicuotas de las muestras (en
Laemmli) se sembraron en geles de Poliacrilamida (9-12.5%) -SDS-PAGE-. Posteriormente

las muestras se transfirieron a membranas de Inmobilon (Millipore Corp., San Francisco,
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CA, USA) y las diferentes proteinas de interés se revelaron mediante ensayos de

inmunoblot con anticuerpos especificos.

Andlisis de la solubilidad en Tritébn X-100 de la proteina VSVG-GFP transfectada en
células CHO-K1/A5

Las células CHO-K1/A5 fueron transfectadas con el plasmido que codifica para
VSVG-GFP tal como mencionamos anteriormente. Brevemente, 24 h posteriores a las
transfeccioén, las células se desprendieron por raspaje con espatula. La suspension celular
fue resuspendida y homogeneizada en buffer de homogenizacion (10 mM de buffer Hepes,
pH 7.4, conteniendo 1 mM de EDTA y 0.25 M de sacarosa, suplementado con una mezcla
de inhibidores de proteasas). Las células se disgregaron mediante 15 golpes en
homogenizador Thomas, seguido de 15 pasajes a través de una aguja de 21G. Los nucleos
y las células no disgregadas se separaron mediante una centrifugacion a 660 x g 10 min. El
sobrenadante se extrajo con Tritdon X-100 al 1% en buffer de homogenizacion por 30 min. a
4°C, y posteriormente el material soluble e insoluble se separé mediante centrifugacion
empleando un rotor Beckman TLA-100.4 a 120000 x g por 1h. El pellet (fraccion insoluble) y
el sobrenadante (fraccion soluble) se separaron y la VSVG-GFP presente en cada fraccién
fue cuantificada mediante espectroscopia de fluorescencia. Los espectros de emisién fueron
obtenidos empleando un espectrofluorimetro SLM 4800 ISC, con una lampara de Mercurio/
Xenodn de 200W. Los espectros de emision se colectaron empleando cubetas de Cuarzo de
1 cm de espesor y excitando la muestra a 488 nm, colectando la emisiéon en un rango de

500-600 nm. El pico de emision de la proteina VSVG-GFP en el sistema fue de 556 nm.
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RESULTADOS

La expresiéon del AChR en membrana plasmatica disminuye en células CHO-K1
SPB1/SPH’, deficientes en SL

La linea celular SPB-1 es una mutante de las células CHO-K1 que poseen una
mutacién termosensible en la primer enzima de la via biosintética de los SL, la SPT
(Hanada et al., 1990). La actividad de la enzima SPT a 37°C es aproximadamente de un 8%
comparada con la de su linea parental, las CHO-K1. Cuando estas células son crecidas a
37°C los niveles de ceramida y SM caen a un 9 y a un 50% de los de sus parentales
(Hanada et al., 1990). Las células SPB-1/SPH™ es una linea derivada de las linea SPB-1
producida en nuestro laboratorio, la cual fue establemente transfectada con los cuatro ADNc
que codifican para el AChR adulto de ratén (Roccamo et al., 1999). En una primera serie de
experimentos, se emplearon las células SPB-1/SPH" con el objeto de estudiar el efecto de la
deficiencia de SL en el trafico del AChR a la superficie celular.

De esta manera las células SPB-1/SPH" se crecieron en medio completo (Ham’s F12
con el agregado de 10% de SFB) a 36-37°C por 48 h, y luego se crecieron 24 h mas en
medio Nutridoma (medio de cultivo condicionado) conteniendo 0.1% de SFB (Hanada et al.,
1992). Cuando analizamos los niveles de AChR en membrana plasmatica mediante
microscopia de fluorescencia cuantitativa, la sefial de aBTX-Alexa*® en la superficie celular
disminuy6 un 40% (Fig. 1.7 A), cuando se las comparo con la linea parental, CHO-K1/A5,
en concordancia con lo reportado por Roccamo et al. (1999).

Con el objetivo de evaluar la especificidad o generalidad de este fendmeno, las
células CHO-K1/A5 y SPB-1/SPH" se transfectaron con el plasmido que codifica para la
proteina VSVG-GFP y se analizaron mediante microscopia de fluorescencia cuantitativa.
Como se observa en la Fig. 1.7 B, no existen diferencias ni en los niveles de VSVG-GFP

totales o de membrana plasmatica entre las células CHO-K1/A5 y SPB-1/SPH’, y la
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distribucion intracelular de esta proteina fue similar entre las dos lineas celulares (Fig. 1.7

B).
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Fig. 1.7. Expresion en membrana plasmética del AChR en células SPB-1/SPH’ crecidas a 37°C.
A) El grafico muestra la intensidad de fluorescencia de aBTX-Alexa*®® en la superficie de células
control, CHO-K1/A5, y en células deficientes en SL, SPB-1/SPH", crecidas a 37°C en medio
Nutridoma conteniendo 0.1% de SFB. Barra, 20 um. B) Las células CHO-K1/A5 y SPB-1/SPH" se
transfectaron con VSVG-GFP y se crecieron en medio Nutridoma a 37°C por 24h. El grafico muestra
la intensidad de fluorescencia correspondiente a VSVG-GFP total y VSVG-GFP asociada a la
membrana plasmatica, en células CHO-K1/A5 (barras blancas) y en células SPB-1/SPH" (barras
negras), respectivamente. Barra, 10 um. Los resultados se expresan como la media + D.S. de tres o

mas experimentos independientes. El triple asterisco, (***), denota un valor de p<0.001, obtenido
mediante el test de Student.
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Hanada et al. (1990) encontraron que en esta linea celular la mayor inhibicion en la
biosintesis de SL se produce a 39°C, temperatura a la cual ellos denominan “no permisiva”.
A 39-40°C la actividad de la enzima SPT cae a menos de un 1% de la de su linea parental.
La velocidad de sintesis de ceramida y la de SM caen a menos de un 3% y un 4%,
respectivamente, comparado con la velocidad de sintesis en las células parentales. El
contenido de SM bajo estas condiciones experimentales cae a un tercio de la encontrada en
las células controles. Si bien estas condiciones serian las mas apropiadas para nuestro
estudio, encontramos que a 39°C la cantidad de AChR en la membrana plasmatica de
células CHO-K1/A5, la cual corresponde a la condicién control (sin la mutaciéon en la SPT),
es de alrededor de un 50% del encontrado en las mismas células a 37°C (comparar Fig. 1.7
Ay 1.8 A). Los niveles de AChR en la linea SPB-1/SPH™ a 39°C son similares a la de la
linea parental incubadas a temperaturas no permisivas (Fig. 1.8 A) y practicamente el

mismo nivel que el encontrado en las células mutantes a 37°C (Fig. 1.7 y Fig. 1.8).

iy —

T 600 ©

=1 3 ™

-8 500 o

= ]

@ C g0l

g 8

1=

=] o

é 300 ] T g 4004

3 =

200 @

B = L7

k: 5 = ——

g ] [1+] T

: 1 m
w

£ o & o
2
£

VSVG-GFP VSVG-GFP
total membrana

CHO-K1/AS SPB-1/SPH

Fig. 1.8. Expresién en membrana plasmatica del AChR en células CHO-K1/A5 y SPB-1/SPH’
crecidas a 39°C. A) El grafico muestra la intensidad de fluorescencia de aBTX-Alexa’® en la
superficie de células control, CHO-K1/A5, y en células deficientes en SL, SPB-1/SPH’, crecidas a
39°C en medio Nutridoma conteniendo 0.1% de SFB. B) Las células CHO-K1/A5 y SPB-1/SPH" se
transfectaron con VSVG-GFP y se crecieron en medio Nutridoma a 39°C por 24h. El grafico muestra
la intensidad de fluorescencia correspondiente a VSVG-GFP total y VSVG-GFP asociada a la
membrana plasmatica, en células CHO-K1/A5 (barras blancas) y en células SPB-1/SPH" (barras
negras), respectivamente. Los resultados se expresan como la media + D.S. de tres o mas

experimentos independientes.
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Trabajos de Paulson y Claudio (1990), Ross et al. (1991), determinaron que altas
temperaturas son inapropiadas para la correcta expresion del AChR. Este resultado no nos
permite utilizar las temperaturas no permisivas, ya que no podemos discernir que factor esta
determinando, principalmente, la expresion del AChR, temperatura o niveles de SL (ver
discusion).

Igualmente, a modo de control, las células CHO-K1/A5 y SPB-1/SPH se
transfectaron con el plasmido que codifica para la proteina VSVG-GFP y se analizaron
mediante microscopia de fluorescencia cuantitativa. Como se observa en la Fig. 1.8 B, la
temperatura afecta los niveles de VSVG-GFP aunque la relacién de esta proteina entre total
y en membrana parece mantenerse. En base a estos resultados descartamos la posibilidad

de utilizar 39°C para estudiar la relacion AChR-SL en este sistema celular.

Evaluacién del AChR en la superficie celular de células CHO-K1/A5 bajo la inhibicién

farmacoldgica de la SPT

Con el objeto de verificar que la disminucion del AChR en la membrana plasmatica
en las células sensibles a la temperatura SPB-1/SPH" fue causado por una alteracion en la
actividad de SPT, empleamos Miriocina (ISP-1), un potente inhibidor de esta enzima
(Miyake et al., 1995), en células control CHO-K1/A5, las cuales poseen un metabolismo
normal de SL. Para esto, las células CHO-K1/A5 se crecieron por 48 h en medio completo y
luego se incubaron por 24h con 5 uM ISP-1 en medio Nutridoma y posteriormente se
marcaron con aBTX-Alexa*®®. Asi nosotros hallamos que la sefial de fluorescencia del
AChR en la membrana plasmatica disminuyé en ~30% (Fig. 1.9), en concordancia con los
resultados obtenidos con la linea celular mutante sensible a la temperatura SPB-1/SPH"

(Figura 1.7).
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Fig. 1.9. Efecto de la inhibicién de la biosintesis de SL causada por FB-1, PDMP e ISP-1 sobre
la expresion en membrana plasmética del AChR. A) Las células CHO-K1/A5 se crecieron en
medio completo Ham’s F-12 (suplementado con 10% de SFB) por 48 h y luego en medio completo
Ham’s F-12 (control), Nutridoma (Nutr), y medio Nutridoma conteniendo 50 uM de FB-1, 10 uM de
PDMP y 5 uM de ISP-1, respectivamente, por 24 h. Las células se marcaron con aBTX-Alexa*®®

(superficie), o se fijaron, permeabilizaron y marcaron con oBTX-Alexa®®*

(intracelular), y finalmente se
analizaron mediante microscopia de fluorescencia. B) El grafico muestra la intensidad de
fluorescencia de aBTX-Alexa*® en superficie (barras blancas) y de oBTX-Alexa’®* intracelular (barras
negras) de las distintas condiciones referidas al control, crecido en medio completo Ham’s F-12. Los
resultados se expresan como la media = D.S. de tres 0 mas experimentos independientes. Simple (*),
doble (**) o triple (***) asterisco denota valores de p: <0.05, <0.01 o <0.001, respectivamente,
obtenido mediante la aplicacion del test de Student para cada condicion (serie de datos de AChR en
superficie comparados entre si y serie de datos de AChR intracelular comparados entre si). La
ausencia de marca denota la ausencia de diferencias estadisticamente significativas entre las

muestras analizadas (p>0.05). Barra, 10 um
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Inhibiciéon en estadios tardios de la biosintesis de SL

La serie subsiguiente de experimentos fue disefiada para inhibir la biosintesis de SL
en pasos posteriores de la via, al nivel de la biosintesis de dihidroceramida (ver Fig. 1.2 y
1.5). Esto se realizdé incubando las células CHO-K1/A5 con Fumonisina B-1 (FB-1), una
toxina fungica de Fusarium moniliforme que altera la biosintesis de SL por inhibir la enzima
(dihidro)ceramida sintasa (Wang et al., 1991). La intensidad de fluorescencia de aBTX-
Alexa*® disminuyé en un ~30% bajo la incubacion de las células CHO-K1/A5 con 50 pM de

FB-1 en medio Nutridoma por 24 h (Fig. 1.9 A-B).

La biosintesis de SL complejos puede ser inhibida al nivel de la glicosilacién de la
ceramida, por bloqueo de la enzima GluCer sintasa mediante el empleo de PDMP (Radin et
al., 1993). La incubacion de células CHO-K1/A5 con 10 uM de PDMP por 24 h resulté en
una reduccion de la intensidad de fluorescencia de aBTX en la membrana plasmatica en

forma similar a la observada con ISP-1 o FB-1, ~30% (Fig. 1.9 A-B).

El bloqueo de la biosintesis de SL conduce a una acumulacion intracelular del AChR

Una pregunta que surge de los resultados descriptos anteriormente es si la
disminucion observada en la intensidad de fluorescencia de aBTX-Alexa*® en la membrana
plasmatica de células CHO-K1/A5 se corresponde a una disminucion en la biosintesis de
esta proteina o, por otro lado, si la inhibicién de Ila biosintesis de SL podria afectar el
trafico del AChR hacia la membrana plasmatica, lo que conduciria a una concomitante
acumulacién del receptor en el interior celular, tal como ocurre tras la depleciéon en forma
cronica del colesterol (Pediconi et al., 2004). Con el objeto de medir la cantidad de AChR
intracelular, se trataron las células CHO-K1/A5 con las drogas inhibitorias por 24 h como
describimos en la secciones precedentes (5 uM de ISP-1, 50 uM de FB-1, o 10 uM de
PDMP), se fijaron, permeabilizaron y se marcé el AChR intracelular con aBTX-Alexa®.

Como mostramos en la Fig. 1.9 A-B, en todos los casos en los cuales la biosintesis de SL
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fue alterada y la cantidad de AChR en la superficie celular disminuyd, los niveles de AChR
intracelulares aumentaron en un ~50%, lo cual nos permitiria descartar la posibilidad de
que una disminucion del AChR en la membrana plasmatica ocurriria como resultado de un

defecto en la biosintesis del AChR.

Fig. 1.10. Colocalizacion del AChR
intracelular con calnexina, marcador del
RE. Imagenes de microscopia confocal de
células CHO-K1/AS crecidas en medio
Nutridoma conteniendo 10 uM de ISP-1, 50
uM de FB-1 y 10 uM PDMP por 24 h. Las
células fueron fijadas, permeabilizadas y

marcadas con aBTX-Alexa*®

(para marcar el
AChR, columna izquierda) y con anti-
calnexina (marcador del RE, columna
central). La superposicion de las imagenes
(merge) se muestra en la columna derecha.

Barra, 10 um.

El AChR intracelular estd predominantemente localizado en el RE en células que
poseen la biosintesis de SL inhibida

En base a los datos anteriores, decidimos evaluar donde se acumula intracelularmente el
AChR cuando se inhibe la biosintesis de SL. Observando las imagenes correspondientes a
AChR intracelular en la Fig. 1.9 se observa una marca del receptor a través de todo el
citoplasma, a diferencia de lo observado en células en las cuales se produjo una deplecion
cronica de los niveles de colesterol (Pediconi et al.,, 2004). EI AChR, marcado tanto con
aBTX-Alexa*®® o con el anticuerpo mAb 210, se encontrd distribuido a través de todo el

citoplasma, mostrando un patrén de marca perinuclear, como es el caso del marcador de
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RE, calnexina (Fig. 1.10). Asi mismo, cierta fraccion del AChR colocaliza con marcadores
de la red trans Golgi (TGN), como es el caso de sintaxina 6 (Fig. 1.11). Este dato era de
esperar, ya que si bien la inhibicién de la biosintesis de SL afecta la llegada de AChR a la
membrana plasmatica de células CHO-K1/A5, parte llega a la superficie celular y por

consiguiente atraviesa la via secretoria.

Fig. 1.11. Colocalizacion del AChR

' intracelular con sintaxina 6, marcador del

: TGN. Imagenes de microscopia de fluorescencia
control de células CHO-K1/A5 crecidas en medio

Nutridoma conteniendo 10 uM de ISP-1, 50 uM
de FB-1 y 10 uM PDMP por 24 h. Las células

fueron marcadas con aBTX-Alexa®® (para
marcar el AChR, columna izquierda) y con anti-
sintaxina 6 (marcador del TGN, columna central)
como mencionamos en Materiales y Métodos. La
superposicion de las imagenes (merge) se
muestra en la columna derecha. Las imagenes
fueron deconvolucionadas como en Pediconi et
al., (2004). Barra, 10 pum.

A diferencia de lo encontrado aqui, Pediconi et al. (2004) hallaron que el AChR es
retenido a nivel del TGN como consecuencia de la deplecion del contenido de colesterol en
células CHO-K1/A5. Otros autores encontraron también acciones diferenciales del
colesterol y SL en el trafico de una misma proteina (Sarnataro et al., 2004; Harikumar et al.,
2005). Esto es sumamente interesante, ya que implica que el AChR a través de su viaje por
la via secretoria interactia con el colesterol y los SL, teniendo estos lipidos papeles

diferentes en la biologia del AChR.
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Reversiéon de los efectos de la inhibicién de la biosintesis de SL por la adicién de SM

exdgena

Posteriormente estudiamos si la SM agregada en forma exdégena podria modificar
los efectos ejercidos por los inhibidores de la biosintesis de SL sobre el AChR.
Seleccionamos a la SM porque este lipido posee una afinidad mayor por el AChR que los
GSL (Bonini et al., 2002; Mantipragada et al., 2003). Para esto, se trataron células CHO-

K1/A5 por 24 h con FB-1, PDMP o ISP-1 en la presencia de 10 uM SM exégena, y la

cantidad de AChR en la superficie celular se evalué usando ensayos de union de aBTX-
[1'®] en la membrana plasmatica. De esta manera observamos que la cantidad de aBTX-
['?°1] -AChR en la membrana plasmatica no solo fue restaurada en todos los casos, sino que
en algunos fue mayor que en las células controles crecidas en medio completo (Fig. 1.12 A).
El efecto de los inhibidores de la biosintesis de SL es por lo tanto abolido por suministrar

SM exdégena a células que poseen una reduccion de la biosintesis de SL inducida

farmacologicamente.

Paralelamente analizamos las cantidades de AChR intracelular en células tratadas
con las drogas inhibitorias conjuntamente con SM exdgena usando microscopia de
fluorescencia cuantitativa. Como mostramos en la Fig. 1.12 B, la intensidad de
fluorescencia del marcaje con aBTX-Alexa®* difiere de los observados en células tratadas
solo con los inhibidores (ver Fig. 1.9), y alcanzaron niveles mas bajos aun que el
correspondiente a las células control no tratadas con las drogas inhibitorias. Estos
resultados indican que la SM posee un efecto de “bypass” sobre la accion de las drogas,
restaurando los niveles normales de la relacion AChR superficie/intracelular cuando las
células CHO-K1/A5 son coincubadas con SM y las drogas inhibitorias.

En acuerdo con estos resultados, recientemente Gallegos et al. (2008) observaron
que administracion de ceramidas exdgenas en bajas concentraciones (similares a las de

SM utilizadas en este trabajo) a células CHO-K1/A5 en cultivo conduce a un aumento de la
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expresion del AChR en la membrana plasmatica de células CHO-K1/A5 con una

concomitante disminucion de los niveles de AChR intracelular.
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Fig. 1.12. El agregado de SM exdgena bloquea el efecto de ISP-1, FB-1 o PDMP sobre el trafico
del AChR. A) Grafico mostrando la unién de oaBTX-[I'®], como porcentaje, en células CHO-K1/A5
tratadas con 50 uM de FB-1, 10 uM de PDMP o 10 uM de ISP-1 conjuntamente con 10 uM de SM
exdégena, en medio Nutridoma por 24 h. La SM exdgena fue vehiculizada en EtOH/decano (98/2 v/v).
La cantidad de solvente agregado como vehiculo de SM fue mantenido por debajo del 0.16%. B)
Grafico mostrando la intensidad de fluorescencia de aBTX-Alexa®® intracelular en células tratadas
con las drogas inhibitorias conjuntamente con 5 uM de SM exodgena. La cantidad de solvente
agregado como vehiculo de SM fue mantenido por debajo del 0.08%. Los resultados se expresan
como la media + D.S. de tres experimentos independientes. Simple (*) o doble (**) asterisco denota
valores de p: <0.05 o <0.01, respectivamente, obtenido mediante la aplicacion del test de Student
para cada condiciéon. La ausencia de marca denota la ausencia de diferencias estadisticamente

significativas entre las muestras analizadas (p>0.05).

La acumulacién intracelular del AChR esta asociada con un ensamblaje deficiente del
AChR

Como mencionamos en la Introduccion, el RE es la organela donde se sintetiza y se
ensambla el AChR (Smith et al., 1987). Recién cuando el AChR se encuentra
completamente ensamblado continua su viaje a través de la via secretoria (Blount et al.,
1990; Gu et al., 1991; Kreienkamp et al., 1995). Las subunidades no ensambladas, asi

como las formas inmaduras del AChR son retenidas en el RE para su ulterior
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procesamiento o degradacion (ver revision Wanamaker et al., 2003). Nosotros nos
preguntamos si la retencién del AChR en el RE podria ser una consecuencia de un proceso
deficiente de ensamblaje de esta proteina. Para contestar esta pregunta nosotros
desarrollamos un nuevo ensayo, en el cual se explota la propiedad farmacolégica de la
unién del antagonista competitivo aBTX en la presencia o ausencia del agonista Carb (ver
Fig. 1.13). La base de este ensayo es la siguiente: Carb reconoce y se une a subunidades
o del AChR asociadas con las subunidades ¢ (0 y en el AChR embrionario) o 6 en la forma
de dimeros, o trimeros con la subunidad B (asi como al pentamero completo), pero no se
une a subunidades o desensambladas (Blount y Merlie, 1988). En contraste, aBTX
reconoce ambas, subunidades o ensambladas y desensambladas. Asi, por lo tanto,
exposicion de células a Carb seguida por la adicién de aBTX permite distinguir si las
subunidades o se encuentran ensambladas o no (Keller et al., 2001a). En la Fig. 1.14 A
mostramos como se observa la marca intracelular de aBTX-Alexa®®* cuando se la incuba
en presencia de un exceso de Carb. La distribucion difusa a través de todo el citoplasma se
corresponde con la distribucién tipica del RE, como se observa en la Fig. 1.10, ya que las

subunidades no ensambladas, como describimos anteriormente, no salen del RE.

Fig. 1.13. Determinacién de la cantidad de AChR

desensamblado mediante microscopia de

fCarb v/e fluorescencia. Carb reconoce y se une a subunidades

| qB-Bq o del AChR asociadas con las subunidades ¢ (0 y en el
/__.___, Boy AChR embrionario) o 3 en la forma de dimeros, o trimeros

| con la subunidad B (asi como al pentamero completo),
/Qo&yﬁg ’(15 pero no se une a subunidades o desensambladas (zona
B Eo{BTX o \ gris). En contraste, aBTX reconoce ambas, subunidades o
v/e S ensambladas y desensambladas (recuadro rojo punteado).

Por lo tanto, exposicion de células a Carb seguida por la
adicion de oBTX permite cuantificar la cantidad de

subunidades o desensambladas.
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Fig. 1.14. Determinacion del ensamblaje del AChR mediante microscopia de fluorescencia. A)
Células CHO-K1/A5 se marcaron con el anticuerpo H-101 y su anticuerpo secundario derivatizado

% (imagen superior), seguida por incubacion con aBTX-Alexa*® en presencia de 10 mM

con Alexa
de Carb (imagen media). La superposicion de ambas imagenes se muestra en el panel inferior. Las
imagenes fueron deconvolucionadas como en Pediconi et al. (2004). B) Las células se trataron por
24 h en medio Nutridoma conteniendo 50 uM de FB-1, 10 uM de PDMP o 10 uM de ISP-1. En estas
células se bloqueo el AChR de la superficie celular con aBTX nativa, se fijaron, permeabilizaron, se
incubaron con 10 mM de Carb. por 1 h a temperatura ambiente y finalmente se marcaron aBTX-
Alexa®™* en presencia del exceso de Carb. C) Las células fueron tratadas como en A) pero en
presencia de 5 uM de SM exdgena. Esta ultima fue vehiculizada en EtOH/decano (98/2 v/v). La
cantidad de solvente agregado como vehiculo de SM fue mantenido por debajo del 0.08%. Las
intensidades de fluorescencia son relativas a las células control crecidas en medio completo Ham's
F12 y marcadas con aBTX-Alexa® en ausencia de Carb. Los resultados se expresan como la media
+ D.S. de tres 0 mas experimentos independientes. Doble (**) o triple (***) asterisco denota valores
de p: <0.01 o0 <0.001, respectivamente, obtenido mediante la aplicacién del test de Student para cada

condicién. La ausencia de marca denota la ausencia de diferencias estadisticamente significativas

entre las muestras analizadas (p>0.05). Barra, 10 um
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Tratamos las células CHO-K1/A5 con FB-1, PDMP o ISP-1 por 24 h en medio
Nutridoma, y marcamos AChR intracelular con aBTX-Alexa®** en la presencia de un exceso
(10 mM) de Carb, tal como describimos en Materiales y Métodos. Bajo estas condiciones,
nosotros observamos un incremento del 30-40% en la intensidad de fluorescencia de
aBTX-Alexa®® intracelular (ver Fig. 1.14 B), la cual corresponde la poblacion de
subunidades o no apareadas, que corresponde a receptores no ensamblados, indicando
asi que una alteracién o perjuicio de la biosintesis de SL afecta la eficiencia de ensamblaje
del AChR.

Posteriormente estudiamos si la adicién de SM exdgena, la cual restaurd lo niveles
de AChR en membrana plasmatica e intracelular en células con la biosintesis de SL
afectada (ver Fig. 1.12), ejerce algun efecto en el ensamblaje del AChR. Para este fin,
células CHO-K1/A5 fueron coincubadas con las drogas inhibitorias de la biosintesis de SL
(FB-1, PDMP o ISP-1) y 5 uM de SM por 24 h en medio Nutridoma, y luego marcadas con
aBTX-Alexa®® en presencia o ausencia de 10 mM de Carb, y analizadas por microscopia
de fluorescencia cuantitativa. El analisis cuantitativo de las imagenes de fluorescencia
mostraron que el agregado de SM exdgena fue efectiva en restaurar los niveles de AChR
ensamblado en células con inhibicion de la biosintesis de SL a aquellos caracteristicos de
las células CHO-K1/A5 controles (~40% respecto del AChR intracelular total), ver Fig. 1.14

C.

Efecto de las altas concentraciones de PDMP en el trafico del AChR a la membrana
plasmatica

En la siguiente serie de experimentos decidimos utilizar altas concentraciones de
PDMP como Rosenwald et al. (1992). La utilizacion de esta droga bajo estas condiciones
inhibe tanto la sintesis de SM asi como la de GSL (ver Fig. 1.2 y 1.5). El analisis lipidico de
células CHO-K1/A5 (ver Materiales y Métodos) tratadas con 10 y 50 uM de PDMP confirmé

los datos publicados por Rosenwald et al. (1992), Fig. 1.15. Basicamente, las células
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controles y tratadas con 10 y 50 uM de PDMP se incubaron por 24 h en presencia de NBD-
Ce-ceramida (en presencia de PDMP o del vehiculo de la droga en el caso del control),
posteriormente las células se rasparon de las capsulas y se extrajeron con CHCI3/CH;0H
(Folch et al., 1957), los lipidos fluorescentes se separaron mediante una TLC (Fig. 1.15 A)

como Lipsky y Pagano (1983) y fueron cuantificados mediante fluorimetria (Fig. 1.15 B).
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Fig. 1.15. Biosintesis de NBD-SL en células CHO-K1/A5 bajo inhibicion con PDMP. Células
CHO-K1/A5 se incubaron por 24 h con 10 o 50 uM de PDMP (o solo el vehiculo en el caso de las
células control) en medio Nutridoma conteniendo 0.1% de SFB y en presencia de NBD-Cg-ceramida.
Los extractos lipidicos fueron separados mediante TLC (A), las especias lipidicas individuales,
identificadas con estandares apropiados, se rasparon y cuantificaron mediante espectroscopia de
fluorescencia (B). Las cantidades de cada lipido se expresan como porcentaje del total para cada

condicion.

Como puede observarse en la Fig. 1.15 B la sintesis de GluCer disminuyé un 65 y
un 90%, con respecto a células controles, a 10 y 50 uM de PDMP, respectivamente. La
sintesis de SM se incrementé a bajas concentraciones de PDMP y disminuyé mas de un
50% a altas concentraciones de PDMP (nétese en la Fig. 1.15 A que si bien la mancha

correspondiente a NBD-C¢-SM parece ser mas intensa que en el resto de las condiciones,
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ésta condicion posee una cantidad de lipido fluorescente total mayor). Por otro lado, los
niveles de ceramida, precursor de los SL, se incrementaron conjuntamente como la
inhibicion de la biosintesis de SL se hizo mayor: 200 y 700% con respecto a células no
tratadas, a 10 y 50 uM de PDMP, respectivamente (Fig. 1.15 B). Estos resultados se
encuentran totalmente en concordancia con los publicados por Rosenwald et al. (1992), en
el cual los autores utilizaron un analogo radiactivo de la ceramida (hexanoil-ceramida [C"])
para estudiar el metabolismo de SL en presencia de PDMP.

Cuando analizamos la cantidad relativa de AChR en la membrana plasmatica de
células CHO-K1/A5 mediante ensayos de unién de oBTX-[I'*°] (Fig. 1.16 A) o utilizando
microscopia de fluorescencia cuantitativa empleando aBTX-Alexa*® (Fig. 1.9, 1.16 B-C)
encontramos que el AChR disminuyé a un 80 y 70%, respectivamente, a bajas
concentraciones de PDMP, y a un 50 y 35%, respectivamente, a altas concentraciones de
PDMP. La adiciéon de SM exdégena (5 uM) conjuntamente con PDMP a alta concentracion
(50 uM) no pudo revertir el efecto de la droga (Fig. 1.16 B-C), a diferencia de lo observado
para bajas concentraciones de PDMP (Fig. 1.12), en la cual la biosintesis de SM no es
inhibida.

En base a estos resultados podemos considerar que, cuando las células son
incubadas a altas concentraciones de PDMP el esqueleto esgingoide, proveniente de
reutilizacion de SL por la via de salvataje o reciclaje de SL (Tettamanti et al., 2003;
Chigorno et al., 2005; ver Fig. 1.5 y discusion) no podria ser reutilizado. Las Figs. 1. 9B y
1.16 A muestran que la cantidad de AChR en la membrana plasmatica disminuye a medida
que la concentracion de PDMP aumenta; notablemente, la disminuciéon del AChR en la
superficie celular es acompafiada con una concomitante disminucién de los niveles de
GluCer (Fig. 1.15 B). Conjuntamente, estos resultados sugieren que la GluCer juega un rol

critico en el trafico del AChR.
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Fig. 1.16. Efecto de altas concentraciones de PDMP sobre la expresidn en membrana del
AChR. A) Porcentaje de union de aBTX-[1"°] a la superficie celular de células CHO-K1/A5 tratadas
con 10 y 50 uM de PDMP en medio Nutridoma conteniendo 0.1% de SFB por 24 h. B) Células CHO-
K1/A5 se incubaron con 50 uM de PDMP en medio Nutridoma conteniendo 0.1% de SFB por 24 h
(centro) o incubadas con 50 uM de PDMP conjuntamente con 5 uM de SM exdgena (derecha). Las
células control se incubaron en medio completo (izquierda). EI AChR presente en la superficie celular
se marco con aBTX-Alexa*®® por 1 h a 4°C. D) Intensidad de fluorescencia de aBTX-Alexa*®® presente
en la superficie celular de células controles y tratadas como se menciona en B). Los resultados se
expresan como la media = D.S. de tres 0 mas experimentos independientes. Simple (*), doble (**) o
triple (***) asterisco denota valores de p: <0.05, <0.01 o <0.001, respectivamente, obtenido mediante

la aplicacion del test de Student para cada condicién. Barra, 10 um
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Es el efecto de PDMP sobre el trafico del AChR consecuencia de la acumulacién de
ceramida? (Fig. 1.15 B) Para intentar contestar esta pregunta tratamos las células CHO-
K1/A5 con 50 uM de PDMP en presencia o ausencia de 40 uM de ISP-1 como Maceyka y
Machamer (1997). Si la ceramida es el efector de los efectos causados por PDMP, el
bloqueo de la biosintesis de novo de SL conduciria a una disminucién en los niveles
endogenos de ceramida, una menor acumulacion de este intermediario (porque la via se
encuentra bloqueada “rio arriba”) y por lo tanto un menor efecto de PDMP sobre el trafico

del AChR.
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Fig. 1.17. El efecto de PDMP sobre la expresion en membrana plasméatica del AChR no se debe
a acumulacion de ceramida enddgena. Intensidad de fluorescencia relativa, expresada como
porcentaje del control (crecido en medio completo), en células tratadas por 24 h en medio Nutridoma
0.1% de SFB conteniendo 40 uM de ISP-1 (ISP-1), 50 uM de PDMP (PDMP) o 40 uM de ISP-1
conjuntamente con 50 uM de PDMP (PDMP + ISP-1). Simple (*) asterisco denota valores de p:

<0.05, obtenido mediante la aplicacion del test de Student para cada condicion.

Cuando los niveles relativos de AChR en la membrana plasmatica fueron analizados
mediante microscopia de fluorescencia cuantitativa no observamos ningun grado de
atenuacion del efecto, y por el contrario, los niveles de AChR en la superficie celular
disminuyeron aun mas cuando se emplearon las dos drogas en forma conjunta (Fig. 1.17)
que cuando las drogas fueron utilizadas por separado. Estos resultados indicarian que la

acumulacion de ceramida, consecuencia del tratamiento de las células con PDMP, no
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media los efectos observados causados por esta droga en el trafico del AChR, sino que los
productos finales de la via biosintética estarian involucrados.

Cuando analizamos la cantidad de AChR intracelular en células tratadas con 50 uM
de PDMP encontramos que corresponde a aproximadamente un 70% (Fig. 1.18 A, barras
blancas) de los niveles de AChR intracelular presentes en las células controles. Estos
resultados son similares a los informados por Quiram et al. (1999) como resultado de la
inadecuada interaccion entre las subunidades B y 6 del AChR. Es interesante sefalar que el
tratamiento con altas concentraciones de PDMP incrementd los niveles de AChR
desensamblado en un 30% (Fig. 1.18 A, barras negras). Teniendo en cuenta que la
cantidad de AChR intracelular total disminuy6 (Fig. 1.18 A), el actual incremento de AChR
desensamblado es aun mas pronunciado, aumentando de un 40% del AChR intracelular
total en células controles a un 80% en las células tratadas con 50 uM de PDMP, lo que
corresponde a un aumento del 100% (Fig. 1.18 A).

Una serie de experimentos independientes fue empleada con la finalidad de
confirmar los cambios observados en los niveles de intermediarios del AChR. Estos fueron
analizados mediante la separacion de los diferentes intermediarios del proceso de
ensamblaje del AChR (asi como los pentameros completos del AChR) realizando un
analisis de flotabilidad de los distintos componentes en gradientes discontinuos de
sacarosa, como fue previamente descrito por Barrantes (1982) y Kreienkamp et al. (1995).
Brevemente, células controles y tratadas con PDMP se incubaron con aBTX nativa, con la
finalidad de bloquear los AChR de la superficie celular, se permeabilizaron con saponina y
se incubaron con exceso de aBTX-[I'®*] por 1h a temperatura ambiente. Las células se
solubilizaron con buffer conteniendo Triton X-100 y las muestras fueron sometidas
finalmente a centrifugacién en un gradiente discontinuo de sacarosa. Como se observa en
la Fig. 1.18 B, en células controles solo el pico de 1.7S es aparente al inicio del gradiente,
el cual corresponde a aBTX radioactiva libre. Células tratadas con PDMP mostraron una

banda mas ancha la cual corresponde a toxina libre conjuntamente con la banda 3.3S
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correspondiente a la subunidad o, reflejando el relativo incremento en subunidades o

desensambladas provocado como consecuencia de la inhibicion de la biosintesis de SL.
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Fig. 1.18. Efecto de altas concentraciones de PDMP sobre la cantidad de AChR intracelular y
de subunidades o desensambladas. A) Intensidad de fluorescencia relativa correspondiente a
AChR intracelular (barras blancas) y a subunidades o desensambladas (barras negras) en células
controles y tratadas con 50 uM de PDMP, respectivamente. B) Analisis del AChR intracelular
mediante gradientes de sacarosa en células controles y tratadas con 50 uM de PDMP (ver Materiales
y Métodos). Los resultados se expresan como la media + D.S. de tres o mas experimentos
independientes, excepto para los resultados presentados en B), en el cual se muestra los resultados
de un experimento representativo. Simple (*) o doble (**) asterisco denota valores de p: <0.05, <0.01,

respectivamente, obtenido mediante la aplicacion del test de Student para cada condicion.
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La deplecién de SL afecta la salida del AChR en estadios tempranos de la via
secretoria

Los resultados anteriores indican que en células en las cuales la biosintesis de SL
es inhibida, el ensamblaje del AChR es menos eficiente que en condiciones controles, lo
cual finalmente se traduce en una menor expresion del AChR en la membrana plasmatica
de células CHO-K1/A5. Con la finalidad de analizar la localizacion intracelular del AChR
marcamos células con: a) aBTX fluorescente para marcar AChR intracelular, b) ER-Tracker
para marcar el RE, y c) sintaxina 6 para identificar el TGN en células controles y tratadas
con 50 uM PDMP por 24 h. Como mostramos en la Fig. 1.19, el AChR fue encontrado
predominantemente en el RE, ya sea en células controles como en células tratadas con

PDMP, como fue descrito por Ross et al. (1991) (ver también Fig. 1.10).

Fig. 1.19. Colocalizacién del AChR intracelular con marcadores del RE y TGN. Las células
controles y tratadas con 50 uM de PDMP por 24 h se marcaron con aBTX-Alexa™*, ER-Tracker y
anti-sintaxina 6 para marcar conjuntamente el AChR, RE y TGN, respectivamente, como describimos
previamente en Materiales y Métodos. La superposicion (merge) de las tres sondas se muestra en el
panel derecho. Las imagenes de microscopia de fluorescencia fueron sometidas a deconvolucion

como en Pediconi et al., 2004. Barra, 10 um.

Para determinar si el AChR puede continuar su transito normal a través de la via

secretoria en células en las que la biosintesis de SL se encuentra afectada, las células
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CHO-K1/A5 fueron sometidas a una incubacion a 20°C, lo cual resulta en acumulacion del
AChR en el TGN (Pediconi et al., 2004). Como se observa en la Fig. 1.20 en las células
control se evidencia una clara acumulacion del AChR en el TGN, mientras que esto no se
observa en las células tratadas con altas concentraciones de PDMP, las cuales mostraron

un patrén de distribucion del AChR tipico de RE.

Fig. 1.20. La deplecién en los niveles de SL afecta el trafico del AChR en estadios tempranos
de la via secretoria. Las células controles y tratadas con 50 uM de PDMP por 24 h se incubaron
posteriormente por 2.5 h a 20°C para detener el trafico de proteinas a nivel del TGN. Finalmente se
marcaron con aBTX-Alexa’® y anti-sintaxina 6 para marcar conjuntamente el AChR y el TGN,
respectivamente, como describimos previamente en Materiales y Métodos. La superposicién (merge)
de las dos sondas se muestra en el panel derecho. Las imagenes de microscopia de fluorescencia

fueron sometidas a deconvolucion como en Pediconi et al., 2004. Barra, 10 um.

Para confirmar ademas la localizacion del AChR en el RE, las células CHO-K1/A5
se marcaron con anti-calnexina (Fig. 1.21 A) o anti-PDI (Fig. 1.21 B) [marcadores de estas
proteinas residentes del RE], y con aBTX-Alexa*®®, para marcar el AChR. Como se muestra
en la Fig. 1.21 A-B, las dos proteinas (AChR y marcadores del RE) mostraron una
distribucion intracelular similar en células tratadas con alta concentraciéon de PDMP, lo cual

se condice con los resultados presentados en la Fig. 1.18 A, la cual muestra que

75



practicamente todo el AChR intracelular se encuentra desensamblado, y por lo tanto

retenido en el RE.

Fig. 1.21. En células tratadas con
altas concentraciones de PDMP el
AChR colocaliza principalmente con
proteinas residentes del RE.
Imagenes de microscopia confocal de
células CHO-K1/A5 controles y
tratadas con 50 uM de PDMP por 24 h.
Estas se marcaron con oBTX-Alexa*®
y anti-calnexina (A) o anti-PDI (B) para
marcar el AChR total, calnexina y PDI
respectivamente, como describimos
previamente en Materiales y Métodos.
La superposicion de las imagenes
(merge) se muestra en el panel

derecho. Barra, 10 um.

Las proteinas Rab pertenecen al grupo de pequefias GTPasas, las cuales estan

involucradas en varios pasos de transporte en las vias de trafico vesicular celular. Las dos

isoformas de la proteina Rab 1 (Rab 1a/b) se localizan en las membranas del RE y Golgi y

regulan el transporte exocitico desde el RE hacia el aparato de Golgi (Tisdale et al., 1992;

Saraste et al., 1995). Analizamos la distribucion intracelular de la proteina Rab 1b mediante

microscopia de fluorescencia con el objeto de evaluar si su distribucion se encuentra

afectada como consecuencia del tratamiento con PDMP. Para esto, transfectamos células

CHO-K1/A5 con Rab 1b-GFP, y estas células se trataron por 24 h con PDMP 50 uM. Como
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mostramos en la Fig 1.22, la proteina muestra una localizacidon que se corresponde al
aparato de Golgi, como ya fuera descripto previamente (Moyer et al., 2001; Alvarez et al.,
2003). Como se observa en la Fig. 1.22, no existe diferencia en la distribucion intracelular
de la proteina Rab 1b entre la condicidn control y la que se incubd por 24 h con PDMP 50
uM. En base a estos resultados podemos concluir que la retencién del AChR en estadios
tempranos de su biogénesis, en el RE (como consecuencia de la inhibicion de la biosintesis

de SL), no es un fenémeno generalizable a otras proteinas.

Fig. 1.22. Distribucién de la proteina Rab
1b-GFP en células CHO-K1/A5 controles y
tratadas con PDMP. Imagenes de
microscopia confocal de células CHO-K1/A5
controles y tratadas con 50 uM de PDMP por

24 h, transfectadas previamente con Rab 1b-

control

GFP, como describimos en Materiales vy

Métodos. Barra, 10 um.

El ensamblaje ineficiente del AChR no es una consecuencia de una disponibilidad
disminuida de la proteina chaperona calnexina

Calnexina es una proteina chaperona que contribuye en la biogénesis del AChR
(Gelman et al., 1995; Chang et al., 1997) y que se asocia con subunidades no ensambladas
del AChR en el RE (Keller et al., 1996; Wanamaker y Green, 2005, 2007). Para evaluar si
los efectos observados con altas concentraciones de PDMP fueron una consecuencia
indirecta de una disminucion de los niveles enddgenos de calnexina, tratamos las células
CHO-K1/A5 con 50 uM PDMP por 24 h y medimos tanto AChR intracelular como niveles de
calnexina mediante microscopia de fluorescencia cuantitativa. Para esto, se marcaron
intracelularmente células controles y tratadas con PDMP (ver Materiales y Métodos) con
aBTX-Alexa® y anti-calnexina, con su correspondiente anticuerpo secundario fluorescente,
para identificar AChR intracelular y calnexina, respectivamente. Observamos que los

niveles de calnexina no se encontraban disminuidos (Fig. 1.23 A-B), descartando asi la
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posibilidad de que el tratamiento con PDMP provoque un ineficiente ensamblaje del AChR

como consecuencia secundaria de una baja disponibilidad de esta proteina chaperona.
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Fig. 1.23. Los niveles de la proteina chaperona calnexina no son afectados por el tratamiento
con altas concentraciones de PDMP en células CHO-K1/A5. A) Intensidad de fluorescencia
correspondiente a los niveles intracelulares de calnexina (barras blancas) y AChR (barras negras), en
células controles y tratadas con 50 uM de PDMP por 24 h, respectivamente. B) relacién
calnexina/AChR intracelular en células controles y tratadas con PDMP, respectivamente. Los
resultados se expresan como la media + D.S. de tres o mas experimentos independientes. Simple (*)
asterisco denota valores de p: <0.05 obtenido mediante la aplicacion del test de Student para cada

condicion.

Andlisis de las caracteristicas biofisicas de las membranas del RE tras la deplecion
de SL

Ya que desde su biogénesis temprana las distintas subunidades del AChR se
encuentran inmersas en la membrana del RE, y teniendo en cuenta que los lipidos de la
misma interaccionan activamente con el AChR (Barrantes 1992, 1993, 2002, 2003, 2004)
decidimos analizar si cambios en las propiedades biofisicas generales de estas membranas
podrian ser las responsables de las alteraciones en el proceso de ensamblaje del AChR.
Para el estudio de las caracteristicas biofisicas de la membrana del RE empleamos la
sonda ER-Tracker™ Blue-White DPX (Fig. 1.24), la cual marca selectivamente el RE en
células vivas (Fig. 1.19). Esta sonda es sensible a la polaridad del ambiente (Diwu et al.,

1997). El maximo de emisién se corre a longitudes de onda mas largas y su rendimiento
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quantico disminuye con el incremento de la polaridad del solvente en el cual se encuentra

la sonda.
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Fig. 1.24. Estructura de la sonda ER-Tracker™ Blue-White DPX.

Empleamos dos técnicas para el estudio de las propiedades biofisicas de esta
sonda, espectroscopia de fluorescencia, para analizar las caracteristicas espectrales de la
sonda en diferentes condiciones, y anisotropia de fluorescencia, la cual informa acerca de
la movilidad de la sonda en un ambiente dado.

En primer lugar analizamos las caracteristicas espectrales de la sonda en sistemas
de membranas modelo. Empleamos liposomas constituidos por PS y PC (PS:PC 50:50 mol
%) (Fig. 1.25 A) ya que estos son componentes representativos de las caras citosdlica y
lumenal de las membranas del RE, respectivamente (Eidelman et al., 2002). Para analizar
si esta sonda es sensible a la presencia de SM en las membranas, agregamos SM a la
muestra constituida por PS y PC (PS:PC:SM 45:45:10 mol %). Como se observa en la Fig.
1.25 A, la presencia de SM en las membranas conduce a un aumento del 25% en el
rendimiento quantico de la sonda fluorescente, asi como a un corrimiento de la longitud
maxima de emision a valores mas pequefios, 480 nm en liposomas de PS:PC, 476 nm en
liposomas de PS:PC:SM.

En base a estos resultados decidimos estudiar que ocurre con las propiedades de
esta sonda fluorescente en membranas de RE en células vivas. Para esto tratamos las
células CHO-K1/A5 con PDMP 50 uM e ISP-1 60 uM por 24 h, posteriormente se marcaron
con 1 uM de ER-Tracker 45 min. en incubador a 37°C, se resuspendieron en buffer PBS y
se tomaron los espectros de la sonda fluorescente en el espectrofluorimetro (ver Materiales

y Métodos).
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En la Fig. 1.25 B se muestran espectros de emision de ER-Tracker en membranas
de RE de células CHO-K1/AS controles y tratadas con PDMP. No observamos ningun
cambio en el espectro de emision de ER-Tracker, el rendimiento quantico no cambio, asi
como tampoco su longitud maxima de emision, la cual se mantuvo constante en 468 nm.
Como puede observarse en la Fig. 1.25, el maximo de emisién de la sonda en células se
encuentra desplazado hacia la izquierda, comparado con los liposomas de PS:PC o
PS:PC:SM (12 y 8 nm respectivamente), lo que indicaria que las membranas del RE son

menos fluidas, o0 mas ordenadas, que las existentes en los sistemas modelos.
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Fig. 1.25. Analisis de las caracteristicas espectroscépicas de la sonda ER-Tracker en la
membrana de las células CHO-K1/A5, controles y tratadas con PDMP. A) Espectro de emision de
la sonda fluorescente ER-Tracker en liposomas constituidos por DPPS:DPPC (50:50 mol%) (linea
color negro) o DPPS:DPPC:SM (45:45:10 mol%) (linea color rojo). La longitud de onda maxima de
emision de ER-Tracker en liposomas de DPPS:DPPC:SM se marca en linea punteada. B) Espectro
de emisién de la sonda fluorescente ER-Tracker en células controles y tratadas con 50 uM de PDMP
por 24 h. La longitud de onda maxima de emision de ER-Tracker en estas células se marca en linea

punteada. Las condiciones experimentales para ambos experimentos se detallan en Materiales y
Métodos.

En segundo lugar analizamos la movilidad de ER-Tracker en la membrana del RE
mediante anisotropia de fluorescencia. Para esto utilizamos un microscopio de
epifluorescencia estandar el cual posee acoplado un sistema que permite la obtencién de

imagenes provenientes de dos canales en forma simultanea (“dual viewer”), similar al
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empleado por Taniguchi et al. (2006) (ver Materiales y Métodos). Primeramente analizamos
si nuestro sistema era lo suficientemente sensible como para detectar diferencias en la
movilidad del ER-Tracker y determinar si esta sonda reporta cambios de movilidad en
diferentes entornos. Analizamos como se comporta el ER-Tracker frente a disoluciones con
diferentes porcentajes de glicerol. En la Fig. 1.26 A se muestran los canales de deteccion
perpendicular y paralelo (con respecto a la polaridad de la luz de excitacion) para dos
situaciones: 0% de glicerol y 100% de glicerol y en la Fig. 1.26 B se muestra como la

movilidad de la sonda ER-Tracker es funcién del contenido de glicerol en la muestra.
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Fig. 1.26. La movilidad de la sonda ER-Tracker en la membrana del RE de las células CHO-
K1/A5 no se ve afectada por la deplecion de SL. A) Imagenes correspondientes a ER-Tracker
disuelto en DMSO con diferentes porcentajes de glicerol (ver texto para detalles). B) Grafico
mostrando la relacién entre los valores de anisotropia de la sonda fluorescente ER-Tracker vs. la
concentracién de glicerol del medio (dado en porcentaje). C) Imagenes de células CHO-K1/A5
marcadas con ER-Tracker (ver texto para detalles). Tabla 1.1, valores de anisotropia de ER-Tracker
en células controles y tratadas con 10 y 50 uM de PDMP por 24 h. Il e L indican los canales paralelo

y perpendicular, respectivamente, con respecto a la polaridad de la luz de excitacion.
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Por lo tanto las mediciones de anisotropia de esta sonda fluorescente proveen
informacion acerca de la movilidad de la misma en su entorno, lo que esta relacionado con
el estado de las membranas del RE, y por lo tanto permiten analizar si existen cambios en
las mismas cuando las células son tratadas con drogas que afecten la biosintesis de SL.
Para esto se trataron las células CHO-K1/A5 con PDMP 10 y 50 uM por 24 h, y
posteriormente se marcaron con 1 uM de ER-Tracker durante 45 min en incubador a 37°C,
analizandose finalmente mediante anisotropia de fluorescencia. En la figura 1.26 C se
muestran las imagenes correspondientes a los canales de deteccion perpendicular y
paralelo para la condicion control. Del analisis cuantitativo de las imagenes no surgieron
cambios en los valores de anisotropia de esta sonda en las diferentes condiciones
estudiadas (Fig. 1.26, Tabla 1.1).

En base a los resultados obtenidos mediante espectroscopia y anisotropia de
fluorescencia de ER-Tracker en membranas modelo y de RE de las células CHO-K1/A5, y
teniendo en cuenta que el contenido de SL (asi como el de colesterol) en membranas de
RE es muy baja (Holthuis et al., 2001, Holthuis y Levine, 2005) es de esperar que cambios
en los niveles de estos lipidos en dicha organela no afecten las propiedades biofisicas de
sus membranas. Concluyendo sobre este punto, los cambios en los niveles de SL no

afectarian las membranas del RE en una forma general.

Estudio de la asociacion del AChR con membranas resistentes a la extraccion con
detergente (DRMs, detergent-resistant membranes) en los compartimentos iniciales
de la via secretoria

Ya que el AChR no es ensamblado correctamente en el RE cuando se altera la
biosintesis de SL, vy teniendo en cuenta que las caracteristicas generales de las
membranas de dicha organela no se ven afectadas, como surge de los estudios con la
sonda ER-Tracker, analizamos la posibilidad de que el AChR se particione o interactie con

DRMs en el RE. Recientemente, la asociacién del AChR con dominios (“rafts”) lipidicos ha
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sido documentada por varios autores (Bruses et al., 2001; Marchand et al., 2002, Zhu et al.,
2006; Campagna y Fallon 2006; Stetzkowski-Marden et al., 2006; Willmann et al., 2006),
pero aun no se conoce si esta interaccion ocurre en estadios tempranos de la via
secretoria, en la biogénesis del AChR. Es plenamente aceptado que los DRMs no son
exclusivos a la membrana plasmatica. Estudios pioneros encontraron que estos dominios
lipidicos se asociarian a proteinas en estadios tempranos de la via secretoria, ya a nivel del
Golgi (Brown y Rose, 1992; Fra et al., 1994; Paladino et al., 2004). Si bien el Golgi contiene
importantes niveles de colesterol y SL, no ocurre lo mismo con el RE, ya que es la organela
de la via secretoria con menor niveles de estos lipidos (Holthuis et al., 2001; van Meer y
Lisman, 2002; Holthuis y Levine, 2005). Como consecuencia de esto, se ha considerado al
RE como un sitio improbable de existencia de balsas o “rafts” lipidicos (0 DRMs). Sin
embrago varios autores postulan la existencia de DRMs en el RE (Sevlever et al., 1999;
Hayashi y Su, 2003, 2004; Paladino et al., 2004; Sarnataro et al., 2004; Campana et al.,
2006; Browman et al., 2006).

Analizamos la solubilidad en Tritdn X-100 a 4°C, la definicidn operacional de los
denominados DRMs, en fracciones de RE y Golgi de las células CHO-K1/A5. El
fraccionamiento subcelular fue realizado como Vidugiriene et al., (1999) (ver Materiales y
Métodos). Mediante Wester Blot encontramos que las fracciones enriquecidas en RE
obtenidas de las células CHO-K1/A5, identificadas por el marcador calnexina, se
encontraron en las fracciones mas pesadas, 3-4 (Fig.1.27 A). Las membranas enriquecidas
en Golgi, identificadas por el marcador sintaxina 6, se encontraron en las fracciones mas
livianas, 1-2, en concordancia a lo reportado por Vidugiriene et al. (1999), Fig. 1.27 A. En
base a los resultados anteriores, se combinaron y homogenizaron las fracciones 3 y 4, al
igual que las fracciones 1y 2, con la finalidad de realizar los experimentos de solubilidad en
Triton X-100 en dichos grupos. Denominamos dichas fracciones “enriquecidas en RE”

(fracciones 3-4), y fracciones “enriquecidas en Golgi” (fracciones 1-2), respectivamente.
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Fig. 1.27. La distribucién del AChR en DRMs de RE y Golgi se altera como consecuencia de la
inhibicién de la biosintesis de SL. Las células CHO-K1/A5 se trataron con 50 uM de PDMP por 24
h, se homogenizaron y las fracciones microsomales se cargaron sobre gradientes discontinuos de
sacarosa (30 y 45%). A) Analisis de Western Blot de las distintas fracciones del gradiente (1-4) e
inmunoblot con los diferentes marcadores: calnexina (ER) y sintaxina 6 (TGN) en células controles y
tratadas con PDMP. B) Las fracciones 1-2, fraccion enriquecida en Golgi, y las fracciones 3-4,
fracciones enriquecida en ER, fueron combinadas separadamente y extraidas con Triton X-100 al 1%
por 30 min. a 4°C, posteriormente centrifugadas para separar el material soluble del insoluble y
analizadas mediante Western Blot. C) Analisis densitométrico de los inmunoblots mostrados en B)
para las condiciones control y tratadas con PDMP, respectivamente. Barras blancas, fraccion soluble;
barras negras, fraccién insoluble. D) La relacién AChR insoluble/ AChR soluble se muestra para las
condiciones control (barras blancas) y tratada con PDMP (barras negras). Los datos mostrados en

esta figura corresponden a un experimento representativo.
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Los DRMs fueron obtenidos por extraccion con Tritdn X-100 por 30 min. a 4°C de
las fracciones enriquecidas en RE y de las fracciones enriquecidas en Golgi obtenidas a
partir de células controles y tratadas con 50 uM de PDMP por 24 h. Las fracciones solubles
e insolubles en detergente posteriormente se separaron por centrifugacion como en
Schroeder et al. (1998). La presencia del AChR se analizé mediante Western Blot usando
el anticuerpo mAb 210 (Fig. 1.27 B).

Encontramos que en células controles, aproximadamente el 50% del AChR fue
encontrado en fracciones insolubles en Tritén X-100 proveniente fracciones enriquecidas
en RE o Golgi (Fig. 1.27 C). Interesantemente, el tratamiento con PDMP se tradujo en
cambios en la distribucion del AChR: i) la particién del AChR en la fraccion soluble se
incrementd, tanto en las fracciones enriquecidas en RE asi como en las de Golgi, ii) la
cantidad de AChR en el RE se incrementé (Fig. 1.27 C, panel derecho), en concordancia
con los resultados que discutimos anteriormente. En células con la biosintesis de SL
inhibida, la relacion de AChR presente en DRMs/ AChR soluble en detergente, proveniente
de fracciones enriquecidas en RE y Golgi, disminuyé un 40-50% con respecto a células
controles (Fig. 1.27 D).

Para confirmar los datos anteriores, realizamos experimentos de fraccionamiento
subcelular siguiendo esencialmente el procedimiento de Zhang et al. (1998) (ver Materiales
y Meétodos) con la finalidad de obtener DRMs de membranas enriquecidas en RE.
Encontramos, mediante ensayos de Western Blot, que las fracciones enriquecidas en RE,
identificadas nuevamente por el marcador calnexina, se entendian sobre varias fracciones
del gradiente de sacarosa (Fig. 1.28 A), pero las fracciones mas pesadas del mismo,
estaban relativamente libres del marcador de Golgi, sintaxina 6 (Fig. 1.28 A). Asi, los DRMs
fueron obtenidos de las fracciones mas pesadas del gradiente, para lo cual agrupamos y
homogenizamos las fracciones 12-14 (Fig. 1.28 A) de células CHO-K1/A5 controles y
tratadas por 24 h con 40 uM de ISP-1 o0 50 uM de PDMP. Nuevamente, los DRMs fueron

separados como mencionamos anteriormente, mediante extraccion con Tritéon X-100 a 4°C
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por 30 min. Las fracciones “soluble” e “insoluble en detergente” se separaron por
centrifugacion y la presencia del AChR en las mismas se analizé6 mediante Western blot
usando un anticuerpo distinto al empleado en el experimento anterior, el anticuerpo MA3-
043, el cual reconoce la subunidad & del AChR. Como mostramos en la Fig. 1.28 B, la
proporcion de AChR insoluble en detergente respecto al receptor presente en la fraccién
soluble disminuy6 en células donde la biosintesis de SL fue afectada (a 70% y a 45% en
células CHO-K1/A5 tratadas con ISP-1 y PDMP, respectivamente), en concordancia con los

resultados presentados anteriormente.
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Fig. 1.28. Distribucién del AChR en DRMs de membranas enriquecidas en RE en células que
poseen la biosintesis de SL inhibida. Las células CHO-K1/A5 se trataron con 50 uM de PDMP o
con 40 uM de ISP-1 por 24 h, se homogenizaron y las fracciones microsomales se cargaron sobre
gradientes de sacarosa (5-40%). A) Analisis de Western Blot de las diferentes fracciones del
gradiente (1-14 se corresponde con 5-40%) e inmunoblot con los marcadores de organelas calnexina
para RE y sintaxina 6 para Golgi. Las fracciones enriquecidas en el marcador calnexina (12-14) se
agruparon y extrajeron con Triton X-100 por 30 min a 4°C, posteriormente se centrifugaron para
separar el material soluble del insoluble, y finalmente se analizaron por Western Blot. B) Grafico
correspondiente al analisis densitométrico del AChR en las fracciones insoluble y soluble en

detergente. Se muestra la relacion AChR insoluble / AChR soluble.
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Estos resultados muestran, por primera vez, que una cierta proporcién del AChR
adquiere asociacion con dominios lipidicos resistentes a la extraccion con detergentes muy
tempranamente en la via secretoria, ya a nivel del RE, demostrandose ademas que esta

asociacion es sensible a los contenidos de SL celulares.

Los niveles celulares y la expresion en membrana plasmatica de la proteina VSVG-
GFP no son afectados por lainhibicién de la biosintesis de SL

Finalmente empleamos la proteina fluorescente VSVG-GFP con la finalidad de
analizar si la inhibicién de la biosintesis de SL sobre el trafico proteico afectaba a una
proteina distinta del AChR. Rosenwald et al. (1992) mostraron que el tratamiento con
PDMP en células CHO-K1 no afecta el arribo de la proteina VSV-G al compartimiento cis-
Golgi, pero que los subsecuentes pasos en la via secretoria de esta proteina se ven

afectados.
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Fig. 1.29. La expresién en la membrana plasmatica de VSVG-GFP no se ve afectada por el
tratamiento de células las CHO-K1/A5 con PDMP por 24 h. Las células CHO-K1/A5 se
transfectaron con VSVG-GFP y se trataron con 50 uM de PDMP por 24 h. A) Imagenes de células
expresando VSVG-GFP en células controles, Nutridoma y tratadas con PDMP, respectivamente. B)
Grafico mostrando las intensidades de fluorescencia correspondientes a VSVG-GFP total y VSVG-
GFP presente en la membrana plasmatica para las condiciones Nutridoma (barras blancas) y para
células tratadas con PDMP (barras negras). Los resultados se expresan como la media £ D.S. de tres

0 mas experimentos independientes. Barra, 10 um.

Transfectamos células CHO-K1/A5 en forma transiente con el ADNc de la proteina
VSVG-GFP y crecimos estas células en medio Ham’s F12 completo, Nutridoma, y
Nutridoma conteniendo 50 uM de PDMP por 24 h, respectivamente (Fig. 1.29 A). No
hallamos diferencias estadisticamente significativas cuando medimos la intensidad de
fluorescencia de VSVG-GFP total en células CHO-K1/A5 crecidas en medio Nutridoma,
conteniendo o no PDMP (Fig. 1.29 B). En forma similar, los niveles de VSVG-GFP
asociados a la membrana plasmatica no fueron estadisticamente significativos entre células
controles y tratadas con PDMP. Estos resultados estan totalmente de acuerdo con los
presentados en la Fig. 1.7 B, e indican que la alteracion en el trafico del AChR en su via
secretoria hacia la membrana plasmatica, causada por inhibicién de la biosintesis de SL, no
es un fenédmeno general.

Se ha descripto que la proteina VSVG-GFP no particiona en balsas o “rafts” lipidicos
(Kenworthy et al., 2004) y existe bibliografia documentando su solubilidad en Tritébn X-100
(de Vries et al.,1998; Scheiffele et al., 1999, Keller et al., 2001b; Brown y Lyles, 2005).
Analizamos la solubilidad de VSVG-GFP en nuestro sistema experimental mediante
transfeccion de las células CHO-K1/A5 con el ADNc de la proteina VSVG-GFP, posterior
extraccién con Triton X-100 a 4°C por 30 min, y separacion del material “soluble” del
“insoluble en Tritdn X-100" mediante centrifugacion, como se detalla en Materiales y
Métodos. La presencia de VSVG-GFP en cada fraccién se analizé6 mediante espectroscopia
de fluorescencia. Como esperabamos, la proteina VSVG-GFP se distribuyd, casi

absolutamente (96%), en la fraccién soluble en Triton X-100 (Fig. 1.30). En base a estos
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datos podemos concluir que en nuestro sistema la proteina VSVG-GFP se comporta como

una proteina que no particona en DRMs o “rafts” lipidicos.

'g 1% Fig. 1.30. La proteina VSVG-GFP no particiona en
% —~ 804 DRMs en células CHO-K1/A5. Las células CHO-K1/A5
gg 60/ transfectadas con VSVG-GFP fueron sometidas a
Eg " extraccion con Triton X-100 por 30 min a 4°C. La
® < cantidad de VSVG-GFP presente en la fraccion soluble e
‘-b'év 20+ insoluble en detergente se determind mediante
E ol — espectroscopia de fluorescencia (ver Materiales y
VSVG-GFP VSVG-GFP Métodos).
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DISCUSION

En la seccion precedente estudiamos el efecto de la deprivacion de SL sobre el
trafico hacia la membrana plasmatica del AChR en un sistema de células no polarizadas de
mamifero. Demostramos que la inhibicion de la biosintesis de SL altera el transporte normal
del AChR hacia la membrana plasmatica y promueve su acumulacion en el interior celular.
Ademas, demostramos que los SL intervienen en estadios tempranos de la via exocitica
de esta proteina y que su déficit causa la retencién y acumulacion de receptores
desensamblados en el RE. En base a estos resultados podemos hipotetizar que los SLs
tendrian una actividad similar a chaperonas proteicas, en calidad de “chaperonas lipidicas”,
tal como ha sido sugerido por algunos autores (ver revision en Fantini, 2003, 2007), en el
ensamblaje y trafico del AChR (ver Figs. 1.31y 1.32).

Como describimos en la introduccion de este capitulo, los SLs comprenden los GSLs
y la SM, los cuales difieren en la presencia de carbohidratos y fosfocolina en su cabeza
polar, respectivamente. Los SLs contienen el residuo hidrofébico ceramida, formada por la
base esfingosina y un acido graso (Fig. 1.1). La biosintesis de SL comienza en la cara
citoplasmatica del RE y es iniciada por la condensacion de L-serina con palmitoil-CoA,
reaccion catalizada por la enzima SPT, seguida por la biosintesis de ceramida. La misma se
transporta del RE hacia el aparato de Golgi por transporte mediado por vesiculas y no
mediado por vesiculas, y luego es convertida en SM por la enzima SM sintasa en la cara
lumenal del aparato de Golgi, o a GluCer por la enzima GluCer sintasa, en el lado citosdlico
del aparato de Golgi. Luego de su traslocacion al lumen del aparato de Golgi, GluCer es
convertida a lactosilceramida y GSL mas complejos (por revisiones ver van Meer y Lisman,

2002).

90



ﬁ pentamero

m trimero subunidades
del AChR

i dimero

i monémero

E VSVG-GFP
proteinas
control

i Rab 1b-GFP

Fig. 1.31. Biogénesis y trafico del AChR hacia la membrana plasmética y su relacion con los
SL. Panel superior; las distintas subunidades del AChR son sintetizadas en el RE, donde son
ensambladas para formar el pentamero maduro, asi el AChR se incorpora en vesiculas de salida del
RE y es transportado hacia el Golgi, para finalmente alcanzar la membrana plasmatica. En su camino
exocitico, las distintas subunidades del AChR, asi como el receptor completo, interaccionan con
distintos dominios lipidicos, sensibles al contenido de SL (zonas amarillas) o insensibles al contenido
de SL (zonas amarillas claras). La proteina VSVG-GFP transita la via exocitica hacia la membrana
plasmatica sin asociarse a dominios lipidicos sensibles al contenido de SL. La proteina Rab 1b-GFP

trafica entre el RE y el Golgi (ver esquema por referencias). Panel inferior; cuando se inhibe la
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biosintesis de SL, se afecta el trafico del AChR en estadios tempranos de la via secretoria, a nivel del
RE, ya que se afecta el ensamblaje del mismo. De esta manera una menor cantidad de AChRs son
ensamblados, con lo cual la expresién en membrana plasmatica del mismo disminuye. Bajo estas

circunstancias, el trafico de las proteinas VSVG-GFP y Rab 1b-GFP no se encuentran afectados.

En trabajos previos llevados a cabo en nuestro laboratorio, se observdé que una
clase de GSL, el gangliésido GM1, colocaliza con el AChR en la cara inervada ventral del
electrocito (Marcheselli et al., 1993). Mas recientemente, se demostré que la SM se
distribuye asimétricamente en membranas ricas en AChR en electrocitos de Torpedo, estas
estan formadas predominantemente por cadenas de acidos grasos saturados, y exhiben
una selectividad moderada por al AChR (Bonini et al., 2002). Al igual que proteinas
ancladas a GPI, los SLs residirian en dominios lipidicos denominados “rafts” (Simons e
Ikonen, 1997).

Primeramente determinamos que los niveles de AChR en la superficie celular
disminuyeron en células CHO/SPB-1/SPH’, deficientes en la biosintesis de SL, crecidas en
condiciones semipermisivas (37°C y en medio deficiente en SL). Cuando estas células se
desarrollan a 37°C los niveles de ceramida y SM caen a un 9 y a un 50% de los de sus
parentales (Hanada et al., 1990). La incubacion de estas células en condiciones no
permisivas resulta en una disminucion en los niveles de SM y de gangliésido GM3 a un 20-
25% de aquellos correspondientes a la linea celular parental, CHO-K1 (Hanada et al.,
1992). Como mencionamos en la seccion de resultados, nosotros elegimos para el estudio
la condicion de incubacién a temperaturas semipermisivas (37°C), ya que a temperaturas no
permisivas (39°C) la expresion del AChR se ve afectada aun en las células parentales,
CHO-K1/A5. Trabajos de Paulson y Claudio (1990), Ross et al. (1991), determinaron que
altas temperaturas son inapropiadas para la correcta expresion del AChR.

El mismo efecto en la expresién en membrana plasmatica del AChR, asi como la
acumulacion intracelular del AChR, fue observado con las tres drogas inhibitorias de la
biosintesis de SL empleadas independientemente (ISP-1, FB-1 y PDMP) en las células

CHO-K1/A5 (Fig. 1.9).
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Si bien ha sido demostrado que tanto FB-1 como PDMP pueden causar acumulacion
de compuestos bioactivos como esfinganina, esfinganina-1P o ceramida (Radin et al., 1993;
Merrill et al., 1997, 2001), el hecho de que ISP-1 inhibe la biosintesis de SL sin provocar
acumulacion de estos compuestos bioactivos (Miyake et al., 1995; Hanada et al., 2000b)
excluye la posibilidad de que intermediarios metabdlicos afecten el trafico normal del AChR
a la membrana plasmatica (ver Fig. 1.17). Los efectos observados por lo tanto serian
causados por la deficiencia de los productos finales de la via biosintética de SL, SM y GSL.

Cuando agregamos un SL exdégeno como la SM, conjuntamente con FB-1, PDMP (a
baja concentracion) o ISP-1, observamos que la cantidad de AChR en la membrana
plasmatica fue similar o aun mayor que las células controles; los niveles de AChR
intracelular también fueron similares. El efecto de la deplecién de SL es por lo tanto,
reversible.

La comparacion de los experimentos con bajas y altas concentraciones de PDMP
nos ayudaron a comprender la relacién entre la inhibicién de la biosintesis de SL y la
alteracion en el trafico del AChR. A concentraciones bajas de PDMP esta droga solo
bloguea la actividad de la GluCer sintasa (Fig. 1.2 y Fig. 1.5), con lo cual, la restauracion
del trafico del AChR hacia la membrana plasmatica observada cuando se agrega un exceso
de SM (conjuntamente con las drogas inhibitorias) puede ser logrado por la restauracion de
la biosintesis de SM por la reutilizacion del esqueleto esfingoide en la via metabdlica de SL
(ver Tettamanti et al., 2003; Chigorno et al., 2005).

Hipotetizamos que un exceso de SM exodgena restaura el trafico del AChR porque
permite la sintesis de SM por un mecanismo indirecto. Para esto, la SM exdgena es primero
degradada en el compartimiento lisosomal (Chigorno et al., 2005) y el esqueleto esfingoide
es enviado al RE, donde posteriormente es reutilizado en la sintesis de SM. Altas
concentraciones de PDMP, por otro lado, bloquean tanto la SM sintasa como la GluCer
sintasa (ver Fig. 1.2 y Fig. 1.5), con lo cual la SM exdgena es ahora incapaz de poder ser
reutilizada mediante la via de de reciclaje, y restaurar el trafico del AChR (Fig. 1.16). Esto

ocurriria porque el esqueleto esfingoide en el RE no podria ser utilizado para la biosintesis
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de SL, ya que la via esta cortada en los pasos superiores. De los experimentos que
mostramos en las Figs. 1.9 B, 1.15 By 1.16 A se observa que la cantidad de AChR en la
membrana plasmatica disminuye a medida que la concentracion de PDMP aumenta;
notablemente, la disminucién del AChR en la superficie celular es acompafada por una
concomitante disminucion de los niveles de GluCer. Conjuntamente, estos resultados
sugieren que la GluCer juega un papel critico en el trafico del AChR. La GluCer, aparte de
ser el precursor de GSL complejos y de participar en la formaciéon de dominos de membrana
resistentes a la extraccion con detergentes, puede participar en diferentes procesos
celulares en localizaciones no usuales para este lipido (Halter et al., 2007). Su localizaciéon
en la faz citosdlica del Golgi interviene en el transporte de proteinas a los melanosomas
(Sprong et al., 2001). Se han encontrado enzimas que degradan GluCer en el RE y en el
citosol, y la ausencia de las mismas resulta en elevados niveles de GluCer intracelulares
(Yildiz et al., 2006; Boot el al., 2007). Smith et al. (2006) encontraron que la SLTx (Shiga-like
toxin-1) particiona en dominios lipidicos sensibles a los niveles de GluCer en el RE, y esto
es particularmente importante en la citotoxicidad de la misma. Recientemente se encontré
una proteina que transporta GluCer hacia el RE, FAPP2 (Halter et al., 2007; D"Angelo et al.,
2007; ver comentarios de Levine, 2007). Tuuf y Mattjus (2007) determinaron que la proteina
que transfiere glicolipidos, GLTP (glycolipid transfer proteins), de la cual no se conocia su
actividad biolégica precisa, seria un sensor de los niveles celulares de GluCer y
posiblemente también actie como una proteina con capacidad de transferir GluCer entre
distintas membranas celulares (ver revisién en Brown y Mattjus, 2007). El hecho de que a
bajas concentraciones de PDMP el trafico del AChR se restaure mediante el agregado de
SM exdgena quizas se deba a que este lipido, en exceso, pueda suplir o reemplazar el
defecto de GluCer (u otro GSL superior), lo cual ya no sucede a altas concentraciones de
PDMP.

Ya que la inhibicion de la biosintesis de SL resulté en una acumulacién intracelular
del AChR, analizamos la posibilidad de que exista un problema a nivel del ensamblaje del

AChR en el RE para formar el oligdmero maduro. Esta hipotesis la estudiamos mediante un
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ensayo que se basa en la proteccion de los sitios de union de aBTX del AChR por el
agonista carbamoilcolina (Carb) (Blount y Merlie, 1988; Kreienkamp et al., 1995; Chang et
al., 1997; Keller et al., 2001). En células en las cuales se inhibi6é la biosintesis de SL la
cantidad de aBTX-Alexa®® unida en presencia de Carb fue mayor que en células controles
(ver Fig. 1.14), indicando que existe mayor cantidad de subunidades o desensambladas, lo
cual se relacionaria con una menor eficiencia de ensamblado de la proteina. Este resultado
esta de acuerdo con los experimentos de microscopia de fluorescencia en los cuales se
observa colocalizacion de AChR intracelular con sondas del RE (Figs. 1.10, 1.19y 1.21) y
una mayor cantidad del AChR en las fracciones de RE en células tratadas con PDMP (Fig.
1.27 C, ver resumen en Figs. 1.31 y 1.32). Los mecanismos de control de calidad podrian
reconocer sefiales de trafico en subunidades desensambladas, las cuales se ocultarian
cuando la proteina se encuentra completamente ensamblada (Keller et al., 2001, Wang et
al., 2002).

Recientemente se publicd un trabajo en el cual los autores postulan que existe un
control de calidad a nivel del Golgi, que controla la biogénesis del AChR y opera luego del
ensamblaje del mismo (Eimer et al., 2007). Este sistema regularia la cantidad de AChR en
membrana plasmatica enviando receptores ensamblados hacia la via degradativa,
lisosomal, o permitiendo su viaje hacia la membrana plasmatica. Nosotros observamos que
la distribucién del AChR en DRMs se altera tanto a nivel del RE como del Golgi (Fig. 1.27).
Ya que en células que exhiben la biosintesis de SL inhibida cierta fraccion del AChR aun se
ensambla en el RE y continda su transito en la via secretoria, quizas la particion diferencial
del AChR en otros dominios lipidicos altere su relacion con proteinas regulatorias del trafico
proteico, a nivel del Golgi, y conduzcan a su retiro de la via secretoria y posterior
degradacién lisosomal.

Cuando agregamos SM a las células tratadas conjuntamente con FB-1, PDMP (a
baja concentracion) o ISP-1, no observamos diferencias cuando analizamos la cantidad de

receptor ensamblado con respecto a células controles no tratadas (Fig. 1.14). Estos
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resultados eliminarian la posibilidad de que las drogas utilizadas afecten la sintesis o la
cinética de plegado o degradacion de las distintas subunidades del AChR en el RE, ya que
si este fuera el caso, la adicibon de SM a células con inhibicion farmacoldgica de la
biosintesis de SL no deberia tener efecto en estos parametros.

En el caso de altas concentraciones de PDMP, nosotros analizamos la cantidad de
calnexina intracelular en funcion de explorar la posibilidad de que la menor eficiencia en el
ensamblaje del AChR en células tratadas con PDMP podria ser una consecuencia indirecta
de una disponibilidad disminuida de esta chaperona como consecuencia del tratamiento
con la droga, pero no fue el caso (Fig. 1.23). La calnexina se asocia rapidamente con
subunidades del AChR recién sintetizadas (Gelman et al., 1995; Keller et al., 1996; Chang
et al., 1997; Wanamaker y Green, 2005, 2007) y prolonga la vida media de las estas
subunidades por aproximadamente 10 veces (Wanamaker y Green 2007). La funcién de
esta proteina, al igual que otras chaperonas que participan en la biogénesis del AChR
(como ERp57 y BiP, ver Wanamaker et al., 2003; Wanamaker y Green, 2005, 2007) es
controlar el indice de plegamiento y ensamblaje del AChR.

Como puede afectar la disminucion en la biosintesis de SL el ensamblaje del AChR?
Una posibilidad seria que el ambiente lipidico de las membranas del RE en las que se
encuentran inmersas las subunidades del AChR se distorsione, como producto de la
inhibicion de la biosintesis de SL, y esto en consecuencia afecte las interacciones proteina—
proteina de las distintas subunidades del AChR generando los defectos observados en el
ensamblaje del mismo. Nosotros analizamos las propiedades de las membranas del RE
explotando dos propiedades biofisicas de una sonda fluorescente especifica para el RE, la
sonda ER-Tracker. Mediante espectroscopia y anisotropia de fluorescencia no observamos
ningun cambio en las propiedades espectrales y de movilidad de esta sonda, con lo cual
podemos inferir que el estado general de las membranas del RE no se ve afectado luego
del tratamiento con PDMP. Teniendo en cuenta que los niveles de SL son muy bajos en
esta organela (Holthuis et al., 2001; Holthuis y Levine, 2005), es coherente que cambios en

sus niveles no afecten las propiedades generales de estas membranas. A pesar de esto, en
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los ultimos afos se han publicado varios trabajos sobre el papel de los SL en el RE, y se ha
evidenciado la intervencién o participacién de los mismos en diferentes eventos celulares.
Dos proteinas ancladas a GPI, Cwp2 y Gas1/Gpg1, no son transportadas normalmente
desde el RE al Golgi cuando la biosintesis de SL es inhibida (Skrzypek et al., 1997).
Proteinas ancladas a GPI fueron encontradas a estar asociadas con DRMs en el RE de
células HelLa (Sevlever et al., 1999), desafiando articulos previos en los cuales se reportaba
que este tipo de proteinas adquieren insolubilidad en detergentes recién en el aparato de
Golgi (Brown y Rose, 1992). Mas recientemente, la existencia de asociaciones que
estabilizan proteinas fue encontrada entre la proteina priénica PrP° y “rafts” lipidicos en el
RE (Sarnataro et al., 2004; Campana et al., 2006; Fantini, 2007). Dos proteinas de la familia
de las prohibitinas, Erlin-1 y Erlin-2, se localizan en el RE y se asocian a dominios similares
a rafts en esta organela (Browman et al., 2006). Una forma mutante de la proteina PrP,
asociada con una forma genética de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, PrPT182A, es
retenida en el RE principalmente asociada a DRMs. Alteraciones en esta asociacion,
producida por deplecion de colesterol, conduce al mal plegamiento de la proteina y su
acumulacién en el RE, con lo cual los autores proponen un rol protectivo de los DRMs en el
correcto plegamiento de la proteina (Campana et al., 2006). Smith et al. (2006) encontraron
que una fraccion de la SLTx (Shiga-like toxin-1) se encuentra normalmente en DRMs de RE,
y esta asociacion es abolida por NB-DGJ, una droga que inhibe la GluCer sintasa. Li et al.
(2006) encontraron presencia de caveolina 3 en DRMs de RE.

En base a lo mencionado anteriormente, pensamos que los SL también podrian
interactuar con las subunidades del AChR mediante particion en DRMs o “rafts” a nivel del
RE, como ocurre con PrP (Sarnataro et al., 2004; Campana et al., 2006). Nosotros
encontramos que el AChR particiona en DRMs ya a nivel del RE, y que esta particion se ve
afectada cuando se inhibe la biosintesis de SL. Se considera que existen diferentes
poblaciones de rafts lipidicos en diferentes tipos celulares, asi como dentro de la misma
célula (Pike, 2004; Wilson et al., 2004). Mas aun, la cara citoplasmatica de la membrana

esta organizada en dominios ordenados, pero su composicion es diferente de los dominios
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del lado extracelular (Gri et al., 2004; Mishra y Joshi, 2007), y existen autores que definen a
los DRMs de RE como dominios similares a rafts lipidicos en base al bajo contenido de SL
en esta organela (Pielsticker et al., 2005; Browman et al., 2006; Hendrich et al., 2007).
Nosotros obtuvimos que, si bien la particion del AChR en DRMs de fracciones enriquecidas
en RE disminuyé en células tratadas con PDMP o ISP-1 (Figs. 1.27 y 1.28), el AChR se
encuentra aun en fracciones que son insolubles en detergente. Esto podria indicar que esta
proteina se encuentra en diferentes poblaciones de DRMs en el RE, una fraccién es
sensible al contenido de SL de esta organela, y otra es insensible a los niveles de estos
lipidos, y quizas esta particion en dominios lipidicos separados juegue un rol importante en
la biogénesis del AChR (Figs. 1.31y 1.32).

Se ha propuesto que los SL podrian actuar como chaperonas en el plegamiento de
proteinas (Fantini, 2003), en base al analisis de la influencia de los SL en la conformacién
de las proteinas HIV gp-120, PrP y el péptido p-amiloide. Estas proteinas experimentan un
notable cambio conformacional cuando interactian con SLs (Fantini et al., 2002; Mahfoud
et al., 2002). Estas proteinas comparten un motivo denominado “dominio de unién a SL”
(SBD, sphingolipid binding domain), el cual se encontré también en otras proteinas (Aubert-
Jousset et al., 2004; Fantini et al., 2006). De forma similar, los fosfolipidos también han sido
propuestos a actuar como chaperonas moleculares. La presencia de fosfatidiletanolamina
en membranas de E. coli es necesaria para el correcto ensamblaje de la lactosa permeasa
(Bogdanov et al., 1996; Bogdanov y Dowhan, 1999). Mas recientemente, actividad de
chaperonas mediada por fosfolipidos fue reportada a jugar un rol importante en la
patogenia de la fibrosis quistica por participar en el trafico de CFTR (Eidelman et al., 2002).

Varios factores intervienen en el proceso de plegamiento y ensamblado del AChR
(Wanamaker et al., 2003). Estos procesos son dependientes de chaperonas residentes en
el RE (Gelman et al., 1995; Keller et al., 1996; Chang et al., 1997; Wanamaker y Green,
2005, 2007), y las interacciones AChR-chaperonas, podrian ser, en parte, responsables de
la cinética lenta del proceso de ensamblaje del AChR (Wanamaker y Green, 2007). La

mayoria de las subunidades del AChR sintetizadas son degradadas (Merlie y Lindstrom,
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1983), y el sistema de degradacion asociado al RE (ERAD, ER-associated degradation)
juega un papel clave en este proceso, ya que cuando se inhibe el ERAD se aumenta la
expresion de AChR maduros (Wanamaker et al., 2003; Christianson y Green, 2004). Los
niveles de AMPc son importantes también en el proceso de ensamblaje, ya que un aumento

del AMPc citoplasmatico incrementa la expresion en superficie del AChR (Ross et al., 1991).

insensible al
contenido de
SL

sensible al
contenido de

dominios resistentes a la extraccion
con detergentes

membrana del RE

Fig. 1.32. Modelo hipotético de distribucién de los distintos intermediarios del AChR asi como
el receptor completo en membranas del RE. Esquema que representa la distribucién diferencial
del AChR, asi como los distintos intermediarios que participan en su biogénesis, en dominios
lipidicos diferentes presentes en la membrana del RE (verde). En este modelo las diferentes
poblaciones de intermediarios del AChR se particionarian en DRMs de RE con diferentes
caracteristicas biofisicas y funcionales. Uno de los dominios es sensible al contenido de SL
(amarillo), el cual jugaria un rol importante en los estadios iniciales del proceso de ensamblaje, y otro
dominio es insensible a los niveles de SL (amarillo mas claro), el cual participaria en los estadios
mas tardios del proceso. Cierta fraccion de AChRs no se particiona en estos dominios. Ver texto para

mas detalles.
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Nosotros observamos en nuestro sistema que cuando inhibimos la biosintesis de
SLs, aumenta la cantidad de AChR desensamblado, ya que experimentalmente
encontramos que aumenta la cantidad de subunidades o desensambladas, tanto mediante
experimentos de ligazén de aBTX en presencia de Carb, como en experimentos de
gradientes continuos de sacarosa para separar intermediarios del AChR. A qué nivel del
proceso de ensamblaje intervienen los SL en el RE?. En base a los datos experimentales
podriamos concluir que se afecta principalmente la formacion de dimeros entre las
subunidades o—3 y a—¢, es decir, los estadios mas tempranos de la biogénesis del AChR
(Figs. 1.31 y 1.32). Esto podria ocurrir porque los SLs favorecerian la formacion de estas
asociaciones o0 bien porque la subunidad o, asi como la 6 0 g no se encuentran
completamente plegadas o maduras como para asociarse entre ellas cuando la biosintesis
de SL es inhibida. Se sabe que el dominio N terminal de las subunidades o, y/e y &
contienen la informaciéon necesaria para la asociacion entre estas subunidades en los
estadios tempranos de la biogénesis del AChR (Verrall y Hall, 1992; Sumikawa, 1992;
Chavez et al., 1992; Sumikawa y Nishizaki, 1994; Kreienkamp et al., 1995). Subunidades
truncadas después del segmento M1 forman heterodimeros ad y heterotrimeros adf (Yu y
Hall, 1994a). Shtrom y Hall (1996) lograron el plegamiento de la subunidad « en un sistema
in vitro. Esta subunidad, la cual posee el sitio de uniéon de aBTX, se asocia con la subunidad
3, obtenida en el mismo sistema, formando un heterodimero que contiene el sitio de unién
colinérgico de alta afinidad. Se observé que mutaciones en el segmento transmembrana
expuesto a los lipidos de la bicapa, el segmento M4, poseen diferentes consecuencias en
la biologia del AChR, desde su biogénesis, hasta su actividad funcional (Tamamizu et al.,
2000). Empleando el segmento yM4, de Almeida et al. (2006) hallaron que las propiedades
de la membrana en la que este segmento se encuentra inserto, intervienen o modulan la
interaccion péptido-péptido. La proteina chaperona calnexina se une tempranamente a la
subunidad o en su biogénesis, asi como al resto de las subunidades del AChR (Gelman et

al., 1995; Keller et al., 1996; Wanamaker y Green, 2005, 2007). Lo mismo ocurre con las
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chaperonas ERp57 y BiP (Wanamaker y Green, 2007). ERp57, BiP y calnexina se asocian
con las subunidades recién sintetizadas del AChR, permitiendo el ensamblaje inicial entre
ellas, pero no se asocian con las subunidades en los estadios finales del proceso de
ensamblaje (Wanamaker y Green, 2007). Inferimos que en los estadios iniciales del
proceso de ensamblaje los SL podrian actuar como chaperonas lipidicas, como propone
Fantini (2003), o quizas también generando un ambiente de membrana adecuado, el cual
favoreceria o estabilizaria la estructura de las subunidades recién sintetizadas, actuando en
conjunto con las proteinas chaperonas, para lograr finalmente el ensamblaje del AChR
pentamerico, el cual puede proseguir a lo largo de la via secretoria hasta la membrana
plasmatica (Figs. 1.31 y 1.32). Transiciones conformacionales del AChR, desde su estado
cerrado al abierto y al desensibilizado, son influenciadas profundamente por la composicién
lipidica de la membrana (ver revisién en Barrantes, 2004; Fernandez-Carvajal et al., 2006).
Experimentos de microscopia electronica demostraron que el 50% de la proteina
corresponde a la parte extracelular de la misma, mientras que el ~25% corresponde a los
segmentos transmembrana (Zingsheim et al., 1982; Mitra et al., 1989; Toyoshima y Unwin
1990, ver revisién en Barrantes, 2004). Un 30% de la porcion transmembrana es la que se
encuentra en contacto con los lipidos de bicapa lipidica (Toyoshima y Unwin, 1990). Asi,
cambios estructurales en los segmentos transmembrana, consecuencia de una interaccion
lipidica diferencial, podrian conducir a alteraciones a nivel del dominio extracelular y de esta
manera alterar los procesos de plegamiento y ensamblaje del AChR.

Finalmente, del analisis global de los resultados anteriores, podriamos pensar que
durante la biogénesis del AChR en el RE, las distintas subunidades, como asi también los
diferentes intermediarios y el receptor completamente ensamblado, se distribuirian en
dominios de membrana con diferentes propiedades biofisicas y con distinta capacidad
funcional (Figs. 1.31 y 1.32). Considerando los resultados y bibliografia discutidos
previamente, los estadios iniciales de la biogénesis estarian relacionados con dominios de
membrana sensibles al contenido de SL, los cuales estabilizarian o participarian

activamente en los procesos de plegamiento o maduracion de las distintas subunidades
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nacientes del AChR en el RE. Los SL, podrian mediar, conjuntamente con las proteinas
chaperonas residentes en el RE, los procesos iniciales de la biogénesis del AChR.

De lo expuesto, los niveles de SL en el RE, aunque bajos, podrian jugar un papel
importante en la estabilizacion de proteinas maduras que salen de esta organela. Los
mecanismos detallados de esta interaccién no han sido dilucidados aun, pero se podria
hipotetizar que los SLs participarian como chaperonas lipidicas, formando asociaciones
proteina-lipido en microdominios de membrana, actuar como plataformas de
direccionamiento y/o participar en la formacion de vesiculas de transporte anterégrado en el
RE. En nuestro caso, niveles intracelulares deficientes de SLs conducen a una retencion de
subunidades no ensambladas de una proteina transmembrana, el AChR, en el RE, y esto
reduce significativamente el transito de la proteina madura hacia la membrana plasmatica

en el sistema celular no polarizado utilizado en este trabajo de Tesis.
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CAPITULO Il

INFLUENCIA DEL COLESTEROL EN LA DISTRIBUCION Y
MOVILIDAD LATERAL DEL ACHR EN LA MEMBRANA

PLASMATICA DE CELULAS CHO-K1/A5
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INTRODUCCION

De acuerdo con lo que se discutiera previamente, la rapida transmision sinaptica
como lo es la mediada por el neurotransmisor acetilcolina impone requerimientos espaciales
y de concentracion para lograr una alta eficiencia (Barrantes, 2007). La alta densidad del
AChR, acumulado en forma de agrupamientos de esta proteina, en el orden de
micrometros, es una caracteristica distintiva de las membranas postsinapticas de las
uniones neuromusculares (UNM) adultas inervadas (Sanes y Lichtman, 2001).

Cuando los mioblastos se fusionan formando miotubos, varios genes sinapticos,
incluyendo los que codifican las subunidades del AChR, son activados. Asi, las distintas
subunidades del AChR son sintetizadas, ensambladas en el RE en forma de pentameros, y
los receptores completamente ensamblados son insertados en la membrana plasmatica
donde pueden alcanzar una densidad de ~1000/um® En adultos los AChR estan
concentrados a alta densidad (10000-20000/um?) en una pequefia area de la membrana,
yuxtapuesta a la terminal nerviosa, mientras que en el resto de la membrana la densidad del
receptor es <10 AChR/ um? (Barrantes, 1983; Kummer et al., 2006).

La formacion de la UNM es un proceso que resulta de multiples pasos que requieren
la accion coordinada entre las terminales nerviosas y el muisculo (Sanes y Lichtman, 2001).
La maduracién postsindptica puede ocurrir, y los acumulos de AChR pueden formarse en
ausencia de inervacién (Kummer et al., 2004). De todos modos, se desconoce hasta ahora
coOmo estos agregados supramoleculares son construidos en la superficie celular en
ausencia de inervacion (Sanes y Lichtman, 2001; Willmann y Fuhrer, 2002). Antes del
establecimiento de estas especializaciones postsinapticas, la distribucion de AChR varia
desde una distribucion en la que éstos estan difusamente dispersos hasta formar agregados
en el orden de décimas de micrén durante los estadios tempranos del desarrollo

embrionario de la UNM (Sanes y Lichtman, 2001; Willmann y Fuhrer, 2002). Estos cambios
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marcados en la organizacién supramolecular ocurren dentro de una ventana temporal muy
angosta en la ontogenia, entre los estadios embrionarios E13 y E14 (Sanes y Lichtman,
2001; Barrantes, 2007). Posteriormente, estos micro-agregados de AChR son
reorganizados por el axén de la motoneurona para formar el sitio de contacto sinaptico
(Flanagan et al., 2005; ver revisiones de Kummer et al.,, 2006; Witzemann, 2006).
Posteriormente la sinapsis neuromuscular queda estabilizada y alrededor del estadio
embrionario E17 el patron de inervacién maduro queda establecido (Witzemann, 2006).
Luego las mudltiples inervaciones de las fibras musculares son reducidas a un solo sitio de
contacto, la forma fetal del AChR (conteniendo la subunidad y) es reemplazada por el AChR
adulto (conteniendo la subunidad €) y se adquiere la morfologia caracteristica en forma de
“pretzel’ en el caso de las UNM de vertebrados, o en forma elongada, con longitud de varios
micrones, en el caso de la UNM de anfibios (ver revisiones Kummer et al., 2006;
Witzemann, 2006). Este es un proceso muy complejo en el cual intervienen varios factores
provenientes tanto del musculo (AChR, MuSK, rapsina, factores nucleares, etc.) asi como
del nervio (agrina, neuregulina, acetilcolina, etc.), discutidos en la Introduccion de la
presente Tesis.

Recientemente se ha observado que los lipidos, particularmente el colesterol y los
SL, también participarian en el proceso de biogénesis y mantenimiento de la UNM
(Campagna y Fallon, 2006; Zhu et al., 2006; Stetzkowski-Marden et al., 2006; Willmann et
al., 2006). Estos estudios determinaron que la particion del AChR en “rafts” lipidicos es
necesaria para el agrupamiento inicial del AChR asi como para la posterior estabilidad de
estas agrupaciones (ver mas adelante).

El colesterol es un componente abundante de las membranas postsinapticas
(Barrantes, 1989) y ha sido ampliamente demostrado cémo este lipido afecta las
propiedades funcionales y de distribucion del AChR (ver revisiones en Barrantes, 2004,
2007). Segun lo sefalado anteriormente, la descripcidn de la estructura de la membrana

plasmatica como un mosaico fluido por Singer y Nicholson (1972) ha sido revisada desde
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entonces y numerosos estudios demuestran que su arquitectura espacial es mucho mas
compleja (ver revision de Edidin, 2003a,b). Muchos de estos estudios indican que la
membrana plasmatica es en realidad una suerte de mosaico de compartimentos que estan
mantenidos e interrelacionados por una activa red del citoesqueleto. La teoria de los “rafts”
0 balsas lipidicas propone otro tipo de distribuciéon (Simons y van Meer, 1988; Simons e
Ikonen, 1997), en la cual, especies de lipidos especificos pueden asociarse entre si para
formar plataformas que determinarian o influirian en la particion diferencial de distintas
proteinas y servirian también como plataformas para cascadas de sefalizacion.

Usando sistemas de AChR reconstituido o0 membranas de Torpedo ricas en AChR
se ha logrado conocer en buen grado como los lipidos interactian con el AChR. Desde los
estudios pioneros de Marsh y Barrantes (1978) en membranas nativas, en los que se
determinara que los lipidos que rodean al AChR estan relativamente “inmovilizados” con
respecto al resto de la membrana, esta observacién experimental ha contribuido a indagar
acerca de las implicancias funcionales de los lipidos que rodean al receptor. Criado et al.
(1982a) determinaron que la presencia de colesterol es necesaria para conservar los
estados transicionales del AChR inducidos por agonista. Fong y McNamee (1986)
observaron que la presencia de fosfolipidos negativamente cargados asi como de colesterol
es necesaria para conservar la funcionalidad del AChR y su estructura secundaria (Fong y
McNamee, 1987). Leibel et al. (1987) determinaron que en membranas de T. californica
ricas en AChR existen dos poblaciones diferentes de colesterol, una que es facilmente
extraible y condiciona la fluidez general de la membrana y otra, dificiimente extraible, que
posiblemente rodea a las moléculas del AChR. Utilizando técnicas de extincion de
fluorescencia, Narayanaswami y McNamee (1993) postularon que existen sitios accesibles
al colesterol en los segmentos transmembrana del AChR que no lo son para fosfolipidos.
Posteriormente, Corbin et al. (1998) establecieron que el dominio de union del AChR para el
colesterol se encuentra en los segmentos aM1 y aM4 y yM4, es decir, en la interfase lipido-
proteina del AChR. Wenz y Barrantes (2005), en forma similar a lo determinado por Poveda

et al. (2002), encontraron que el AChR organiza su entorno lipidico inmediato formando
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dominios mas ordenados y rigidos que el resto de la membrana. La presencia de colesterol
en liposomas de POPC favorece la interacciébn proteina-proteina de segmentos yM4
formando agregados del péptido (Barrantes et al., 2000; de Almeida et al., 2004, 2006).

Paralelamente a los estudios en sistemas modelo, varias lineas de investigacion
abordaron el tema de las interacciones lipido-proteina a nivel celular. En 1983, Pumplin y
Bloch sugirieron que el estado o composicién de los lipidos que rodean a las agrupaciones
del AChR en miotubos de rata difieren de los del resto de la membrana. Se observé que las
agrupaciones de AChR generan dominios de membrana que difieren del resto de la bicapa
lipidica, y que estos “dominios de membrana” se alteran por tratamientos que dispersaban
las agrupaciones de AChR o removian proteinas periféricas (Scher y Bloch, 1991). Estos
autores postularon que las interacciones proteico-proteicas, asi como las interacciones
lipidicas mantienen o participan en la organizacién de estos dominios. Brusés et al., (2001)
determinaron que los dominios o “rafts” lipidicos participan en las agrupaciones de AChR en
espinas somaticas de neuronas ciliares. Marchand et al. (2002) encontraron que el AChR y
la rapsina son recuperados de fracciones de baja densidad, enriquecidas en marcadores de
“rafts” lipidicos cuando las células se extraen con Triton X-100. Mas recientemente,
Pediconi et al. (2004) observaron que el colesterol participa en la via exocitica del AChR y
que es particularmente importante en el trafico post Golgi.

Recientemente se ha determinado la importancia de los “rafts” lipidicos en la
biogénesis (estimulada por agrina) asi como en el mantenimiento o estabilidad de los
acumulos de AChR en miotubos, tanto in vivo como in vitro. Campagna y Fallon (2006),
empleando la linea celular C2C12, determinaron que el tratamiento con agrina promueve la
particion del AChR a “rafts” lipidicos y que la disrupcion de estos dominios lipidicos antes
del tratamiento con agrina impide la formacion de agrupamientos del AChR inducidos por la
misma. También observaron que las agrupaciones del AChR son desestabilizadas cuando
se alteran los dominos lipidicos. Zhu et al. (2006), utilizando el mismo modelo, también
encontraron que la agrina estimula la particion del AChR en “rafts” lipidicos y que este

proceso es precedido por la particibn de MuSK a “rafts” y requiere su activacion. La
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alteracion de estos dominios lipidicos impide la activacion de MuSK y por lo tanto la
cascada de sefiales “rio abajo” que desencadenan el agrupamiento de AChR inducido por
agrina. La rapsina se halla constitutivamente en “rafts” lipidicos (Marchand et al., 2002, Zhu
et al., 2006) y la perturbacién de “rafts” lipidicos altera la interaccion entre la rapsina y el
AChR (Zhu et al., 2006). Estos autores proponen que los “rafts” lipidicos participarian como
plataformas que facilitan la via de agrina/ MuSK y la interaccion entre la rapsina y el AChR.
Utilizando la misma linea celular, Stetzkowski-Marden et al. (2006), también sugieren que
los “rafts” lipidicos participan en el agrupamiento del AChR pero sefialan que el AChR
particiona constitutivamente en estos dominios, como ya lo habian reportado anteriormente
(Marchand et al., 2002). Utilizando microscopia de dos fotones y polarizacion generalizada
de la sonda Laurdan, estos autores (Stetzkowski-Marden et al., 2006) demostraron que las
agrupaciones de AChR residen en dominios ordenados de membrana, la cual es una
propiedad biofisica de los “rafts”. Como resultado de experimentos in vivo, ex vivo y con
cultivos celulares, Willmann et al. (2006) postularon que los dominios lipidicos enriquecidos
en colesterol, en los cuales se particionan varias proteinas postsinapticas de miotubos (tales
como AChR, MuSK, rapsina, familia de kinasas Src (SKFs), miembros del complejo de
urotrofina), participarian en la estabilizacion de las agrupaciones de AChR conjuntamente
con las SFKs, a través de interacciones mutuas. Estas Ultimas son cruciales para la
particibn en estos dominios lipidicos de las proteinas postsinapticas y estos dominios
proporcionarian el ambiente ideal a las SFKs para mantener las interacciones vy

fosforilaciones entre los distintos componentes que forman el aparato postsinaptico.

En este Capitulo estudiamos la distribucion del AChR en la membrana plasmatica de
células CHO-K1/A5 utilizando diferentes técnicas de microscopia de fluorescencia, desde la
microscopia convencional de campo ancho hasta una microscopia de Ultima generacion,
STED (stimulated emission depletion), realizada en el marco de un proyecto de
colaboracion entre el grupo que dirige el Dr. Stefan W. Hell, en el Department of

NanoBiophotonics, Max Planck Institute for Biophysical Chemistry, Géttingen, Alemania, vy el
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del Dr. Barrantes. Las células CHO-K1/A5, que han sido ampliamente utilizadas en el
laboratorio del Dr. Barrantes para estudiar las interacciones lipido-AChR, constituyen un
modelo minimalista, en el cual la expresion del AChR es aneural y esta desprovista de

proteinas de anclaje del AChR tales como la rapsina y tirosina quinasas (Barrantes, 2007).

Este capitulo se divide en tres partes:

Parte |: Andlisis de la distribucion del AChR en la membrana plasmatica de células
CHO-K1/A5 basado en microscopia de epifluorescencia (campo ancho, wide-field
microscopy).

Parte II: Andlisis de la distribucion del AChR en la membrana plasmatica de células
CHO-K1/A5 mediante depleciéon estimulada de la emision, microscopia STED (stimulated
emission depletion).

Parte Ill: Estudio de la movilidad del AChR en la membrana plasmatica mediante la
técnica de recuperacion de la fluorescencia luego del fotoblanqueado (FRAP, fluorescence

recovery after photobleaching).

Cada una ellas recurren a diferentes técnicas de estudio, las cuales seran

brevemente descriptas en cada seccion.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

El medio Nutridoma-SP (Nutridoma) proviene de Boehringer Mannheim (Alemania).
La esfingomielina (SM) dioleoil fosfatidilcolina (DOPC), el colesterol, la metil-p-ciclodextrina
(CDx) provienen de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EEUU). La aBTX conjugada con
Alexa Fluor *®® (aBTX-Alexa*®), la aBTX conjugada con Alexa Fluor *** (aBTX-Alexa®?),
la aBTX conjugada con Alexa Fluor ®* (aBTX-Alexa®"’), los anticuerpos secundarios anti-
raton y anti-conejo conjugados con Alexa Fluor *8, Alexa Fluor >*, Alexa Fluor °*°, N-(4,4-
difluoro-5,7-dimetil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-3-pentanoil) esfingosil fosfocolina
(BODIPY FL Cs-SM), 22-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)-23,24-bisnor-5-colen-
3p-ol (NBD cholesterol), el 1-(4-trimetilamoniomfenil)-6-fenil-1,3,5-hexatrieno  p-
toluensulfonato (TMA-DPH), el DilCy, (1,1'-didodecil-3,3,3',3'- tetrametilindocarbocianine
perclorato) provienen de Molecular Probes (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EEUU). El
reactivo de transfeccion PolyFect proviene de Qiagen (Hilden, Alemania). Mowiol se obtuvo
de Hoechst (Frankfurt, Alemania). La sonda fluorescente Atto®? fue provista por K.H.
Drexhage del Departamento de Quimica, Universidad de Siegen, Alemania, y fue acoplada
a un anticuerpo IgG anti-raton de oveja (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West
Grove, PA, EEUU) en el laboratorio del Dr. Stefan W. Hell del Department of
NanoBiophotonics, Max Planck Institute for Biophysical Chemistry, Gottingen, Alemania. El
anticuerpo monoclonal de ratbn mAb 210, el cual reconoce la regién inmunogénica mayor
en la subunidad a del AChR, fue gentilmente provisto por el Dr. J. Lindstrom de la Escuela
de Medicina de la Universidad de Pennsylvania (PA, EEUU). La transferrina fluorescente
(Tf-Cy5) y la droga Latrunculina A fueron gentilmente proporcionadas por el Dr. Satyajit
Mayor del National Centre for Biological Sciences, Bangalore, India. El plasmido que

codifica para la proteina rapsina conjugada con la Proteina Fluorescente Verde (rapsina-

110



GFP) fue gentiimente cedido por el Dr. Jonathan Cohen, Escuela de Medicina de la
Universidad de Harvard, Boston, EEUU. La sonda fPEG-colesterol fue provista por los Drs.
Toshihide Kobayashi y Satoshi B. Sato del Institute of Physical and Chemical Research,
Discovery Research Institute, Saitama, Japon y el Department of Biophysics, Universidad de

Kyoto, Japén.

Cultivo celular
La descripcién de las condiciones de cultivo de las células CHO-K1/A5 se realiza en

el Capitulo 1 de esta Tesis.

Transfecciones

Para la transfeccion de las células CHO-K1/A5 con rapsina conjugada con la proteina
fluorescente verde (rapsina-GFP), éstas se crecieron en medio completo durante 24 hs y
luego se transfectaron con 1.5 ug de DNA por capsula de 35 mm usando el reactivo de
transfeccién PolyFect, aplicado durante 24 h. de acuerdo con las recomendaciones del

fabricante.

Preparacion de “laminas” de membranas plasmaética

Para la preparacion de membranas plasmaticas aisladas, las células CHO-K1/A5
crecieron en cubreobjetos cubiertos con poli-lisina y tratadas segun Avery et al. (2000)
utilizando un Unico pulso (100-300 ms) de ultrasonido en buffer KGlu (20 mM Hepes, pH

7.2, conteniendo 120 mM de glutamato de potasio y 20 mM de acetato de potasio).

Remocion del colesterol y marcaje con sondas fluorescentes de membranas
plasmaticas aisladas y células enteras
Microscopia de epifluorescencia (campo ancho). En el caso de la extraccion de

colesterol en membranas plasmaticas aisladas, éstas se incubaron durante 20-30 min. a
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37°C en buffer KGlu conteniendo 10-15 mM de metil-B-ciclodextrina (CDx), luego se lavaron

con el mismo buffer. Posteriormente se marcaron con oBTX-Alexa®®*

(1 pg/ml) en buffer
KGIlu conteniendo 3% de albumina, se lavaron con buffer KGlu, se fijaron en PFA 4%
durante 30 min. a temperatura ambiente, se lavaron con M1 o PBS (150 mM NacCl, 10 mM
Na,HPO4, 10 mM NaH,PO4, pH 7.4) y finalmente se incubaron con 50 mM de CINH,4
durante 20 min., también a temperatura ambiente. El marcaje con los anticuerpos H-101 o
mAb 210 y con los anticuerpos secundarios anti-conejo o0 anti-ratbn marcados con
fluoréforos se realiz6 a 4°C durante 1 h en M1 conteniendo 1-3% albumina. En algunos

experimentos la fijacion con PFA precedié a la marcacion con aBTX-Alexa>*

(ver seccion
de resultados). Para visualizar los receptores de transfrina (Tf), se obtuvieron membranas
aisladas, se marcaron con TMA-DPH, aBTX-Alexa*® y transferrina fluorescente (Tf-Cy5) 1 h
a 4°C y se montaron para visualizar en el microscopio.

Cuando la remocién del colesterol fue realizada antes de la obtencién de
membranas plasmaticas aisladas, las células CHO-K1/A5 se trataron con 10-15 mM de CDx
en solucion Ringer (130 mM NacCl, 4 mM KCI, 5 mM CacCl,, 1 mM MgCl,, 48 mM glucosa, 10
mM Hepes, pH 7.3) durante 30 min. a 37°C. Luego de la incubacion, las células fueron
lavadas, ultrasonicadas, marcadas y fijadas como describimos anteriormente en esta
seccion.

Microscopia STED. Las células CHO-K1/A5 y las membranas plasmaticas aisladas,
en el mismo cubreobjetos, se trataron con 10 mM de CDx en buffer KGlu durante 20 min. a
37°C con el objeto de remover el colesterol de la membrana. El marcaje de AChR de la
membrana plasmatica se realiz6 empleando el anticuerpo mAb 210, seguido por el
anticuerpo secundario unido a Atto®*, Este Gltimo fluoréforo fue acoplado a un anticuerpo
IgG anti-raton de oveja. Las células y membranas plasméaticas aisladas se marcaron con

mAb 210 durante 1h a 4°C en buffer KGlu con 1% albimina, luego se lavaron e incubaron

con el anticuerpo anti-mouse-Atto®* también durante 1h a 4°C en buffer KGlu con 1%
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albumina. Las muestras se fijaron con PFA antes o después del procedimiento de marcaje
(ver seccion de resultados), finalmente se montaron en Mowiol y se fotografiaron.
Experimentos de FRAP. Las células se trataron con 10-15 mM de CDx en M1
durante 20-30 min. a 37°C. Cuando se utiliz6 Mevinolina para inhibir la biosintesis de
colesterol, las células CHO-K1/A5 se crecieron en medio Ham’s F-12 suplementado con
10% de SFB durante 48 h, posteriormente se incubaron en medio delipidado, Nutridoma,
con 0.1% de SFB, a 37°C durante 24 h en presencia de 1uM de Mevinolina. Para los
experimentos de incubacion con complejos CDx-colesterol, éstos se prepararon segun
Christian et al. (1997). Las células CHO-K1/A5 se incubaron con 3.5 — 10 mM de complejos
CDx-colesterol (CDx/colesterol = 6) a 37°C durante 20 min. Con el objeto de alterar el
citoesqueleto cortical de actina, las células CHO-K1/A5 se incubaron con 20 mM de
Latrunculina A conjuntamente con 10-15 mM de CDx (las células control se incubaron sélo
con el vehiculo de CDx, M1). Para los experimentos con sondas lipidicas, las células control
o las tratadas se marcaron con fPEG-colesterol (0.25-1 uM) o BODIPY FL Cs-SM (0.3 uM)
durante 5-10 min. a temperatura ambiente, luego fueron lavadas y montadas en
portaobjetos para su observacion. Para los experimentos con aBTX fluorescente (Alexa*®®
5556647) |as células control o tratadas se marcaron durante 1 h a 4°C con dicha sonda en M1,
se elimino el exceso de sonda por sucesivos lavados con M1 y se montaron las muestras
para microscopia. Para los ensayos de entrecruzamiento del AChR, las células se marcaron
durante 1 h a 4°C con el anticuerpo mAb 210, posteriormente fueron lavadas e incubadas
durante 1 h a 4°C con el anticuerpo secundario fluorescente. Este ultimo protocolo se utilizo

también para analizar la relacion del AChR con rapsina-GFP en la membrana plasmatica.

Microscopia de epifluorescencia (campo ancho)

La obtencién de imégenes se realiz6 en PBS o M1 conteniendo una solucion
saturada de TMA-DPH. Esta sonda se utiliz6 para identificar y visualizar las membranas

plasméticas en el canal azul. Esta marcacion también sirve para la seleccion imparcial de
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membranas ya que no se tiene en cuenta la emisién en el canal rojo (correspondiente al de
aBTX-Alexa®?). Para la obtencién de imagenes se utilizé un microscopio de fluorescencia
Zeiss Axiovert 100 TV (Carl Zeiss, Inc., Oberkochen, Alemania) con un objetivo 100x 1.4 AN
de inmersién en aceite y equipado con una cdmara CCD (2x 512 x 512-EEV chip, 13 x 13
um tamafio de pixel, Princeton Instruments Inc., Trenton, NJ, EEUU). Con este sistema se
uso6 un lente magnificador (1.6x Optovar) para evitar la sub-estimacion como consecuencia
del tamafio de pixel de la camara. Alternativamente se utiliz6 un microscopio de
fluorescencia Nikon E-300 (Nikon, Melville, NY, USA) con un objetivo 100x 1.4 AN inmersion
en aceite y empleando una camara CCD Hamamatsu ORCA ER (Hamamatsu Photonics,
K.K., Hamamatsu, Japén). Ambos microscopios cuentan con un sistema de nano-
posicionamiento piezoeléctrico (Physik Instrumente (Pl), Alemania) y con el programa
Metamorph (Meta Imaging Software, Downingtown, PA, EEUU) para la captura y
procesamiento de las imagenes. Se emplearon filtros adecuados y espejos dicroicos para

cada fluoréforo en particular.

Analisis de datos. La medicion de las intensidades de fluorescencia de las imagenes
se realiz6 delimitando las regiones de interés (ROI) con el programa Scionlmage version
4.0.2 (Scion Corp., Frederick, MD, EEUU) o Metamorph. El promedio de intensidad de
fluorescencia para cada ROI fue medido dentro de una region positiva para la marca de
oBTX (en células o membranas aisladas) a la cual se le resté la intensidad de fluorescencia
de un area igual pero negativa para aBTX, por fuera de la célula o membrana aislada. Estas
mediciones provienen de células o membranas aisladas tomadas al azar, seleccionadas
mediante las respectivas imagenes en contraste de fase o provenientes de la sefial de TMA-
DPH. El andlisis de las particulas de AChR en las membranas aisladas se realiz6 mediante
el escaneo densitométrico de cada particula, a la cual se la aproximé con una funcién de
Gauss, utilizando el programa Origin 5 (OriginLab, MA, EEUU) (Fig. 2.5). Este analisis fue

llevado a cabo en mas de 30 campos individuales, y se emplearon aproximadamente 200
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particulas en cada condicién para la cuantificacion de los distintos parametros. Los valores

se expresan como la media = D.S. de al menos tres experimentos independientes.

Microscopia STED

Las imagenes de microscopia STED fueron obtenidas por el Dr. Robert Kellner,
miembro del laboratorio que dirige el Dr. Stefan W. Hell, en el Department of
NanoBiophotonics, Max Planck Institute for Biophysical Chemistry. Para las especificaciones
técnicas del equipo y condiciones utilizadas remitirse a Kellner et al. (2007).

Andlisis de datos. La intensidad y el diametro, tomando la altura de la curva
(corregida por el ruido) y el ancho maximo a la altura media de la curva (FWHM por full-
width-half-maximum) de nano-agregados de AChR individuales, respectivamente, se
evaluaron utilizando macros desarrollados por miembros del grupo del Dr. S. Hell en el
marco del programa MatLab (The Mathworks Inc., Natick, MA, EEUU) en imagenes de 7.5 x
7.5 um con un tamafio de pixel de 15 x 15 nm. Para esto se definieron regiones que rodean
a cada particula fluorescente en la imagen. Los niveles de fondo y los FWHM fueron
obtenidos a partir de las curvas ajustadas a una funcion de Lorentz. Los promedios de los
valores para cada punto en la direccion x-y fueron obtenidos y exportados para su posterior
andlisis estadistico. Los histogramas de diametro (FWHM) e intensidad media + DS para las
diferentes condiciones experimentales fueron realizados con n>500 particulas (ver
resultados). Para mayor informacién ver Kellner et al. (2007).

El analisis de recuento de particulas de imagenes de STED (Fig. 2.24) se realizé con

el programa Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EEUU).

Mediciones de recuperacion de la fluorescencia luego del fotoblanqueado (FRAP)
Los experimentos de FRAP se realizaron empleando un microscopio confocal Leica
TCS SP2 microscope (Leica Microsystems, Heidelberg, Alemania) de acuerdo con los

protocolos del fabricante (para mas informacion ver http://www.confocal-microscopy.com).
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Se us6 un objetivo de 63X de inmersién en agua, 1.4 AN. Se utilizaron diferentes lineas de
laser de excitaciobn segun la sonda empleada (fPEG-colesterol, BODIPY FL Cs-SM y
Alexa*®® con laser de 488nm, Alexa®’ con laser 633nm). El tamafio de la apertura fue de 1
disco de Airy. El tiempo y potencia del laser para el fotoblanqueado (100%) fue determinado
para cada sonda en particular. El tamafio de ROI utilizado para las mediciones fue de 6 um?
aproximadamente. La adquisicién de las imagenes se realiz6 a una potencia menor para
minimizar el dafo por fotoblanqueado de las sondas fluorescentes. La intensidad de
fluorescencia dentro del ROI fue normalizada a la intensidad inicial (previa al
fotoblanqueado) para cada tiempo. La cinética de recuperaciéon fue determinada empleando

una aproximacién exponencial con los datos normalizados:
. (-tIT)
f)=2 A-e"")
i=1

donde A; es la amplitud de cada componente, tes el tiempo y 7; es la constante de

tiempo para cada componente. La fraccion moévil (FM) fue calculada como:

_(F.-Fy
- (Fi _Fo)

donde F. es la intensidad de fluorescencia al final del experimento de FRAP, F;es la
intensidad de fluorescencia inicial antes del fotoblanqueado y F, es la intensidad de
fluorescencia inmediatamente después del fotoblanqueado.

La determinacion de los coeficientes de difusion, D, se realizé segun Ellenberg et al.
(1997). Para ésto, los datos experimentales de recuperacion de fluorescencia fueron

graficados segun la ecuacion:
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Ly = |(f)(:|-—(W2 (W + 47Dt)Y?) + 1,

en la que /y es la intensidad en funcion del tiempo, /5 es la intensidad de fluorescencia al
final del experimento, w es la medida longitudinal del ROI, D es el coeficiente de difusién, e
I, es la intensidad de fluorescencia inmediatamente después del fotoblanqueado. El analisis
de imagenes fue realizado con el programa Leica Confocal Software version 2.61, LCS Lite
(Leica Microsystems, Heidelberg, Alemania) y Origin 5.

El célculo del area de membrana de células CHO-K1/A5 se realizé esencialmente
segun Sieber et al. (2007). El diametro celular fue calculado en imagenes de células

despegadas del cubreobjetos usando el programa Scion Image versién 4.0.2.

Preparacion de vesiculas unilaminares gigantes (GUVs, por giant unilamellar
vesicles)

Las GUVs fueron obtenidas como describe Akashi et al. (1996), utilizando el sistema
lipidico empleado por Vidal y Mcintosh (2005), compuesto de DOPC/SM/colesterol (1:1:1).
Primeramente los lipidos se solubilizaron en cloroformo:metanol (2:1) en una concentracion
de lipido de 10 mg/ml. A esta solucion se le agregaron los lipidos fluorescentes, en una
concentracion del 0.1%. Se evaporaron los solventes bajo corriente de N,, el tubo de vidrio
se mantuvo a 45° para obtener una pelicula de lipido en la porcidn inferior del tubo (2-3 cm
inferiores). Al tubo se le agreg6 una solucién de sacarosa al 0.1M y se lo colocé a 37°C
durante toda la noche. Al dia siguiente se obtuvo una “nube” lipidica que flota en el centro
del tubo, la cual se separa y se la diluye con solucién de glucosa 0.1M o agua destilada. Las
vesiculas (que contienen la solucion 0.1 sacarosa en su interior) se depositaron sobre el

portaobjetos y se observaron asi bajo el microscopio de fluorescencia.
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PARTE |

ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DEL AChR EN LA MEMBRANA PLASMATICA DE
CELULAS CHO-K1/A5 BASADO EN MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCENCIA (CAMPO

ANCHO, WIDE-FIELD MICROSCOPY)

El estudio de la distribucion de proteinas en la membrana plasmaética mediante
microscopia de fluorescencia convencional (wide-field) presenta el inconveniente de la
interferencia de la sefial de fluorescencia proveniente de planos focales que se encuentran

por encima y por debajo del plano en estudio (Fig. 2.1 A).

membrana aislada

e — pulsode . ;
cubreobjeto ultrasonido

iluminacion para microscopia de epifluorescencia

\J
C J

Fig. 2.1. Obtencibn de membranas plasmaticas para el estudio de la
distribucion de proteinas en la membrana plasmatica. A) En microscopia de
fluorescencia convencional las sondas fluorescentes son excitadas a través de una
seccion celular importante, con lo cual, la informacién recogida en la imagen
proviene de distintos planos focales B) Empleando membranas plasmaticas
aisladas se mejora mucho la resolucién debido a que sélo la membrana adherida al
cubreobjetos es fotografiada en la imagen. C) Fotografia de microscopia electrénica
proveniente de membranas aisladas de células PC12 (Lang et al., 2001). Adaptado
de Jaiswal y Simon (2007) Nature Chemical Biology 3, 92-98.
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La obtencion de membranas plasméticas aisladas, adheridas a la superficie de un
cubreobjetos, como fue descripta por Avery et al. (2000), provee una muestra donde sélo la
membrana plasmatica es posicionada en el plano focal de objetivo y asi toda la membrana
puede ser fotografiada en una sola imagen, sin interferencia de sefial de fluorescencia
proveniente de otros planos focales (Fig. 2.1 B, C) (Heuser, 2000; Lang et al., 2001, Lang,
2003). Las membranas plasmaticas aisladas son generadas facilmente mediante la
aplicacion de un pulso corto de ultrasonido a células que crecen sobre un cubreobjetos. Asi
se obtienen membranas planas, facilmente analizables mediante microscopia de
fluorescencia, y que nos permitieron, como comentamos a continuaciéon, comprender como
se distribuye el AChR en la membrana plasmatica de células CHO-K1/A5, y estudiar cémo

el colesterol participa en este fenébmeno.

RESULTADOS

La disminucion del AChR de la superficie celular dependiente de colesterol requiere
integridad celular

En un intento por mejorar la resolucion de la microscopia Optica y mejorar asi el
estudio de la distribuciébn del AChR en la superficie celular, se generaron laminas de
membrana plasmatica aisladas mediante la aplicacion de un pulso corto de ultrasonido a
células en cultivo que crecen sobre un cubreobjetos. Este tratamiento provoca el
“destechado” de las células (Avery et al.,, 2000) ocasionando la ruptura celular, como
consecuencia de la cual, queda adherida al vidrio la parte distal de la célula, lo cual es ideal
para el andlisis microscopico ya que el objeto entero puede ser observado en el mismo
plano focal, sin sefial fuera de foco (Lang, 2003).

En nuestro laboratorio se establecié previamente que la remocion del colesterol de la

membrana plasmética en forma aguda produce una disminucion de los niveles de AChR en
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la membrana plasmatica como consecuencia de un aumento en la internalizacion del AChR
(Borroni et al., 2007). En una primera serie de experimentos, las células CHO-K1/A5 se
trataron con CDx para disminuir el contenido de colesterol de sus membranas y luego se
marcaron con aBTX-Alexa®®*. Posteriormente, las células se sometieron a un pulso de
ultrasonido (100-200 ms) y finalmente se fijaron con PFA. Las membranas se marcaron
para la visualizacibn con TMA-DPH, una sonda hidrofébica fluorescente inespecifica que
marca las membranas celulares. Las laminas de membrana plasmatica aisladas se
enfocaron en primer lugar en el canal azul (TMA-DPH), se obtuvieron imagenes y

seguidamente se obtuvieron imagenes en el canal rojo (aBTX-Alexa®®).

Fig. 2.2. Membranas plasmaéticas
aisladas de células CHO-K1/A5

generadas luego del tratamiento con

aBTX-Alexa59%4

CDx y posteriormente marcadas con
aBTX-Alexa®. A) Las membranas fueron

visualizadas en al canal azul empleando el

marcaje  con TMA-DPH (columna
izquierda, seudo coloreado en verde) y en
el canal rojo para visualizar aBTX-Alexa>*
(panel derecho, coloreado en rojo), tanto
en las células control como en las tratadas
con CDx. B) Andlisis estadistico que

muestra la disminuciéon en el marcaje con

aBTX-Alexa®® como consecuencia del

e § tratamiento con CDx previo a la obtencion
§: 1001 de las membranas aisladas. Los datos
q;é :-E 75 representan la media y el D.S. de al menos
E g - * tres experimentos independientes. El
° ;; asterisco (*) denota una diferencia
%" 257 estadisticamente significativa, p < 0.001.
_*aé Barra, 10 pm.

control CDx

120



Como muestran las Figs. 2.2, 2.3, las membranas generadas por sonicacion fueron
esencialmente planas. A diferencia de la distribucion observada en preparados de célula
entera (ver Figs. AChR superficie en Capitulo 1), la marca de AChR proveniente de la sefal
de aBTX-Alexa®* aparece como puntos o particulas fluorescentes de tamafio mas o menos

uniforme, distribuidos por sobre toda la membrana (Figs. 2.2, 2.3).

TMA-DPH oBTX-Alexa594 Fig. 2.3. Membranas plasmaticas aisladas
de células CHO-K1/A5 generadas previas
al tratamiento con CDx y posteriormente
marcadas con aBTX-Alexa®. A) Las
membranas fueron visualizadas en el canal

azul empleando el marcaje con TMA-DPH

control

(columna izquierda, seudo coloreado en
verde) y en el canal rojo para visualizar
aBTX-Alexa>® (panel derecho, coloreado en
rojo), tanto en las células control como en las
tratadas con CDx. B) Analisis estadistico que

muestra la intensidad de fluorescencia de

aBTX-Alexa® de membranas aisladas
B controles y tratadas con CDx. Los datos
L representan la media y el D.S. de al menos

tres experimentos independientes. No se

-t
(4,
=

encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre las condiciones

comparadas (p > 0.05). Barra, 10 um.

(% del control)
o
o

w
o

intensidad de fluorescencia

control CDx

Las membranas obtenidas de células que fueron tratadas con CDx (Fig. 2.2 A)
exhibieron una disminucion en la intensidad de fluorescencia de aBTX-Alexa®** (~60%, Fig.
2.1 A-B), en concordancia con lo que fue observado en las células enteras (Borroni et al.,
2007), y corroborando que la disminucién de la intensidad de fluorescencia medida luego

del tratamiento con CDx refleja una disminucién de los receptores asociados a la membrana
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en la superficie celular, lo cual ocurre sélo cuando las membranas aisladas son generadas
luego del tratamiento con CDx (ver mas adelante).

Por el contrario, en las membranas aisladas que se generaron previamente al
tratamiento con CDx y posteriormente marcadas con oBTX-Alexa®®, la intensidad de
fluorescencia de las membranas en las que se produjo la remocién del colesterol no difiere
de las membranas control (Fig. 2.3 A-B). Esto indica que las particulas fluorescentes de
AChR no son extraidas de la membrana plasmatica por el tratamiento con CDx. Asi, la
disminuciéon del AChR en membrana plasmatica producida por el tratamiento agudo con

CDx requiere la integridad celular.

Fig. 2.4. Los dominios de AChR pueden

visualizarse también empleando anticuerpos

TMA-DPH Cy3-anti-AChR

contra el dominio citoplasmatico del AChR. A)
Las membranas plasmaticas aisladas generadas
previo al tratamiento con CDx (como en la figura
control " 2.3) fueron fijadas y marcadas con el anticuerpo H-
101, seguido de su anticuerpo secundario
correspondiente marcado con Cy3, IgG anti-conejo
derivatizado con Cy3 (panel derecho, rojo) y TMA-
DPH (panel izquierdo, verde) en las membranas

control y en las tratadas con CDx. B) Intensidad de

fluorescencia en las membranas control y en las
tratadas con CDx. Los datos representan la media

B . y el D.S. de al menos tres experimentos

independientes. Barra, 10 um.

intensidad de fluorescencia (u.a.)
8

control CDx

Con la finalidad de descartar la posibilidad de que la unién de la aBTX es afectada

por la remocién del colesterol, decidimos usar otra sonda para verificar los resultados
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obtenidos hasta el momento. Para ésto, tratamos membranas aisladas obtenidas por
ultrasonicacién con CDx vy las fijamos con PFA (para evitar el entrecruzamiento producido
por los anticuerpos). A posteriori las membranas se marcaron con H-101, un anticuerpo que
esta dirigido contra el epitope intracelular de la subunidad B del AChR, seguido del
anticuerpo secundario marcado con Cy3 (Fig. 2.4 A). Los resultados obtenidos de esta
manera, marcando el AChR con anticuerpos, no difieren de los obtenidos al marcar al AChR

594

con aBTX -Alexa™” (Fig. 2.3 A-B), lo cual indica que los cambios en la cinética de union de

aBTX-AChR no estan involucrados en este fendmeno (como también se evidencié por

curvas de union de aBTX-[I'?°

] con y sin agregado de CDx, Borroni et al., 2007).
Estructura de los dominios de AChR en membrana plasmatica analizados por
microscopia de epifluorescencia

Con la eliminacion de la sefial de fluorescencia fuera de foco, en las preparaciones
de membrana plasmatica obtenidas por ultrasonicacion, se obtiene una notable mejora en la
resolucion. Esto es de suma importancia para el estudio de la distribucion del AChR en la
membrana plasmatica (compare estas imagenes con las obtenidas en células enteras,
donde existe sefial proveniente de otros planos focales). Esta sefal de fluorescencia
proviene de los AChRs marcados con aBTX -Alexa®* que estan concentrados en pequefios
acumulos fluorescentes en el orden del sub-micron (Figs. 2.2 A, 2.3 A, 2.5 A). El patron de
marca caracteristico del AChR no fue observado en las mismas membranas cuando se las
observd mediante la tincién de lipidos con TMA-DPH en el canal azul (Figs. 2.2 A, 2.3, 2.5
A). El andlisis estadistico de las particulas fluorescentes reveladas por aBTX -Alexa>* fue
realizado como se indica en Materiales y Métodos y en la Fig. 2.5 B. Particulas individuales
fueron analizadas mediante densitometria y los perfiles de intensidad obtenidos
experimentalmente se ajustaron a una distribucién de Gauss (Fig. 2.5 B). Se analizaron mas
de 30 campos por condicién y se observo que el didmetro de las particulas es de 239 + 40

nm, n= 120 en las muestras control y de 238 + 47, n = 120 en las tratadas con CDx (Fig. 2.5
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C). Al igual que lo que ocurre con los didmetros, la intensidad de fluorescencia de los
agregados de AChR no mostré diferencias significativas luego de la remocion del colesterol
(Fig. 2.5 C). Sin embargo, disminuy6 claramente el nUmero de particulas fluorescentes
(40% aproximadamente) en membranas aisladas obtenidas luego de la remocion del
colesterol (Fig. 2.5 C), con lo cual, la disminucién en la intensidad de fluorescencia
observada en membranas aisladas provenientes de células tratadas con CDx (Fig. 2.2 A-B)

es consecuencia de la disminucién en el nUmero de agregados de AChR.
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Fig. 2.5. Las membranas plasmaticas aisladas permiten la visualizacion de agregados del
AChR en el orden del sub-micron. A) Membranas plasmaticas aisladas generadas por
ultrasonicacién marcadas con TMA-DPH (columna izquierda, verde) y marcadas con aBTX-Alexa®*
(columna derecha, rojo). B) Imagen magnificada (~ 1/10) de un campo mostrando el escaneo lineal
de una particula de AChR (panel superior) con su correspondiente perfil de intensidad (panel
inferior), el cual posee una distribucién que se ajusta a una curva de Gauss (linea entera que ajusta
los datos experimentales). C) Comparacion del diametro de particula, intensidad de particula, y
namero de particulas entre muestras provenientes de membranas aisladas obtenidas luego del
tratamiento con CDx. Aproximadamente 120 particulas fueron analizadas para cada condicién. El

asterisco (*) indica una diferencia estadisticamente significativa, p < 0.001. Barra, 2 um.
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Los acumulos del AChR inducidos por anticuerpos son facilitados por la remocién de

colesterol

Posteriormente estudiamos si el estado de agregacién inducido por anticuerpos del

AChR es modificado por la remocion de colesterol en la membrana plasmatica. Por esta

razén, las membranas aisladas obtenidas por ultrasonicacion fueron tratadas con CDx,

posteriormente fueron marcadas con el anticuerpo primario mAb 210 y con el anticuerpo

secundario derivatizado con Alexa*®, y finalmente fueron fijadas con PFA (Fig. 2.6 A).
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Fig. 2.6. Los agregados de AChR en
membranas aisladas tratadas con CDx
poseen mayor intensidad de
fluorescencia que en las membranas
control A) Las membranas plasmaticas
aisladas generadas de células CHO-K1/A5
previamente al tratamiento con CDx (como
en la figura 2.3) fueron Vvisualizadas
empleando TMA-DPH (panel izquierdo, azul)
0 con anticuerpos mAb 210 y su
correspondiente  anticuerpo  secundario
marcado con Alexa®® (panel derecho,
verde), en las membranas control y en las
tratadas con CDx. B) Grafico mostrando la
intensidad de fluorescencia promedio de
particulas individuales en membranas control
y en membranas tratadas con CDx. En el
inserto del grafico anterior se muestra la
comparacion del tamafio de las particulas
para las dos condiciones evaluadas. Mas de
200 particulas fueron analizadas para cada
condicién. El asterisco (*) indica una
diferencia estadisticamente significativa, p <

0.001. Barra, 5 um.
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El promedio de intensidad de las particulas individuales en membranas tratadas con
CDx aumentd en un 50% aproximadamente, cuando se lo compar6 con las membranas
control (Fig. 2.6 B). No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
tamafio de las particulas de AChR marcadas como citamos anteriormente entre las
membranas control y las tratadas con CDx (283 £82 nm y 252 =54 nm en controles y
tratadas con CDx, respectivamente, n=200) (inserto en Fig. 2.6 B). La mayor intensidad de
fluorescencia en las particulas de AChR provenientes de membranas en la cuales se
produjo la remociéon del colesterol podria explicarse por un mayor reclutamiento de
moléculas de AChR por parte de los anticuerpos, en particulas aun por debajo del limite de
resolucion. Inicialmente postulamos que este mayor reclutamiento de AChRs mediado por
anticuerpos en membranas aisladas tratadas con CDx podria ser el resultado de la mayor
fluidificacion de las membranas (Borroni et al., 2007), lo cual podria afectar la movilidad

lateral de moléculas de AChR.

Distribucién del receptor de transferrina en membranas aisladas de células CHO-
K1/A5

Recientemente Lillemeier et al. (2006) postularon que la mayoria de las proteinas
asociadas a la membrana plasmatica se encuentran formando “islas”, las cuales estan
separadas por areas de membrana libre de proteinas. Para determinar si la distribucién del
AChR en forma de particulas fluorescentes dispersas en la membrana plasmatica es
especifica del AChR o es una caracteristica general a otras proteinas se realizaron estudios
controles con otra proteina, el receptor de transferrina. Para ésto, se obtuvieron membranas
aisladas, se marcaron con TMA-DPH, aBTX-Alexa*® y transferrina fluorescente (Tf-Cy5) y
se obtuvieron las imagenes de microscopia de fluorescencia (conjuntamente de las tres
sondas). Como se observa en la figura Fig. 2.7, si bien la distribucién del receptor de
transferrina guarda similitud con el de AChR, respecto a que también se distribuye no
homogéneamente en la membrana plasmética, no existe colocalizacion entre las dos

sondas, como se observa en el panel derecho de la Fig. 2.7, ya que no existen zonas de
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superposicion entre los dos canales (que aparecerian de color amarillo). Este resultado
indica que el patron de distribucién del AChR en la membrana plasmatica de células CHO-

K1/A5 es especifico y diferente al de otras proteinas de membrana.

Fig. 2.7. El patrén de distribucion del AChR en membrana plasmatica de células
CHO-K1/A5 no es comuln a otras proteinas. Las membranas aisladas generadas a
partir de células CHO-K1/A5 fueron marcadas conjuntamente con TMA-DPH (inserto

488

en panel derecho), aBTX-Alexa™ (panel izquierdo) y Tf-Cy5 (panel medio) con el

objeto de marcar la membrana plasmatica aislada, AChRs y receptores de
488
)

transferrina, respectivamente. La superposicion de los canales verde (aBTX-Alexa

y rojo (Tf-Cy5) se muestra en el panel derecho. Barra, 5 um.
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PARTE Il

ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DEL AChR EN LA MEMBRANA PLASMATICA DE
CELULAS CHO-K1/A5 MEDIANTE DEPLECION ESTIMULADA DE LA EMISION,

MICROSCOPIA STED (STIMULATED EMISSION DEPLETION)

Como consecuencia de los limites del poder de resolucion impuestos por la
difraccion, los microscopios de epifluorescencia y confocales no pueden resolver aquellos
objetos mas cercanos a 250-200 nm (Heintzmann y Ficz, 2007). Sin embrago, recientes
avances en optica fisica han demostrado que la barrera de difraccion de microscopios de
fluorescencia puede ser superada mediante la aplicacién de los principios de agotamiento
estimulado de la emision (STED, stimulated emission depletion) (Hell y Wichmann, 1994;

Klar et al., 2000; Hell, 2003).
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Fig. 2.8. Fundamentos de microscopia STED. Adaptado de Hell (2003), Nat. Biotechnol. 21,
1347-1355.
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STED es un miembro de la nueva familia de conceptos de microscopia que, a pesar
de usar lentes regulares conlleva a una mejora en resolucion oOptica (Hell, 1997, 2004). La
Fig. 2.8 A muestra el diagrama de energia de un fluor6foro organico. Las moléculas en el
estado excitado S1 retornan al estado basal, So, mediante emisidbn espontanea de
fluorescencia. El retorno al nivel So puede ser forzado por aplicacion de luz mediante el
fendbmeno de emisidén estimulada (ver revision de Hell, 2003). Para que prevalezca este
fendmeno sobre el espontaneo, STED requiere de un intenso pulso de luz con una duracion
de una fraccion de la vida media del estado S1. Mediante longitudes de onda de STED
situadas hacia el rojo en el espectro de emision del fluoréforo se impide la re-excitacién por
los mismos pulsos. En la Fig. 2.8 B se muestra la saturacion de la deplecion del estado S1
en funcién del incremento de la intensidad del pulso STED, Istep, midiendo la fluorescencia
remanente del fluoréforo organico. La deplecion de S1 es saturable con el incremento de
Istep Y Se establece asi la relacion no lineal entre la emision de fluorescencia y la intensidad
del pulso de STED. La Fig. 2.8 C muestra un esquema de un microscopio STED. La luz de
excitacion y la de STED son sincronizadas y enfocadas en la muestra por medio de lentes,
esquematizados aqui como haces verde y rojo, respectivamente. La fluorescencia es
registrada por medio de un detector. En la parte inferior del esquema se muestra los
diferentes haces en el plano focal: el haz de excitacidn (izquierda) es superpuesto con el
haz de STED (centro), el cual posee intensidad cero en el centro del foco. La deplecion de
la emision causada por el foco de STED reduce la regién de moléculas excitadas (derecha)
s6lo al centro del mismo, formando asi un foco fluorescente que posee dimensiones por
debajo del limite de difraccion, tal como se muestra en el panel 2.8 D. En la Fig. 2.8 D se
muestra a modo de comparacion el spot fluorescente resuelto mediante microscopia STED
y confocal, en el cual se observa claramente la ganancia en resolucién lateral y axial
mediante esta nueva microscopia.

Incrementando la intensidad del haz de-excitante mas allda de un umbral de
saturacion, la resolucion del microscopio STED, en principio, podria llegar hasta la escala

molecular (Hell, 1997, 2003).
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Nosotros empleamos esta tecnologia desarrollada por el grupo del Dr. S. Hell con la
finalidad de visualizar agregados supramoleculares del AChR que estan por debajo del

limite de resolucién. Para ello, utilizamos una sonda fluorescente verde, Atto®*?

, acoplada a
un anticuerpo secundario. El AChR fue marcado con el anticuerpo monoclonal mAb 210
seguido del anticuerpo secundario unido a la sonda Atto®* en células CHO-K1/A5. Segun
sefalaramos anteriormente, esta linea celular expresa el AChR muscular adulto en forma
estable y heter6loga (Roccamo et al., 1999), estando desprovisto de proteinas de anclaje

del AChR, lo cual constituye un excelente modelo para estudiar las propiedades endégenas

de agregacién del AChR (Barrantes, 2007).

RESULTADOS

El AChR en la membrana plasmatica de células CHO-K1/A5 se encuentra en forma de
“nano — agregados”, segun lo evidencia la microscopia STED

Segun lo sefalado en la seccion anterior, la obtencion de imagenes del AChR en
membranas plasmaticas aisladas de células CHO-K1/A5 permiti6 determinar, mediante
microscopia de epifluorescencia convencional, que esta proteina se encuentra distribuida en
forma de pequefios agregados con dimensiones en el orden del sub-micrén, con un
didmetro de 250 nm aproximadamente (Borroni et al., 2007). El tamafio de estas particulas
de AChR se encuentra en el limite de resolucién de la microscopia éptica convencional (ver
revision de Heintzmann y Ficz, 2007). Con la finalidad de determinar el tamafio real de
estas agrupaciones de AChR se realizaron experimentos de microscopia STED en el marco
de un proyecto de colaboracién con el Dr. S. Hell. EI STED tiene la capacidad de resolver
particulas que se encuentran por debajo del limite de resolucion de las microscopias

convencionales (Hell, 2007).
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El AChR en membrana plasmética de células CHO-K1/A5 fue analizado en células

enteras y en ldminas de membrana aisladas, por medio de microscopia confocal y STED.

Para esto, utilizamos tres metodologias experimentales. En la primera, la fijacion fue

seguida del marcaje (fi-marc), para lo cual, las muestras fueron fijadas con PFA al 4% y

entonces marcadas con mAb 210 y el anticuerpo secundario fue marcado con Atto®*?. De

esta manera se evita el entrecruzamiento de largo alcance producido por los anticuerpos

(Tzartos et al., 1987).

confocal_ * +" 2

membrana aislada

Fig. 29. Los nano-agregados del
AChR pueden ser directamente
visualizados en la superficie celular y
en membranas aisladas de células
CHO-K1/A5. Las imagenes a baja
amplificacion, 20 x 20 um (A, B)
muestran tres células diferentes (A) o
una membrana aislada (B) que fueron
fijadas y marcadas con el anticuerpo
mAb 210 y su correspondiente
anticuerpo secundario marcado con el
fluioréforo  Atto®*. A  modo de
comparacién de la resolucién obtenida,
se muestran las imagenes obtenidas
mediante microscopia confocal (columna
izquierda) y STED (columna derecha).
Barra, 5 um. C) Imagen magnificada de
2 x 2 um correspondiente a una seccion
de la imagen de membrana aislada
mostrada en B) (marcada por un
recuadro blanco en B). Barra, 0.5 pum.
Las imagenes de fluorescencia fueron
obtenidas por el Dr. R. Kellner y forman
parte de la publicacion Nanoscale
organization of nicotinic acetylcholine
receptors revealed by  stimulated
emission depletion microscopy. Kellner,
Baier, Willig, Hell y Barrantes (2007).
Neuroscience 144, 135-143.

131



En el segundo método, el procedimiento de marcaje precedié a la fijacion (marc-fij)
para permitir de esta manera el entrecruzamiento producido por la reaccién del anticuerpo
de AChRs vecinos.

Mediante microscopia confocal se observé una distribuciéon de acamulos de AChR
en la superficie celular tanto en células CHO-K1/A5 (Fig. 2.9 A) como en membranas
aisladas (Fig. 2.9 B). Esto fue similar a lo observado mediante microscopia de fluorescencia
convencional en membranas aisladas (Figs. 2.2 y 2.3). Mediante microscopia confocal
determinamos que los diametros de las particulas fluorescentes existentes en las
membranas aisladas fue de 199 = 34 nm y 191 + 33 nm cuando las muestras fueron
marcadas con los anticuerpos luego de fijar (fij-marc) o antes de fijar (marc-fij),
respectivamente (Figs. 2.10). Estos datos estan de acuerdo con lo observado en las
membranas aisladas analizadas por microscopia de epifluorescencia.

El examen de las muestras mediante microscopia STED, obtenidas por el Dr. R.
Kellner, indicd que la medida de las particulas se redujo a 77.1 + 32.9 nmy 91.3 + 40.7 en
las dos condiciones experimentales citadas anteriormente (Fig. 2.10). La notable ganancia
en resolucion de la microscopia STED es aparente mediante la comparacién de las
imagenes a alta resolucion comparando la imagen confocal con la correspondiente de
STED ya sea en células enteras asi como en membranas aisladas (Fig. 2.9). Debido a que
las particulas medidas representan una convolucién de las mismas, las cuales poseen una
determinada funcion de dispersion puntual (PSF, point spread function), la medida real de
estas agrupaciones de AChR es aln menor (ver Kellner et al.,, 2007). De esta manera,
cuando el entrecruzamiento inducido por el anticuerpo es inhibido por la fijacién, las
imagenes de STED resuelven particulas de tamafo relativamente uniformes, como las
obtenidas mediante microscopia confocal, en particulas de menor tamafio de AChR de
tamafo variable, las cuales poseen un diametro promedio de 55 nm, a las que nos
referiremos aqui como “nano-acumulos” o “nano-agregados” del AChR (Kellner et al., 2007).

Los histogramas que describen el tamafio e intensidad de las particulas medidas en
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membranas aisladas se muestran en las Figs. 2.10 y 2.11, y estan resumidos en la Tabla

2.1
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Fig. 2.10. Distribucion de tamafios de acUmulos del AChR en membrana plasmética
determinados mediante microscopia confocal (panel superior) y STED (panel inferior). Las tres
columnas se refieren a las tres condiciones experimentales empleadas en este capitulo, las cuales se
indican en la parte superior, y los histogramas representan los datos de cinco experimentos
independientes. El nimero de particulas analizadas estéd indicado en la Tabla 2.1. Se muestra el
analisis de las imagenes de membranas aisladas obtenidas mediante microscopia confocal (panel

superior) y STED (panel inferior). A modo de comparacién, también se muestra el analisis de imagenes
de células enteras obtenidas mediante STED.

Comparando las condiciones ‘“fii-marc” y “marc-fij”, el pequefio incremento en la
distribucién de tamafos de los nano-agregados de AChR refleja la agregacion inducida por

la combinacion del anticuerpo primario (mAb 210, anti AChR) y del secundario (IgG), lo cual
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resulta en el agrupamiento de proteinas en la superficie celular (Prior et al., 2003), y, en

nuestro caso, en un aumento del tamafio de la nano-particula de un 60% (ver Tabla 2. 1).
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Fig. 2.11 Distribucion de intensidades de agregados del AChR obtenidas
mediante microscopia confocal y STED. Las tres columnas se refieren a las tres
condiciones experimentales empleadas en este capitulo, las cuales se indican en la
parte superior, y los histogramas representan los datos de cinco experimentos
independientes. El nimero de particulas analizadas esta indicado en la Tabla 2.1. Se
muestra el andlisis de las imagenes de membranas aisladas obtenidas mediante
microscopia confocal (panel superior) y STED (panel medio).

La comparacion en la distribucion de tamafios e intensidad de los nano-agregados
de AChR en células y los correspondientes en laminas de membranas aisladas, revela que
mayormente no existen diferencias entre los dos sistemas estudiados. Esto indicaria que la
distribucién de tamafos de las particulas de AChR en membranas aisladas y en células es

esencialmente similar (Figs. 2.9, 2.10y Tabla 2. 1).
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condicion diametro de particula (nm) didmetro de particula estimado (nm)

media D.S. media 99.90%

células

"fij-marc" 75.8 32.4 38.8 53.8 (n=609)
"marc-fix" 109.7 35.7 92.1 95.3 (n=541)
"CDx-marc-fix" 120.0 447 106.0 110.1 (n=734)
membranas aisladas

"fij-marc" 77.1 329 41.1 55.1 (n=1075)
"marc-fix" 91.3 40.7 63.3 69.4 (n=817)
"CDx-marc-fix" 1311 60.1 118.8 123.1 (n=616)

Tabla 2. 1. Distribucién de tamafios de nano-agregados del AChR presentes en la
membrana plasmatica de células CHO-K1/A5 determinados mediante microscopia STED en

células enteras y en membranas aisladas.

La deplecion de colesterol en la membrana plasmética favorece la formacién de
acumulos del AChR inducido por anticuerpos

Seguln se mencionara anteriormente, el colesterol es un componente clave en la
funcionalidad del AChR (Barrantes, 2003, 2004, 2007). Por otro lado el uso de CDx es un
procedimiento establecido para disminuir el contenido de colesterol de las membranas
plasmaticas (Pichler y Riezman, 2004) asi como para estudiar los efectos del colesterol en
la organizacién de agrupamientos de proteinas en la membrana plasmatica (Prior et al.,
2003). Con el objeto de confirmar que el colesterol es importante en la organizacién de los
agrupamientos de AChR en la membrana plasmatica de células CHO-K1/A5, enunciada en
la seccién anterior empleando microscopia de epifluorescencia convencional, nos
propusimos realizar experimentos similares con microscopia confocal y STED.

Para estudiar el efecto de la remocion del colesterol en la membrana plasmatica de
células CHO-K1/A5, éstas, o ldminas de membrana plasmatica aisladas, fueron tratadas

con CDx 10 mM durante 20 min. a 37°C. Posteriormente se marcaron con el anticuerpo
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monoclonal mAb 210 (Tzartos et al., 1987), con el anticuerpo secundario marcado con
Atto>*?, y finalmente se fijaron con PFA (condicién “CDx-marc-fii”). Usando esta condicion
experimental en membranas plasmaticas aisladas, mediante microscopia de
epifluorescencia, observamos un incremento en la intensidad de las particulas
fluorescentes, lo cual es indicativo de un aumento en el tamafio de los agrupamientos de
AChR con respecto a las membranas control, consecuencia de una mayor facilidad de los
anticuerpos para entrecruzar AChR vecinos (Fig. 2.6; Borroni et al., 2007). Sin embrago,
con esta técnica no pudimos observar ningdn cambio en el tamafio de las particulas entre
las membranas control y las tratadas con CDx. De forma similar, empleando microscopia
confocal, no se encontraron diferencias significativas en los tamafios de los agrupamientos
de AChR entre las muestras control y las tratadas con CDx (Fig. 2.10). S6lo pudimos
evidenciar cambios en la distribucion de la intensidad de las particulas fluorescentes,
detectando una mayor intensidad en las muestras tratadas con CDx (Fig. 2.11).
Nuevamente, la pregunta de si la remocion del colesterol facilita la agregacion
supramolecular de AChR inducida por anticuerpos continGia sin respuesta, razén por la cual
necesitamos una resolucién espacial mayor para poder contestarla.

De acuerdo con las Figs. 2.10 y 2.12, y la Tabla 2.1, la microscopia STED
demuestra cambios en la distribucién de tamafios en las particulas de AChR luego del
tratamiento con CDx, la cual no fue aparente mediante microscopia confocal. El analisis del
tamafio e intensidad de la distribucién de las particulas de AChR en las imagenes de STED
muestra un ensanchamiento en la distribucion de tamafios. Este ensanchamiento en la
curva de distribucién de tamafos provendria de la agregacion de particulas mas pequefas
de AChR, resultando en nano-agregados de AChR de mayor tamafo, lo que conduce al
aumento intensidad de las particulas de AChR observadas con microscopia de
epifluorescencia (Fig 2.6) y confocal (Fig 2.11). Como se evidencia en la Tabla 2.1, el
incremento en el diametro de los agregados del AChR inducido por anticuerpos no es tan
notable en células enteras, comparadas con las membranas aisladas. Posiblemente, las

interacciones con el citoesqueleto son las responsables de estas diferencias (ver discusién).
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Fig. 2.12. La microscopia STED
revela diferencias en la
organizacion del AChR
ocasionadas por la remocién de
colesterol de la membrana
plasmatica. Imagenes de nano-
agregados de AChR obtenidas
mediante microscopia STED en
membranas plasmaticas aisladas
provenientes de células CHOK1/A5,
en las condiciones “fij-marc” (panel
superiorl) y “CDx-marc-fij” (panel
inferior). A la derecha de cada
imagen se muestra una imagen
ampliada correspondiente al
recuadro marcado en la imagen
correspondiente de la izquierda.
Panel izquierdo, barra: 1um; panel
derecho, barra:  0.5um. Las
imagenes de fluorescencia fueron

obtenidas por el Dr. R. Kellner.
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PARTE Il

ESTUDIO DE LA MOVILIDAD DEL ACHR EN LA MEMBRANA PLASMATICA DE
CELULAS CHO-K1/A5 MEDIANTE LA TECNICA DE RECUPERACION DE LA
FLUORESCENCIA LUEGO DEL FOTOBLANQUEADO (FRAP, FLUORESCENCE

RECOVERY AFTER PHOTOBLEACHING)

La técnica de FRAP es una metodologia clasica para estudiar la movilidad de
proteinas y lipidos en células o sistemas de membrana modelo. En tales mediciones, la
recuperacion de moléculas marcadas con alguna sonda fluorescente es monitoreada dentro
de un area en la cual moléculas han sido irreversiblemente fotoblanqueadas (Fig. 2.13).
Esta técnica fue inicialmente designada por Axelrod et al. (1976a) para mediciones de
difusion en dos dimensiones de moléculas unidas a la membrana. Basicamente, en un
experimento de FRAP un pulso de luz de alta intensidad proveniente de un laser es
utilizado para fotoblanquear fluoréforos en una pequefia region (Fig. 2.13 A). A partir de ese
instante la fluorescencia comienza a recuperarse debido a la difusion lateral de fluor6foros
no fotoblanqueados a la regién fotoblanqueada, asi como por movimiento de fluoréforos
fotoblanqueados hacia fuera de esta region. En condiciones 6ptimas, la cinética de
recuperacion depende s6lo de la movilidad molecular de la molécula en cuestién, la cual a
su vez es determinada por la difusién, asi como por la cinética de unién de las moléculas
marcadas a anclajes o estructuras con menor movilidad (ver Edidin 1994; Lippincott-

Schwartz et al., 2003; Chen et al., 2006a).
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Fig. 2.13. Recuperacion de la fluorescencia luego del fotoblanqueado. A) Una célula marcada
endogena (p. ej. GFP) o exdbgenamente con una molécula fluorescente es fotografiada a bajos niveles
de iluminacién antes y después del proceso de fotoblanqueado. La recuperacién de la fluorescencia
producto de la difusion de moléculas desde los alrededores del area fotoblanqueada es monitoreada
en funcion del tiempo. B) Curva representativa de un experimento de FRAP (ver Materiales y
Métodos). En los gréaficos se muestra la recuperacion de la fluorescencia de una sola poblacion de
moléculas (simulada por una curva exponencial simple, circulos amarillos) o por una cinética que
representa a dos poblaciones de moléculas, las cuales poseen dos velocidades de recuperacion
diferentes (simulada por una curva exponencial doble, circulos naranjas). C) El nivel de recuperacion
de la fluorescencia en la region fotoblanqueada revela las fracciones movil e inmévil del fluoréforo en
la célula. Adaptado de Lippincott-Schwartz et al., (2003) Nat Cell Biol. 5, S7-S14.
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El fotoblanqueado interfiere con la adquisicion de las imagenes en microscopia de
fluorescencia ya que es deletéreo para las sondas, lo que resulta en detrimento de la
relacion sefial/ruido. Sin embrago, en experimentos de FRAP, selectivamente se
fotoblanquea un area especifica de la célula con un pulso de laser de alta intensidad.
Posteriormente la cinética de recuperacion de la fluorescencia se sigue mediante la
adquisicion de imagenes a intervalos de tiempo regulares a una baja iluminaciéon (en
idénticas condiciones a aquéllas en las que se registraron las imagenes previas al
fotoblanqueado).

Basicamente, un experimento de FRAP consta de los siguientes pasos (ver Fig.
2.13): en primer lugar, se selecciona la region de interés (en adelante ROI, region of
interest) y se mide la intensidad de fluorescencia de los fluoréforos localizados en ella, a
baja iluminacion. En segundo lugar, se aplica a esta regidon un/os pulso/s de luz de
excitacion, el cual fotoblanquea una importante cantidad de fluorescencia de la ROI.
Inmediatamente después, se mide la intensidad de fluorescencia remanente en esta region
(en idénticas condiciones a las iniciales) la cual es definida como la intensidad a t=0. Asi, la
recuperacion de la fluorescencia dentro del area fotoblanqueada es registrada en funcion
del tiempo.

Midiendo la cinética de recuperacion, es posible caracterizar las siguientes
propiedades de la molécula (ver calculos de parametros en Materiales y Métodos de esta
seccion):

- relacion entre fraccion moévil e inmovil,

- el coeficiente de difusién efectiva (Des),

- continuidad de organelas intracelulares,

- formacion de complejos proteicos (resultando en disminucion de Deg Y

fraccion movil).
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RESULTADOS

Dindmica de sondas lipidicas fluorescentes en la membrana plasméatica de células
CHO-K1/A5

En primer lugar, estudiamos si la remocioén del colesterol de la membrana plasmatica
afecta a la movilidad de dos sondas lipidicas que poseen un comportamiento diferencial.
Primero utilizamos la sonda fPEG-colesterol, cedida por los Drs. Toshihide Kobayashi y
Satoshi B. Sato. Esta sonda es un polietilengicol-esteril eter (PEG-colesterol), Fig. 2.14, el
cual tiene unido una molécula de fluoresceina para hacerla fluorescente (fPEG-colesterol).
Cuando es agregada a células vivas, esta sonda marca exclusivamente la membrana
plasmatica, y posee la particularidad de marcar sitios enriquecidos en colesterol (Sato et al.,

2004; Ishitsuka et al., 2005).

H-(D-CH,-CH,),-O

Fig. 2.14. Estructura del fPEG-colesterol

En primer lugar, analizamos la especificidad de la marca de esta sonda evaluando
su distribucion en vesiculas unilaminares gigantes (GUVSs, giant unilamellar vesicles). Para
esto las GUV se realizaron segun Akashi et al. (1996) utilizando el sistema lipidico
empleado por Vidal y Mcintosh (2005), compuesto de DOPC/SM/colesterol (1:1:1), un
sistema que esta bien caracterizado, el cual contiene dominios “rafts” y “no rafts” (Dietrich et
al., 2001; Samsonov et al., 2001). Como marcador de fase fluida utilizamos la sonda

fluorescente DilC,, (Hao et al., 2001). En la Fig. 2.15 se muestran los resultados de los
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experimentos. En la Fig. 2.15 A, se observa claramente que las dos sondas fluorescentes
empleadas, fPEG-colesterol y DilC,,, se distribuyen principalmente en distintos dominios de
membrana. Para controlar la especificidad de la sonda analizamos la distribucion de una
sonda fluorescente analoga al colesterol, NBD-colesterol, la cual segun un estudio de Loura
et al. (2001), no se distribuye en dominios ricos en colesterol. La Fig. 2.15 B muestra que el

NBD-colesterol se distribuye practicamente en los mismos dominios que el DilCy,.

Fig. 2.15. Distribucién de las sondas fluorescentes DilCy,, fPEG-colesterol
y NBD-colesterol en vesiculas unilaminares gigantes (GUVs) formadas por
DOPC/SM/colesterol (1:1:1). A) Imagenes de fluorescencia de GUVs
constituidos por DOPC/SM/colesterol (1:1:1) y marcados con DilC,, y fPEG-
colesterol (fPEG-col.), marcadores de fase fluida y sitios enriquecidos en
colesterol, respectivamente. A la izquierda se muestran las imagenes de
contraste de fase, las imagenes correspondientes a cada sonda en las
imagenes centrales, y la superposicion de las imagenes correspondientes a
ambas sondas a la derecha (merge). B) Imagenes de fluorescencia de GUVs
constituidos por DOPC/SM/colesterol (1:1:1) y marcados con DilC;, y NBD-

colesterol (NBD-col.). Las imagenes se muestran como en A). Barra, 5 um.
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Fig. 2.16. La cinética de recuperacion de la fluorescencia se describe
mediante funciones exponenciales. A) Datos experimentales (circulos negros)
provenientes de experimentos de FRAP realizados en células CHO-K1/A5, donde
se observa la recuperacion de la fluorescencia de AChR marcado con oBTX
fluorescente (panel superior) o una sonda lipidica como el fPEG-colesterol (panel
inferior). Estos datos pueden ajustarse empleando exponenciales simples (linea
color negro) o una suma de dos exponenciales (linea color rojo), ver también
Materiales y Métodos. A la derecha se muestran los residuales para cada

aproximacion.

Posteriormente, las células CHO-K1/A5 se trataron con 10-15 mM de CDx tal como
se describe en secciones anteriores y luego se marcaron con fPEG-colesterol (0.25-1 uM)
durante 5-10 min. a temperatura ambiente. Como se observa en la Fig. 2.17 A-B, la
intensidad de fluorescencia en la membrana plasméatica de fPEG-colesterol, determinada
mediante microscopia confocal cuantitativa, disminuy6 un 70% en las células tratadas con
CDx con respecto a las células control (incubadas s6lo con el vehiculo de la droga). Este

resultado esta de acuerdo con lo publicado por Sato et al. (2004).
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Fig. 2.17. Experimentos de FRAP realizados con la sonda lipidica fPEG-colesterol. A) Intensidad
de fluorescencia en la membrana plasmatica de células CHO-K1/A5 marcadas con fPEG-colesterol
en células control y en células tratadas con CDx. B) Imagenes de una serie de FRAP en células
CHO-K1/A5, control y tratadas con CDx, marcadas con fPEG-colesterol (ver Materiales y Métodos).
La region delimitada por el rectangulo blanco (~6pm2) fue fotoblanqueada y luego la recuperacién de
la fluorescencia fue seguida en funcion del tiempo por aproximadamente 4 minutos. Se muestra una
imagen magnificada del area fotoblanqueada en el inserto existente en cada fotografia. C) Curva
promedio de la recuperacién de la fluorescencia de fPEG-colesterol en células control y en células

tratadas con CDx. La fluorescencia a cada tiempo posterior al fotoblanqueado (t=0) fue normalizado a
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la intensidad de fluorescencia previa al fotoblanqueado (ver Materiales y Métodos). Los datos
corresponden a la media y el D.S. de al menos tres experimentos independientes (en cada uno de
los cuales al menos 10 células individuales fueron analizadas). La linea entera corresponde a la
aproximacion de una funcién doble exponencial a los datos obtenidos experimentalmente (ver
Materiales y Métodos y Fig. 2.16). Abreviaturas: pre fb., pre-fotoblanqueado; fb., fotoblanqueado. El

doble asterisco (**) indica una diferencia estadisticamente significativa, p < 0.01. Barra, 10 um.

Los resultados de las Figs. 2.15 y 2.17 A indican que en nuestro sistema esta
sonda es un buen reportero del contenido de colesterol en la membrana (ver Borroni et al.,
2007). En general, la cinética de recuperacién de la fluorescencia de diferentes moléculas
se describe mediante funciones exponenciales (Fig. 2.13, ver Materiales y Métodos). En la
Fig. 2.16 se puede observar como los datos experimentales de la sonda fPEG-colesterol
son descriptos mejor por una exponencial doble que por una simple (comparar los
residuales a la derecha de las curvas de recuperacion). En la Fig. 2.17 C se grafican la
cinética de recuperacion de la fluorescencia del fPEG-colesterol para la condicién control y
para las células tratadas con CDx. La fraccion movil de fPEG-colesterol en la membrana
plasmética es de ~85% y no existen diferencias entre las células control y las tratadas con
CDx, ver la Tabla 2.2.

En experimentos subsiguientes utilizamos un derivado fluorescente comercial de la

SM, la sonda BODIPY FL Cs-SM (ver Fig. 2.18)

CH4(CH,), ,CH = GHCHOH

H.C Fo F [CHEJJ_H_NHIIEH ::ITI .

O GH,0=P=0CH,CH,N(CHy)y
0

Fig. 2.18. Estructura de la sonda BODIPY FL Cs-SM
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Fig. 2.19. Experimentos de FRAP realizados con la sonda lipidica BODIPY FL Cs-SM. A)
Intensidad de fluorescencia en la membrana plasmatica de células CHO-K1/A5 marcadas con
BODIPY FL Cs-SM en células control y tratadas con CDx. B) Imagenes de una serie de FRAP en
células CHO-K1/A5, control y tratadas con CDx, marcadas con BODIPY FL Cs-SM (ver Materiales y
Métodos). La region delimitada por el rectangulo blanco (~6um?) fue fotoblanqueada y luego la
recuperacion de la fluorescencia fue seguida en funcién del tiempo por aproximadamente 4 minutos.
Se muestra una imagen magnificada del area fotoblanqueada en el inserto existente en cada
fotografia. C) Curva promedio de la recuperacion de la fluorescencia de BODIPY FL Cs-SM en

células control y en células tratadas con CDx. La fluorescencia a cada tiempo posterior al
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fotoblanqueado (t=0) fue normalizado a la intensidad de fluorescencia previa al fotoblanqueado (ver
Materiales y Métodos). Los datos corresponden a la media y el D.S. de al menos tres experimentos
independientes (en cada uno de los cuales al menos 10 células individuales fueron analizadas). La
linea entera corresponde a la aproximacion de una funcioén doble exponencial a los datos obtenidos
experimentalmente (ver Materiales y Métodos y Fig. 2.16). Abreviaturas: pre fb., pre-fotoblanqueado;
fb., fotoblanqueado. El asterisco (*) indica una diferencia estadisticamente significativa, p < 0.05.

Barra, 10 um.

Esta sonda ha sido identificada como marcador de fase fluida (Hao et al., 2001).
Marcamos células control y las tratadas con CDx con 0.3 uM de BODIPY FL Cs-SM durante
10 min. a temperatura ambiente. La Fig. 2.19 A-B muestra un leve aumento, pero
significativo, de aproximadamente un 25% en la intensidad de fluorescencia en la
membrana plasméatica de la SM fluorescente. Este resultado estaria de acuerdo con los
cambios en los valores de GP de Laurdan hacia valores mas bajos (“mas fluidos”) en
membranas de células CHO-K1/A5 tratadas con CDx (Borroni et al., 2007). Al igual que
para el caso del fPEG-colesterol, los datos experimentales de la recuperacion de
fluorescencia para el caso de la SM fluorescente se describen mejor con una exponencial
de segundo grado (Fig. 2.19 C). En la Fig. 2.19 C se grafica la cinética de recuperacion de
la fluorescencia de BODIPY FL Cs-SM para la condicién control y para las células tratadas
con CDx. La fraccion movil de BODIPY FL Cs-SM en la membrana plasmatica es de ~80% y
no existen diferencias entre las células control y las tratadas con CDx, ver la Tabla 2.2,
como ocurrié para la sonda fPEG-colesterol. Estos resultados son comparables con los

presentados por Hao et al., 2001.

condicién FM
Tabla 2.2. Fraccion moévil (FM) de fPEG-colesterol
las sondas de fPEG-colesterol y
BODIPY FL C5-SM en la membrana  Control 0.83+0.02
CDx 0.86 £ 0.03
plasmatica de células CHO-K1/A5
obtenidas mediante FRAP. BODIPY FL Cs-SM
control 0.82 £0.09
CDx 0.82 £0.02
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La movilidad lateral del AChR en la membrana plasmatica de células CHO-K1/A5 es
afectada por el contenido de colesterol

Posteriormente analizamos la movilidad lateral del AChR en la membrana
plasméatica de células CHO-K1/A5 y su relacion con el contenido de colesterol en las
mismas. Para tal fin, las células control y las tratadas con CDx se marcaron con aBTX-
Alexa*®® y posteriormente se analizaron por FRAP.

En las células control la cinética de recuperacion de la fluorescencia (Fig. 2.20)
puede ser graficada casi invariablemente siguiendo una cinética de primer o segundo grado
(ver residuales en Fig. 2.16). Elegimos la de primer grado con la finalidad de simplificar los
calculos de los pardmetros y también porque éstos se determinan con menor error con esta
funcion. Como se observa en la Fig. 2.20 la movilidad del AChR es mucho mas lenta que la
encontrada para las sondas lipidicas (Figs. 2.17 y 2.19).

En las células control, la recuperacion de la fluorescencia del AChR marcado con
aBTX fluorescente a los 10 min. es de un 50% aproximadamente (la cual corresponde a la
fraccion movil del AChR, Fig. 2.20 A-B y Tabla 2.3).

Posteriormente analizamos qué ocurre con el tratamiento de las células con CDx. En
primer lugar, y a modo de control interno, cuantificamos la cantidad de AChR en la
membrana plasmatica de las células control y las tratadas mediante microscopia confocal
cuantitativa. Segun lo comentado anteriormente, tras la deplecion de colesterol con CDx el
nivel de receptor en la membrana disminuyé un 50% (Fig. 2.20 A). De este modo, cuando
las células fueron previamente tratadas con CDx, marcadas con oBTX fluorescente y
analizadas por FRAP observamos un notorio cambio en la curva de recuperacion de la
fluorescencia (Fig. 2.20 B-C). Como se observa directamente de las curvas de
recuperacion, la deplecién del contenido de colesterol de la membrana afecta criticamente
la movilidad del AChR, a diferencia de lo observado con las sondas lipidicas (Fig. 2.17 B-C
y Fig. 2.19 B-C). La Tabla 2.3 muestra los valores correspondientes a la fraccion mévil para

ambas condiciones.
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Fig. 2.20. Experimentos de FRAP correspondientes al AChR marcado con aBTX fluorescente
en células control y tratadas con CDx. A) Intensidad de fluorescencia en la membrana plasmatica
de células CHO-K1/A5 marcadas con aBTX fluorescente en células controles y tratadas con CDx. B)
Iméagenes de una serie de FRAP en células CHO-K1/A5, controles y tratadas con CDx, marcadas con
oBTX fluorescente (ver Materiales y Métodos). La region delimitada por el rectangulo blanco (~6um2)
fue fotoblanqueada y luego la recuperacién de la fluorescencia fue seguida en funcion del tiempo
durante 10 minutos aproximadamente. Se muestra una imagen magnificada del area fotoblanqueada
en el inserto existente en cada fotografia. C) Curva promedio de la recuperacion de la fluorescencia

de AChR marcado con aBTX fluorescente en células controles y tratadas con CDx. La fluorescencia
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a cada tiempo posterior al fotoblanqueado (t=0) fue normalizada a la intensidad de fluorescencia
previa al fotoblanqueado (ver Materiales y Métodos). Los datos corresponden a la media y el D.S. de
al menos tres experimentos independientes (en cada uno de los cuales al menos 10 células
individuales fueron analizadas). La linea entera corresponde a la aproximacion de una funcién
exponencial a los datos obtenidos experimentalmente (ver Materiales y Métodos y Fig. 2.16).
Abreviaturas: pre- fh., pre-fotoblanqueado; fb., fotoblanqueado. El asterisco (*) indica una diferencia

estadisticamente significativa, p < 0.05. Barra, 10 um.

Es significativo el cambio observado en la fraccion de receptores méviles en la
membrana plasmatica tras la deplecion del colesterol de la misma: en células tratadas con
CDx, la fraccion de AChR moviles en la membrana plasmética cae a un ~20%, una
disminuciéon de mas del 50% comparado con las células control, en las cuales la fraccion de
AChR mdviles es aproximadamente de un 50% (ver Fig. 2.20 y Tabla 2.3).

A modo de control, evaluamos qué ocurre con la movilidad del AChR en la
membrana plasméatica de células CHO-K1/A5 cuando estas células son tratadas con la
droga Mevinolina, la cual inhibe la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa, HMGR,
enzima limitante en la biosintesis de colesterol, y que ha sido empleada en trabajos previos
de nuestro laboratorio para disminuir el contenido de colesterol en células CHO-K1/A5
(Pediconi et al., 2004). Las células CHO-K1/A5 se incubaron durante 24 hs. con 1uM de
Mevinolina en medio Nutridoma con 0.1% de SFB, al término de la incubacion se marcaron
con aBTX-Alexa®®® y se realizaron los experimentos segln lo describimos en la seccion
precedente. En primer lugar, y a modo de control interno, cuantificamos la cantidad de
AChR en la membrana plasmatica de las células control y las tratadas con Mevinolina
mediante microscopia confocal cuantitativa. Observamos que el AChR en la membrana
plasmética de células tratadas con Mevinolina disminuyé a un 60%, comparadas con las
células de la condicién control (Fig. 2.21 A) en coincidencia con lo reportado previamente
por Pediconi et al. (2004). La Fig. 2.21 B muestra las curvas de recuperacion de la
fluorescencia para la condicién control y para la tratada con Mevinolina durante 24 hs.
Segun se puede observar a través de dichas curvas, la deplecion crénica de colesterol

afecta de forma negativa la movilidad del AChR en la membrana plasmatica de células
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CHO-K1/A5. La fraccion movil de los AChR en la membrana plasmatica de las células
tratadas con Mevinolina es de un ~32% (0.32 + 0.01), la cual es significativamente menor (p
< 0.05) que la fraccibn movil de AChR de la condicion control (ver Tabla 2.3). Estos
resultados demuestran que la deplecion de colesterol, ya sea aguda o crénica, afecta de

forma negativa a la movilidad del AChR en la membrana plasmética de células CHO-K1/A5.
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Fig.a 2.21. Experimentos de FRAP correspondientes al AChR marcado con aBTX fluorescente
en células tratadas con Mevinolina por 24 hs. A) Intensidad de fluorescencia en la membrana
plasmética de células CHO-K1/A5 marcadas con aBTX fluorescente en células control y tratadas con
Mevinolina (1uM por 24 hs.). B) Curva promedio de la recuperacion de la fluorescencia de AChR
marcado con aBTX fluorescente en células control y en células tratadas con Mevinolina (1uM por 24
hs.). La fluorescencia a cada tiempo posterior al fotoblanqueado (t=0) fue normalizada a la intensidad
de fluorescencia previa al fotoblanqueado (ver Materiales y Métodos). Los datos corresponden a la
media y el D.S. de al menos tres experimentos independientes (en cada uno de los cuales al menos
10 células individuales fueron analizadas). La linea entera corresponde a la aproximacion de una
funcién exponencial a los datos obtenidos experimentalmente (ver Materiales y Métodos y Fig. 2.16).

El asterisco (*) indica una diferencia estadisticamente significativa, p < 0.05.
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La alteracién observada en la movilidad en la membrana plasmaéatica del AChR tras la
deplecién de colesterol se relaciona con la integridad del citoesqueleto de actina

De acuerdo con lo concluido en un estudio previo de nuestro laboratorio, cuando
disminuye el contenido de colesterol en membranas de células CHO-K1/A5, aumenta la
fluidez de la membrana (Borroni et al., 2007). En consecuencia, entendiamos que tras el
tratamiento con CDx la movilidad del AChR aumenta ya que la membrana se vuelve mas
fluida. El comportamiento inesperado observado en los experimentos de FRAP con el AChR
ocurre también para otras proteinas (Kenworthy et al., 2004).

Muchos estudios relacionan el contenido de colesterol de las membranas biolégicas
con el citoesqueleto (Maxfield, 2002; Meiri, 2005; Plowman et al., 2005; Chen et al., 2006b;
Head et al., 2006; Sun et al., 2007). Hemos informado previamente que con el tratamiento
con CDx los nano-agregados del AChR inducidos por anticuerpos aumentan de tamafo y se
reorganizan (Kellner et al., 2007), por lo cual postulamos que el citoesqueleto podria estar

involucrado en este proceso.

condicion FM

control 0.56 + 0.09 Tabla 2.3. Valores

correspondientes a la
deplecion de colesterol

fraccion de AChR moéviles en

CDx 10 mM *0.19 + 0.12 la membrana plasmatica
(FM) de células CHO-K1/A5
incubacion con CDx-colesterol L
para cada condicién
CDx-colesterol (6:1) 3.5mM 0.62 + 0.08 experimental analizada. El
CDx-colesterol (6:1) 10 mM 0.54 £0.10 asterisco  (*) indica una

participacion del citoesqueleto diferencia estadisticamente

significativa, p < 0.05.
control + Latrunculina A 20 uM 0.44 +0.04
CDx 10 mM + Latrunculina A 20 uM 0.28£0.10
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Fig. 2.22. Experimentos de FRAP correspondientes al AChR marcado con aBTX fluorescente
en células control y en células tratadas con CDx en presencia de Latrunculina A. A) Intensidad
de fluorescencia en la membrana plasmética de células CHO-K1/A5 marcadas con oBTX
fluorescente en células control y en células tratadas con CDx en presencia de Latrunculina A. B)
Imagenes de una serie de FRAP en células CHO-K1/A5, células control y células tratadas con CDx
en presencia de Latrunculina A, marcadas con aBTX fluorescente (ver Materiales y Métodos). La
region delimitada por el rectangulo blanco (~6um2) fue fotoblanqueada y luego la recuperacion de la

fluorescencia fue seguida en funcion del tiempo durante 10 minutos aproximadamente. Se muestra
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una imagen magnificada del area fotoblanqueada en el inserto existente en cada fotografia. C) Curva
promedio de la recuperacion de la fluorescencia de AChR marcado con aBTX fluorescente en células
control y en células tratadas con CDx en presencia de Latrunculina A. La fluorescencia a cada
tiempo posterior al fotoblanqueado (t=0) fue normalizado a la intensidad de fluorescencia previa al
fotoblanqueado (ver Materiales y Métodos). Los datos corresponden a la media y el D.S. de al menos
tres experimentos independientes (en cada uno de los cuales al menos 10 células individuales fueron
analizadas). La linea entera corresponde a la aproximacion de una funcién exponencial a los datos
obtenidos experimentalmente (ver Materiales y Métodos y Fig. 2.16). Abreviaturas: pre- fb., pre-

fotoblanqueado; fb., fotoblanqueado. Barra, 10 um.

Para confirmar esta hipétesis, las células se trataron con un agente que altera el
citoesqueleto de actina, un inhibidor de la polimerizacion de actina, la droga Latrunculina A
(Coué et al., 1987; Spector et al., 1989). Asi, incubamos conjuntamente células con CDx y
Latrunculina (las células control fueron incubadas so6lo con Latrunculina y el vehiculo de
CDx, M1). Aqui también analizamos la cantidad de AChR en la membrana plasméatica
mediante microscopia confocal cuantitativa (Fig. 2.22 A). Observamos que si bien el AChR
disminuye en la membrana, la diferencia no es significativa, a diferencia de lo que ocurre
cuando se incuban las células sélo con CDx.

Después del tratamiento las células fueron marcadas con aBTX fluorescente y se
realizaron los estudios de FRAP. La figura Fig. 2.22 B-C muestra que las curvas de
recuperacion de la fluorescencia en las células control y en las tratadas con CDx son
similares cuando se las incuba en presencia de Latrunculina (a ambas condiciones). La
Tabla 2.3 también indica que la fraccion moévil del AChR en la membrana plasmatica de las
células tratadas con CDx mas Latrunculina A aumenta con respecto a lo que ocurre cuando
las células son incubadas solamente con CDx. Si bien la condicion CDx més Latrunculina A
no alcanza los valores de la condiciébn control, existe una recuperacion parcial de la
movilidad del AChR en la membrana plasmética de las células tratadas con CDx mas
Latrunculina A (ver Fig. 2.22). Estos resultados sustentan la hipotesis segun la cual el
citoesqueleto interviene, al menos en parte, en la relacién colesterol-AChR en la membrana

plasmatica como lo habiamos planteado previamente (ver discusion).
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La incubacion con complejos CDx-colesterol no afecta negativamente la movilidad
del AChR en la membrana plasmatica

Analizamos también cémo se comporta el AChR cuando se realiza el experimento
en presencia de CDx acomplejada con colesterol. Para esto preparamos CDx-colesterol
segun Christian et al. (1997) quienes demuestran que usando diferentes relaciones
CDx:colesterol es posible manipular el contenido de colesterol celular.

Usamos una relaciéon CDx:colesterol 6:1 e incubamos las células con 3.5-10 mM de
esta mezcla. En primer lugar, analizamos qué ocurre con el AChR en la membrana
plasmaética tras el agregado de CDx-colesterol mediante microscopia confocal cuantitativa.
Como se puede observar en la Fig. 2.23 A-B, no existen diferencias entre las células control
y las tratadas con CDx-colesterol (comparar con lo que ocurre con la incubacion de CDx
sola, Fig. 2.20). Cuando analizamos la cinética de recuperacion de la fluorescencia del
AChR marcado con aBTX fluorescente entre las células control y las tratadas con CDx-
colesterol (Fig. 2.23 B-C) observamos que difiere totalmente de lo observado cuando se
incuban las células solo en presencia de CDx. La Tabla 2.3 muestra que la fraccién de
AChR mdviles en la membrana plasmatica de las células tratadas no se vio afectada (ver

también més adelante los coeficientes de difusion).

condicion coeficiente de difusion, D
(cm?/seg.)

fPEG-colesterol
control 8.3+1.3x10™"°
CDx *5.9+ 0.6 x10™°

BODIPY FL Cs-SM
control 5.2+0.4 x10™%°
CDx 42+ 1.1x10"%°

Tabla 2.4. Coeficientes de difusion, D, determinados segun Ellenberg et al.
(1997), ver Materiales y Métodos, de las sondas fPEG-colesterol y BODIPY FL
Cs-SM. Los datos corresponden a la media y el D.S. de al menos tres
experimentos independientes. El asterisco (*) indica una diferencia

estadisticamente significativa, p < 0.05.
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Fig. 2.23. Experimentos de FRAP correspondientes al AChR marcado con aBTX fluorescente
en células control y en células tratadas con CDx-colesterol. A) Intensidad de fluorescencia en la

membrana plasmatica de células CHO-K1/A5 marcadas con aBTX fluorescente en células control y
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en células tratadas con CDx-colesterol 3.5 y 10 mM (relacién CDx:colesterol 6:1). B) Imagenes de
una serie de FRAP en células CHO-K1/A5, control y tratadas con CDx-colesterol, marcadas con
aBTX fluorescente (ver Materiales y Métodos). La regién delimitada por el rectangulo blanco (~6um?)
fue fotoblanqueada y luego la recuperacion de la fluorescencia fue seguida en funcién del tiempo por
aproximadamente 10 minutos. Se muestra una imagen magnificada del area fotoblanqueada en el
inserto existente en cada fotografia. C) Curva promedio de la recuperacién de la fluorescencia de
AChR marcado con aBTX fluorescente en células controles y tratadas con CDx-colesterol. La
fluorescencia a cada tiempo posterior al fotoblanqueado (t=0) fue normalizada a la intensidad de
fluorescencia previo al fotoblanqueado (ver Materiales y Métodos). Los datos corresponden a la
media y el D.S. de al menos tres experimentos independientes (en cada uno de los cuales al menos
10 células individuales fueron analizadas). La linea entera corresponde a la aproximacion de una
funcion exponencial a los datos obtenidos experimentalmente (ver Materiales y Métodos y Fig. 2.16).

Abreviaturas: pre- fb., pre-fotoblanqueado; fb., fotoblanqueado. Barra, 10 um.

El coeficiente de difusion del AChR en la membrana plasmética de células CHO-K1/A5
es sensible al contenido de colesterol de la misma

Para la determinacion de los coeficientes de difusibn empleamos el método de
Ellenberg et al. (1997). En primer lugar, calculamos el coeficiente de difusién de las sondas
lipidicas en la membrana plasmatica de células CHO-K1/A5 (Tabla 2.4). Observamos que el
valor de D para estas sondas en nuestro sistema es de ~8.3 x 10™"° cm?%seg. para la sonda
fPEG-colesterol y de ~5.2 x10™° cm?%seg. para la sonda BODIPY FL Cs-SM. Estos valores
de D caen en el rango de los valores publicados para sondas lipidicas en membranas,
determinados por FRAP, los cuales varian de 10®a 10™° cm?/seg. (Vaz et al., 1982; Ladha
et al., 1994; Schootemeijer et al., 1994 ; Johnson et al., 1996; Pucadyil y Chattopadhyay,
2006 ; Pucadyil et al., 2007). De acuerdo con la Tabla 2.4, tras la deplecién de colesterol en
la membrana plasmatica, el valor de D para la sonda fPEG-colesterol disminuye en
aproximadamente un 30%, no encontrdndose cambios significativos en el valor de D para la
sonda BODIPY FL Cs-SM (Tabla 2.4). De lo expuesto, la sonda fPEG-colesterol, la cual
particionaria en dominios ricos en colesterol, es mas sensible a los niveles de este lipido en
la membrana. De igual modo, mediante experimentos de FRAP en membranas de

hipocampo, Pucadyil y Chattopadhyay (2006), encontraron que la sonda DilCg, la cual
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particionaria en dominios ordenados, evidencia mayor sensibilidad al contenido de
colesterol que la sonda FAST Dil, la cual particionaria en dominios mas fluidos.

Seguidamente determinamos los valores de D para el AChR en la membrana
plasmaética de células CHO-K1/A5 para cada condicién analizada anteriormente. Los valores
de D obtenidos pueden observarse en la Tabla 2.5. En un trabajo muy pionero, Axelrod et
al. (1976b) determinaron los coeficientes de difusion del AChR insertado en la membrana de
miotubos en cultivo primario. Determinaron que existen dos poblaciones de AChR, una
practicamente inmovil, formando grandes agrupaciones (en el orden de decenas de um) y
otra movil, que se encuentra difusamente distribuida en la membrana plasmatica.
Observaron ademas que el valor de D para estos receptores moviles es de 5 + 2 x10
“em?/seg. Este valor coincide con el encontrado en nuestro laboratorio en membranas de
células CHO-K1/A5 (~4.6 x10cm?/seg.). Este valor se reduce practicamente a la mitad
cuando las células son tratadas con CDx (2.7 x10™*cm?/seg.), lo que se refleja claramente
en la curva de recuperacion de la fluorescencia del AChR (Fig. 2.20 C). Estas diferencias en
el valor de D desaparecen cuando las células son tratadas conjuntamente con Latrunulina A
(Tabla 2.5), asi como el valor de D para el AChR se hace ligeramente mayor, lo que podria
indicar que en células CHO-K1/A5, como ocurre con el AChR en miotubos, esta proteina en
la membrana plasmatica se encuentra relacionada con el citoesqueleto (Bloch et al., 1989;
Pumplin 1989; Dai et al., 2000). Llamativamente, cuando las células son tratadas con CDx-
colesterol, aumenta el valor de D a medida que la concentracion de dicho complejo
aumenta, como ocurre para EGFR (Orr et al., 2005).

Determinamos también los coeficientes de difusibn segun la metodologia de
Pouwels et al. (2004) para ROIs rectangulares. Con éste método, los valores de D hallados

son similares a los obtenidos segun Ellenberg et al. (1997) (datos no mostrados).
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condicion coeficiente de difusion, D
(cm®/seg.)
control 4.6+0.9x10"

deplecion de colesterol

CDx 10 mM

incubacion con CDx-colesterol

*2.7+0.8x10™M

CDx-colesterol (6:1) 3.5mM
CDx-colesterol (6:1) 10 mM

participacion del citoesqueleto

6.3+2.6 x10™
*11.7 + 4.4 x10™

control + Latrunculina A 20 uM

6.7+ 1.8 x10™

Tabla 2.5. Coeficientes de
difusién, D, determinados
segun Ellenberg et al. (1997),
ver Materiales y Métodos, del
AChR en cada condicién
estudiada. Los valores
expresados representan el
ajuste segun Ellenberg et al.
(1997) de las curvas promedio
para cada condicion (= el
error de ajuste). El asterisco
(*) indica una diferencia

estadisticamente significativa,

CDx 10 mM + Latrunculina A 20 pM 4.9+2.1x10™ p < 0.05.

Andlisis de la naturaleza de la fraccion de AChR méviles en la membrana plasmatica
de células CHO-K1/A5

Segun lo sefalado anteriormente, los AChR en la membrana plasmética de células
CHO-K1/A5, estan presentes en forma de pequefios agregados de AChR con un tamafio
gue se encuentra por debajo del limite de resolucidn del microscopio éptico (Borroni et al.,
2007), con un diametro de ~55 nm (Kellner et al., 2007). En un trabajo reciente, Sieber et al.
(2007) determinaron que las agrupaciones de sintaxina en la membrana plasmética
dependen de interacciones débiles proteina—proteina, y que las moléculas de sintaxina en
dichas agrupaciones son dinamicamente intercambiadas con moléculas libres en la
membrana. En el presente capitulo, nosotros demostramos que la movilidad del AChR en la
membrana plasmatica es dependiente del colesterol, y que el citoesqueleto cortical de
actina estaria involucrado, al menos en parte, en dicho fenémeno. Debido a que el AChR se
encuentra en forma de nano—agregados, estas agrupaciones son maviles o la fraccion movil
del AChR en la membrana corresponde a moléculas individuales del AChR que difunden

libremente, tal como es el caso de las moléculas de sintaxina?
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Fig. 2.24. Naturaleza de la fraccion movil de AChRs. A) Izquierda, imagen de STED
correspondiente a AChRs presentes en la membrana plasmatica de células CHO-K1/A5 fijadas
previo al marcaje con mAb 210 y su anticuerpo secundario derivatizado con la sonda Atto532.
Derecha, cuantificacion del nUmero de particulas en la imagen previa realizada con el programa
Image J (ver Materiales y Métodos). B) Esquema representando el niimero maximo de moléculas de
AChR (con un diametro de 8 nm; Unwin, 1993) comprendidas en un area de 55 nm de diametro,
correspondiente a un nano—agregado del AChR (Kellner et al., 2007). C) Izquierda, imagen de STED
de nano—agregados del AChR en la membrana plasmatica inducido por anticuerpos. La incubacién
con el anticuerpo primario mas el secundario fluorescente se realiz6 en células vivas, previa a la
fijacion, lo que resultd en el entrecruzamiento de AChRs (Kellner et al., 2007). Derecha,
cuantificacién del numero de particulas en la imagen previa realizada con el programa Image J. D)
Gréfico de la recuperacion de la fluorescencia de AChR marcado con el anticuerpo primario mAb 210
y el anticuerpo secundario fluorescente. La fluorescencia a cada tiempo posterior al fotoblanqueado
(t=0) fue normalizado a la intensidad de fluorescencia previa al fotoblanqueado (ver Materiales y
Métodos). Los datos corresponden a la media y al D.S. de al menos tres experimentos

independientes. Barra, 0.5 um.

Mediante el analisis de imagenes de STED del AChR en la membrana plasmética
observamos que la densidad de los nano—agregados del AChR es de ~10.4 nano—
agregados/um? (Fig. 2.24 A). La superficie de la membrana plasmatica de las células CHO-
K1/A5, determinada mediante el analisis de imagenes de fluorescencia de células marcadas
con oBTX fluorescente, es de ~525 um? (el diametro celular es ~12.9 + 1.5 um, n=86, ver
Materiales y Métodos). De esta manera, considerando la densidad de nano—agregados del
AChR vy la superficie de la membrana plasmatica de las células CHO-K1/A5, el nimero de
nano—agregados del AChR por célula es de ~5460. El diametro de una molécula de AChR,
determinado mediante microscopia electrénica, es de ~8 nm (Unwin, 1993). Debido a que el
diametro medio de los nano—agregados del AChR es de aproximadamente 55 nm (Kellner
et al., 2007), el numero maximo de AChR por agregado es de ~37 (Fig. 2.24 B), llevando a
un nuamero total de ~200000 moléculas de AChR en la membrana plasmatica de células
CHO-K1/A5.

Disefiamos un experimento con la finalidad de entrecruzar los AChR presentes en la
membrana plasmética de las células CHO-K1/A5 con el objeto de secuestrar moléculas

libres del AChR. Por esta razdn, las células fueron incubadas con el anticuerpo monoclonal
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mAb 210 y posteriormente con el anticuerpo secundario marcado con Alexa*®. Luego se
realizaron los experimentos de FRAP tal como se habian realizado anteriormente. En la Fig.
2.24 C se muestran las correspondientes imagenes de STED de nano—agregados de AChR
inducidos por anticuerpo, mAb 210 y el correspondiente anticuerpo secundario marcado con
Atto®*. El anélisis de las imagenes analogo al descrito para la Fig. 2.24 A indicé que la
densidad de los agregados de AChR en la membrana plasmatica es aproximadamente tres
veces menor (~3.3 nano—agregados/um?, Fig. 2.24 C) que la hallada en las células control
(Fig. 2.24 A). Segun lo mostraramos anteriormente, el entrecruzamiento inducido por
anticuerpos incrementa el diametro de los nano—agregados del AChR de ~55 a 95 nm
(Kellner et al., 2007). De este modo, el area de los nano—agregados del AChR inducidos por
anticuerpo se incrementé aproximadamente tres veces (7088 nm?) comparado con el area
de los agregados del AChR en las células control (2376 nm?). En virtud de que el nimero de
AChRs en la membrana plasmética se mantiene constante (la densidad de los nano—
agregados del AChR inducido por anticuerpos disminuye ~3 veces, pero el area de los
mismos se incrementa ~3 veces), el incremento en el area de los agregados de AChR
inducido por anticuerpo sugiere el reclutamiento de agregados de menor tamafio o
moléculas libres de AChR dentro de estructuras de mayor tamafio (ver Barrantes, 1983).

La dinamica de los AChRs entrecruzados mediante incubacién con anticuerpos fue
analizada por FRAP. La Fig. 2.24 D muestra que la fluorescencia no se recupera en el curso
del experimento (10 min. en Fig. 2.24 D), tampoco observamos recuperacion de la
fluorescencia en experimentos de hasta 20 min. De esta manera, la ausencia de
recuperacion de la fluorescencia bajo estas condiciones experimentales, sugiere que la
fraccibn movil de los AChRs presentes en la membrana plasmatica corresponde a
moléculas de AChR que difunden libremente y que se intercambian con los AChR presentes
en los nano—agregados, los cuales podrian ser considerados inmdviles para la escala

temporal utilizada en los experimentos.
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Rapsina-GFP se asocia con el AChR en la membrana plasmatica de células CHO-
K1/A5y reduce la movilidad del receptor en la misma

Con la finalidad de analizar si la union a proteinas afecta a la movilidad del AChR en
la membrana plasmatica, transfectamos células CHO-K1/A5 con rapsina-GFP, la cual
interactla con la porcion citoplasméatica del AChR (Ramarao y Cohen, 1998). Primeramente
analizamos los niveles de expresidon de AChR y rapsina-GFP mediante microscopia de
fluorescencia cuantitativa (Fig. 2.25 A). De acuerdo con la Fig. 2.25 A, la sobre-expresion
de rapsina-GFP afecta negativamente los niveles de AChR en la membrana plasmética (Fig
2.25 B), en concordancia con resultados publicados por Han et al. (2000). Evaluamos la
movilidad del AChR mediante experimentos de FRAP como en las secciones previas. Para
realizar estos experimentos elegimos las células que expresan ambas proteinas en la
membrana plasmatica. Como se observa en la Fig. 2.25 C, la movilidad del AChR en células
gue expresan rapsina-GFP estd severamente reducida, asi como también la fraccién de
AChRs moviles, que disminuye a ~15%. Para evaluar si la rapsina-GFP interacttia con el
AChR en la membrana plasmética de células CHO-K1/A5, realizamos experimentos de
entrecruzamiento de AChRs mediante el uso de anticuerpos. Para esto, las células se
incubaron con el anticuerpo mAb 210 y luego con el anticuerpo secundario derivatizado con
Alexa®’. La Fig 2.25 A muestra que las células que expresan conjuntamente AChR y
rapsina-GFP presentan una marca difusa de ambas proteinas por toda la membrana (muy
pocas células que expresaban rapsina-GFP presentaban acumulos del AChR en la
membrana). Sin embargo, cuando realizamos el experimento de entrecruzamiento de
AChRs mediante anticuerpos (Fig 2.25 D) se observa que la formacién de acumulos de
AChRs en la membrana plasmatica conduce a la formacién de acumulos de rapsina-GFP,
los cuales poseen una buena colocalizacion (Fig 2.25 D). De esta manera, como es de
esperar, la interacciéon del AChR con proteinas asociadas a la membrana plasmatica, en
este caso rapsina-GFP, conduce a una menor movilidad lateral del receptor, la cual es

evidenciada mediante ensayos de FRAP.
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Fig. 2.25. Relacion rapsina-GFP y AChR en la membrana plasmatica de células CHO-K1/A5. A)
Imagen de células CHO-K1/A5 expresando AChR vy rapsina-GFP. Para visualizar el AChR en la
membrana plasmatica, las células fueron marcadas con aBTX-Alexa>™®. B) Grafico mostrando la
intensidad de fluorescencia del AChR en la membrana plasmatica (barras negras) en células que
expresan o no rapsina-GFP en su superficie (barras blancas). C) Curva promedio de la recuperacion
de la fluorescencia de AChR marcado con aBTX fluorescente en células que expresan conjuntamente
AChR vy rapsina-GFP. La fluorescencia a cada tiempo posterior al fotoblanqueado (t=0) fue
normalizada a la intensidad de fluorescencia previa al fotoblanqueado (ver Materiales y Métodos). La
linea entera corresponde a la aproximacion de una funcién exponencial a los datos obtenidos
experimentalmente (ver Materiales y Métodos y Fig. 2.16). D) La formacion de acimulos de AChR
mediante la incubacion con anticuerpos primario y secundario para esta proteina (izquierda),
conduce al agrupamiento de la proteina rapsina-GFP en la membrana plasmatica (centro). A la

derecha se observa la imagen de colocalizacion de ambas proteinas (merge). Barra, 10 um.
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DISCUSION

En este capitulo hemos estudiado como se distribuye el AChR en la membrana
plasmatica de células CHO-K1/A5 y como esta distribucion es sensible al contenido de
colesterol de la misma. Mediante microscopia de fluorescencia convencional en
combinacién con las membranas plasmaticas aisladas generadas por ultrasonicacion
determinamos que la distribucién del AChR no es en forma difusa, como lo sugieren las
imagenes obtenidas de célula entera (ver imagenes de AChR en superficie del capitulo 1).
Por el contrario, observamos que el AChR se encuentra distribuido en forma de pequefas
agrupaciones con un tamafio menor al que es capaz de resolver esta técnica (~250 nm,
Borroni et al., 2007). Los experimentos realizados en colaboracion con el Dr. S. Hell
utilizando microscopias de ultima generacidn, como es el caso de STED, arrojaron nuevos
datos acerca de la topografia del AChR en la superficie celular e hicieron posible, por
primera vez, el estudio de la distribuciébn de un canal ibnico mediante microscopia 6ptica
nano-resolutiva (Kellner et al., 2007). Pudimos determinar que el tamafio de los acumulos
del AChR en nuestro sistema es aproximadamente 5 veces menor al determinado mediante
el uso de microscopias convencionales, aproximadamente de 55 nm, con lo cual
denominamos a estas agrupaciones nano-agregados de AChR (Kellner et al., 2007). La
hipotesis postulada en la primera seccion de este capitulo (Borroni et al., 2007), segun la
cual el tamafio de estos agregados, inducidos por anticuerpos depende del contenido de
colesterol en la membrana plasmética, fue confirmada con el uso de STED (Tabla 2.1).
Analizando la distribucion espacial del AChR (Kellner et al., 2007) se observd que las
particulas del AChR se encuentran distribuidas al azar en la superficie de la membrana de
células CHO-K1/A5, pero estas particulas son redistribuidas e interrelacionadas como
consecuencia de la remocién parcial del colesterol de las mismas. Se observé que este
cambio es mas notable en las células enteras que en las membranas aisladas, lo que podria

ser indicativo de la necesidad de contar con un citoesqueleto totalmente funcional (ver mas
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adelante). En la (ltima secciéon de este capitulo estudiamos la dinamica del AChR en
nuestro sistema mediante el uso de la técnica de FRAP. Pudimos observar que la difusion
del AChR en el plano de la membrana plasmatica de las células CHO-K1/A5 es comparable
a la obtenida en la fraccion movil, difusamente distribuida de AChRs en miotubos de rata,
descripta por Axelrod et al. (1976b) - la inmdvil corresponde a los agregados del AChR que
estan en el orden de varios um -. Esta movilidad se encuentra severamente afectada
cuando se elimina parcialmente el colesterol de las membranas, disminuyendo
practicamente a la mitad la fraccion de AChR mdviles en la misma (Fig. 2.20, Tabla 2.3).
Mediante el uso de una droga que afecta el citoesqueleto de actina (Latrunculina A) y con la
incubacién de células con CDx-colesterol (forma en la cual se puede adicionar colesterol a
la membrana) revertimos este fendmeno y aumentamos, con el Ultimo tratamiento, la
movilidad del AChR en la membrana plasmética (Tabla 2.5). Todos estos hallazgos
coinciden con los reportes que destacan la estrecha relacién que existe entre el AChR y el
colesterol en la membrana (ver revisién Barrantes, 2004, 2007) y podrian indicar que parte
de los efectos sociales observados entre estas dos entidades podrian ser mediados, al
menos en parte, por elementos de anclaje al citoesqueleto (ver mas adelante).

Mediante experimentos de FRAP, observamos que la sonda fPEG-colesterol posee
una fraccién de moléculas moviles de ~85 % (al igual que la sonda BODIPY FL Cs-SM), la
cual no se madifica luego de la deplecién de colesterol (Tabla 2.2), pero llamativamente, en
cambio, su coeficiente de difusion disminuye luego del tratamiento con CDx (Tabla 2.4). Se
reportd que la deplecién del colesterol de membrana disminuye el coeficiente de difusion,
asi como también la fraccidbn movil, de las sondas lipidicas DilCy, y DilCyg (Vrljic et al.,
2005). Otros autores observaron, por el contrario, que la deplecién de colesterol de las
membranas aumenta la movilidad de sondas lipidicas fluorescentes, DilCis y FAST Dil
(Pucadyila y Chattopadhyay, 2006) o DilC;, (Sun et al., 2006). Sin embrago, se debe tener
en cuenta que la estructura molecular de los analogos lipidicos determina su localizacién
diferencial en la membrana, y que cada sonda debe ser analizada en forma particular, aun

para una misma especie lipidica (ver Fig. 2.15) y para el sistema en estudio (Wang y Silvius,
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2000; Loura et al.,, 2001; Sharma et al., 2002; Sato et al., 2004; Ishitsuka et al., 2005;
Omel'kov et al., 2006; Epand, 2006).

La interaccion lipido-proteina presupone contactos intimos entre los segmentos
transmembrana de la proteina y los lipidos que la rodean (ver revision Barrantes, 2004).
Toyoshima y Unwin en 1990 determinaron, mediante microscopia crioelectrénica de
vesiculas tubulares de Torpedo, qué fraccion del AChR interactia con los lipidos de la
membrana: la porcién transmembrana ocupa aproximadamente un 25% del volumen total
de la proteina, del cual un 30% corresponde a la porcién que se contacta con los lipidos de
la membrana (la porcién extracelular y el dominio intracelular ocupan aproximadamente un
55% y un 30% del volumen total de la proteina, respectivamente). Barrantes (2003) propuso
un modelo basado en tres anillos concéntricos delimitados por los segmentos
transmembrana del AChR, a saber: el anillo interno compuesto por cinco segmentos
transmembrana M2; el anillo medio formado por diez segmentos M1 y M3, y el anillo mas
externo y en mayor contacto con los lipidos de la membrana, formado por los cinco
segmentos M4. Esta region contendria el sitio de unidn/interaccion del colesterol con la
proteina (Corbin et al., 1998). Aunque no forman parte de la via de conduccion de iones, la
parte expuesta a los lipidos del anillo medio, y particularmente el anillo mas externo,
significativamente modulan la funcibn del AChR (Barrantes, 2004), enfatizando la
importancia de las interacciones lipido-AChR y principalmente colesterol-AChR en la
funcionalidad del AChR (Barrantes, 2007). Recientemente, Nievas et al. (2007) encontraron
gue los sitios de interaccion de esteroides (asi como el de acidos grasos libres) con el
AChR, se encuentran en la interfase lipido-proteina y que la interaccion de estas moléculas
es sensible a cambios conformacionales del AChR.

Existen dominios proteicos que reconocen lipidos especificos. Uno de ellos es el
denominado motivo de aminoacidos que interacciona o reconoce al colesterol, CRAC (por
cholesterol recognition/interaction amino acid consensus), que se localiza en la region de la
proteina yuxtapuesta a la membrana. Este dominio fue desarrollado a través del analisis de

secuencia de proteinas que reconocen al colesterol (ver revision Epand, 2006). La
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secuencia CRAC posee el siguiente patrén: -L/V-X(1-5)-Y- X(1-5)-R/K- en el que X(1-5)
representa entre uno y cinco residuos de cualquier aminoacido. Observamos que este
motivo se encuentra en el segmento transmembrana M1 de todas las subunidades del
AChR (Fig. 2.26). El segmento M1, conjuntamente con los segmentos transmembrana M3 y
M4, componen la porcion del AChR que interactda con los lipidos de la membrana en la
cual se encuentra inserto el AChR (ver Barrantes, 2003, 2004). Salvo en la subunidad v, el
dominio CRAC se encuentra particularmente en la regién amino terminal del segmento M1.
En la y, el dominio CRAC se encuentra en la porcion carboxilo terminal. En el dominio
CRAC, los grupos aromaticos son importantes para la interaccion con el colesterol, y su
posicion, en el dominio CRAC presente en el segmento M1 del AChR, se encuentra
conservado en las distintas subunidades (salvo la subunidad y), siendo su posicion
constante a partir de los aminoacidos con carga positiva (Fig. 2.26). El residuo Y central
tendria un rol importante en estabilizar las interacciones con el colesterol a través de la
formacién de enlaces de H (su reemplazo por F, el cual sélo difiere de Y en que no posee el
grupo OH, no es selectivo para colesterol). El requisito de la presencia de Y es importante
pero no suficiente para la interaccién con el colesterol. La presencia de aminoéacidos
cargados (K o R) son importantes ya que posicionan el dominio con respecto a la interfase
entre la membrana y el medio acuoso (ver revision Epand, 2006). La posicion diferente del
dominio CRAC entre la subunidad y y la subunidad ¢ (asi como con el resto de las
subunidades que componen el AChR) quizas contribuya a la diferencia funcional entre el
AChR maduro (a,ped) y embrionario (a2Byd) (Mishina et al., 1986), teniendo en cuenta que
el colesterol es importante en la funcionalidad del AChR (ver revisiones Barrantes 2003,
2004, 2007). Este dominio también esta presente en el AChR de Torpedo y en el AChR

neuronal o7.
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Fig. 2.26. Presencia del dominio CRAC en el segmento transmembrana M1 del AChR. A
la izquierda se puede observar la secuencia de aminoacidos que corresponden al segmento
transmembrana M1 (delimitado por el recuadro) de las distintas subunidades del AChR de
raton. La porcion subrayada en cada segmento denota la localizacién del dominio CRAC. A la
derecha se esquematiza una subunidad del AChR y la posicién que ocuparian los dominios

CRAC en la misma.

¢, Qué ocurre en nuestro sistema cuando eliminamos parcialmente el colesterol de la
membrana mediante el uso de CDx? De los experimentos realizados en las dos primeras
secciones del presente capitulo podemos concluir que el colesterol de la membrana
plasméatica dictamina la distribucién del receptor, sus interacciones intermoleculares asi
como su organizacion social (Borroni et al., 2007; Kellner et al., 2007). Si bien en las
membranas plasméticas aisladas el tamafio de los nano-agregados de AChR inducido por
anticuerpo aumentan (tal como ocurre en las células enteras), la distribucion topogréfica de
los mismos (que en células enteras pasa de distribuidos al azar a organizarse en el rango
de 1-1.5 um tras la deplecion de colesterol) no se ve tan afectada (Kellner et al., 2007). Una
posible explicacion para esta observacion es la interacciéon o participacion del citoesqueleto.
El AChR vy la interacciébn con el citoesqueleto es un requerimiento en la formacién y
estabilidad de la union neuromuscular (ver revision de Hoch, 1999). También hay evidencia
de la relacion de los lipidos y los dominios lipidicos con el citoesqueleto (ver Niggli, 2001;

Maxfield, 2002; Lenne et al., 2006). Esta relacion se analizé a través de los experimentos
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con Latrunculina A, un conocido agente que afecta la polimerizacién de actina cortical (Coué
et al., 1987; Spector et al., 1989). Si bien nosotros hemos observado que el efecto de la
deplecién aguda de colesterol sobre la movilidad del AChR de la membrana plasmatica fue
parcialmente restaurado cuando se co-incubd CDx con Latrunculina A, la cinética de
recuperacion de la fluorescencia en estas células no alcanza a la de la condicion control. De
estos experimentos podemos concluir que si bien el citoesqueleto participaria en la
movilidad del AChR, no es el Unico factor que media los efectos producidos por el colesterol
sobre la difusion lateral del AChR. Quizas otras proteinas corticales del citoesqueleto o
proteinas que se unen a la actina, asi como interacciones directas del colesterol con el
AChR, mediante los dominios CRAC, por ejemplo, puedan estar implicadas. Un ejemplo de
gue la interaccion con proteinas subcorticales afecta a la movilidad del AChR en la
membrana plasmatica se observa en los experimentos de co-expresion de rapsina
fluorescente con AChR en células CHO-K1/A5 (Fig. 2.25). Si bien varios autores reportaron
gue la co-expresion de rapsina con AChR en células no musculares conduce a la formacién
de agregados de AChR, que colocalizan con rapsina (Froehner et al., 1990; Phillips et al.,
1991; Yu y Hall, 1994b; Ramarao y Cohen, 1998), nosotros no observamos dicho
fendmeno. La distribucién de AChR y rapsina-GFP observada en células CHO-K1/A5 (Fig.
2.25 A) es similar a la que se observa en miotubos que no han sido inducidos con agrina
neural y que co-expresan ambas proteinas (Gervasio y Phillips, 2005). Sélo observamos la
asociacion entre estas dos proteinas cuando realizamos los experimentos de
entrecruzamiento inducido por anticuerpos de AChRs de la membrana plasmatica (Fig. 2.25
D). La fraccion mévil de AChR en células que expresan rapsina-GFP es aproximadamente
un 70% menor a la observada en células que expresan sélo AChR en la superficie celular.
Asi, la asociacion de AChRs de membrana con proteinas subcorticales afecta notoriamente
su movilidad en el plano de la misma.

Llamativamente, y contrario a las predicciones realizadas en funcién de trabajos
realizados en sistemas de membranas modelo (Criado et al., 1982b; Bacia et al., 2004), la

deplecién de colesterol en membranas celulares disminuye la movilidad de proteinas
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integrales de membrana, ya sea asociadas o no a dominios lipidicos (Kenworthy et al.,
2004; Vrljic et al., 2005; O'Connell y Tamkun, 2005; Orr et al., 2005; Ewers et al., 2005;
Corbett-Nelson et al. 2006; Lambert et al., 2006). Sin embargo, otros autores indican que la
deplecién de colesterol de la membrana plasmatica favorece la movilidad lateral de
proteinas de membrana (Pralle et al., 2000; Shvartsman et al., 2003; Adkins et al., 2007;
Charalambous et al., 2008). Con respecto a los sistemas de membranas modelo, usando
sistemas de AChR reconstituido, Criado et al. (1982b) determinaron que la difusion del
AChR en vesiculas de DMPC no es significativamente afectada por la presencia o ausencia
de 45 mol % de un derivado del colesterol, colesterol hemisuccinato, a diferencia de lo que
observamos en nuestro sistema (Fig. 2.20). Segun Kenworthy et al. (2004), la asociacion de
proteinas a “rafts” lipidicos no parece ser el factor determinante en la movilidad de proteinas
en el plano de la membrana celular.

Un factor importante en limitar la movilidad del AChR en la membrana plasmatica es
el citoesqueleto (Stya y Axelrod, 1983). Se ha postulado la existencia de relaciones entre el
contenido de colesterol en las membranas y la estabilidad del citoesqueleto (Kwik et al.,
2003). Estos autores proponen que la deplecion de colesterol tiene efectos generales sobre
la arquitectura y funcion de la membrana y que la disminucién en la movilidad de las
proteinas es consecuencia de la reorganizacion de la actina, lo cual tornaria mas estable el
esqueleto sub-membrana. Segun estos autores, el secuestro de fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato (P1(4,5)P2) de la membrana plasmatica estaria relacionado con estos cambios.
Este desplazamiento del PI(4,5P2 se deberia a que esta molécula se distribuye en
dominios lipidicos ricos en colesterol, con lo cual, al remover el colesterol celular, se
perderia la compartimentalizacion del P1(4,5)P2, la cual se recupera al incubar las células
con CDx-colesterol (Pike y Millar, 1998). Este lipido ha sido relacionado con la regulacion
del citoesqueleto de actina y con el trafico vesicular, y también se ha observado que los
dominios lipidicos ricos en colesterol y esfingolipidos son plataformas para la polimerizacién
de actina relacionada con la membrana (Rozelle et al., 2000; ver revision de Yin y Janmey,

2003). Liu y Fletcher (2006) observaron en vesiculas unilaminares que la polimerizacion de
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actina en la superficie de la membrana conduce a la segregacién de dominios lipidicos en
vesiculas. De lo expuesto, los “rafts” lipidicos actuarian como plataformas concentradoras
de sitios de accioén del PI1(4,5)P2 y sitios de polimerizacion de actina, creando microdominios
especializados de la membrana que se relacionarian estructuralmente con el citoesqueleto
(Yin y Janmey, 2003). En cuanto a la relacion entre el colesterol de membrana y el
citoesqueleto, mediante microscopia de fuerza atomica, Sun et al. (2007) hallaron que la
deplecién de colesterol aumenta significativamente la interaccion entre la membrana y el
citoesqueleto, con lo cual disminuye la constante de difusion de la misma. El incremento en
los niveles de colesterol celular produce efectos opuestos y el desensamblaje del esqueleto
de actina, mediante Latrunculina A, revierte los efectos observados, sugiriendo que los
efectos biomecanicos producidos por el colesterol son mediados a través del citoesqueleto
submembrana (Sun et al., 2007).

Otros trabajos relacionan la disminucion de la movilidad de proteinas, consecuencia
de la deplecion de colesterol en la membrana plasmaética, con una alteracién en la relacién
fosfolipidos-colesterol que conduciria, en el caso de la eliminacion del colesterol, a la
generacién de dominios de fosfolipidos con un alto punto de fusién que limitarian la difusién
lateral de componentes de membrana (Vrljic et al., 2005; Nishimura et al., 2006).

Se han desarrollado varias teorias 0 modelos para comprender la difusion de
proteinas de membrana. Saffman y Delbriick (1975) desarrollaron el modelo hidrodinamico,
segun el cual, el coeficiente de difusién de una proteina embebida en una membrana posee
una dependencia débil, logaritmica, con el radio de la misma. Existe controversia entre la
relacion entre el radio y la velocidad de difusién de particulas en membranas analizadas
mediante simulacion (Saxton, 1993; Guigas y Weiss, 2006), o en membranas modelo (Vaz
et al., 1982; Doeven et al., 2005; Thoumine et al., 2005; Gambin et al., 2006). Si bien,
Gambin et al. (2006) sostienen que el radio de la proteina posee un efecto mas influyente (e
inverso) sobre la velocidad de difusién de proteinas de membrana en membranas modelo,
esta relacion no se cumple cuando esto se analiza en células (Kucik et al., 1999). Kucik et

al. (1999) determinaron que agregados de proteina, que varian desde 40 nm a 550 nm,
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difunden casi tan rapido como proteinas simples de membrana. De esta manera, la
ausencia de recuperacion de fluorescencia en los ensayos de entrecruzamiento de AChR
(Fig. 2.24 D) no puede deberse a un aumento en el radio de los nano—agregados del AChR,
gue conduciria a una disminucion en la velocidad de difusién lateral de los mismos. Mas
aun, con un aumento al doble del radio de los nano—agregados inducidos por anticuerpo (55
nm a 95 nm, Kellner et al., 2007; - en los experimentos de Kucik et al. (1999) el radio
aumenta unas ~14 veces -), si éstos fueran moviles, deberiamos observar recuperacion,
aungque mas lenta, de la fluorescencia (Vaz et al., 1982; Doeven et al., 2005; Thoumine et
al., 2006; Gambin et al., 2006). Estos resultados sustentan la hipotesis de acuerdo con la
cual, la fracciobn moévil de AChRs corresponde a moléculas libres que se intercambian con
receptores presentes en los nano—agregados del AChR a los cuales consideramos
inmoviles en el transcurso de los experimentos (Figs. 2.24 D, 2.27).

Un mecanismo posible que podria explicar los resultados obtenidos en nuestro
sistema podria ser que el tratamiento con CDx remueve el colesterol de la membrana y
provoca el desplazamiento del PI(4,5)P2 y, como propuso Kwik et al. (2003), esto generaria
areas sub-membrana mas rigidas, lo cual se refleja, en nuestro caso con una menor
movilidad del AChR (Figs. 2.20, 2.27). A favor de esta idea, nosotros observamos una
recuperacion parcial de la movilidad del AChR tratando a las células con CDx y Latrunculina
A (ver Fig. 2.22) y sin cambios significativos en las células tratadas con CDx—colesterol (de
acuerdo con Kenworthy et al., 2004; Vrljic et al., 2005; Orr et al., 2005; Sun et al., 2007). El
tratamiento con CDx-colesterol disminuye no sélo la interaccion del citoesqueleto con la
membrana plasmética sino también la viscosidad de la misma (Sun et al., 2007). Por otra
parte, la reorganizacién supramolecular del AChR observada en la membrana plasmatica de
células CHO-K1/A5 tras la remocion del colesterol (Kellner et al., 2007) podria estar
relacionada con la redistribucion del PI(4,5)P2, que causaria una redistribucion y/o
reordenamiento del esqueleto sub-membrana de actina (Pike y Millar, 1998; Yin y Janmey,

2003; Kwik et al., 2003) con la consiguiente reorganizacion en la distribucién del AChR.
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Fig. 2.27. Modelo hipotético del efecto de la deplecion del colesterol en la membrana
plasmatica sobre la distribucién y movilidad del AChR. El AChR se distribuye en forma de
pequefios agregados (del orden de los nm, “nano-agregados”) en la membrana plasmatica de
células CHO-K1/A5. La fraccion moévil del AChR corresponderia a AChRs que difunden
libremente en la membrana, posiblemente intercambidandose entre agregados vecinos. Cada
molécula de AChR posee un entorno lipidico caracteristico (anillos amarillos), diferente al resto de
la membrana. Los agregados de AChR estarian débilmente relacionados con el esqueleto
subcortical de actina. La deplecién de colesterol produce cambios generales en la arquitectura de
la membrana (ver texto) asi como probables alteraciones en el entorno inmediato del AChR
(anillos verdes). Estas alteraciones producen: a) una disminucion en el nimero de agregados del
AChR; b) una disminucién en el numero de AChRs libres; ¢) una menor movilidad lateral de los
AChRs en la membrana plasmatica; d) una reorganizacién de los acimulos de AChR remanentes
en la membrana plasmatica. Estas alteraciones estarian relacionadas con la redistribucion del

citoesqueleto cortical y con interacciones lipido-proteina especificas.
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En base a experimentos de microscopia electronica, Lillemeier et al. (2006)
propusieron un modelo de “islas o agregados de proteinas”, segun el cual, las proteinas se
localizan en dominios de membrana “proteinfilicos” (como consecuencia de interacciones
proteina—proteina o de su afinidad a ciertos lipidos o dominios lipidicos), las cuales poseen
un didmetro de ~30-300 nm, unidos o relacionados con el citoesqueleto. En base a las
velocidades de difusion de las proteinas de membrana los autores postulan, que estas
uniones entre las proteinas y el citoesqueleto no son demasiado rigidas. Sieber et al. (2007)
encontraron que las moléculas de sintaxina en la membrana plasmética se encuentra
distribuida en agregados con un diametro de ~50-60 nm. Hess et al. (2007) hallaron que las
moléculas de HA se distribuyen en forma de agregados con un didmetro aproximado de 40
nm. Estos tamafos de agregados de proteina se encuentran en el rango hallado para el
AChR en la membrana plasmética de células CHO-K1/A5, ~55 nm (Kellner et al., 2007). En
base a estos resultados, podria pensarse que quizas esta distribucién de las proteinas en
forma de nano-agregados es una caracteristica general de todas las proteinas, como
postulan Lillemeier et al. (2006). Sin embargo, al menos para el AChR, la distribucion en
forma de nano-agregados en la membrana plasmatica, si bien no es exclusiva, no se
superpone con otras proteinas, como el receptor de transferrina (Fig. 2.7), lo que indica una
segregacion lateral de estos dominios proteicos.

Segun mencionaramos anteriormente, la fraccion movil del AChR corresponderia a
los AChRs libres que difunden libremente por la membrana, los cuales se intercambian con
las moléculas relativamente inmdviles del AChR agregadas en los nano—agregados de ~55
nm de diametro (Kellner et al., 2007). La deplecion de colesterol, afectaria principalmente a
los AChRs que difunden libremente (Fig. 2.25), favoreciendo las interacciones AChR-AChR,
0 con otra proteina incluida en los nano-agregados del AChR, lo cual se traduciria en un
incremento de la vida media de los AChR en los nano—agregados (Barrantes, 2007).
Recientemente, Sieber et al. (2007) propuso un modelo para la organizacién en la

membrana plasmatica de agregados de moléculas de sintaxina. En este modelo, las
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interacciones débiles proteina—proteina serian las responsables del mantenimiento de los
agregados de sintaxina.

Segun observaciones de Vereb et al. (2003), puede imaginarse una unidad basica
de dominio lipidico (“raft”) como el de una simple molécula rodeada por un grupo “selecto”
de lipidos, los cuales poseen una fuerte interaccién con los dominios transmembrana de la
misma. Marsh y Barrantes (1978) determinaron que el AChR posee un entorno de lipidos
inmovilizados. El sitio de unién del colesterol al AChR se localiza en la interfase lipido—
proteina (Corbin et al., 1998; ver revisién Barrantes, 2004, 2007). Alteraciones a nivel de
esta interacciéon, como la que podria producir el tratamiento con CDx, podria producir
alteraciones estructurales, funcionales (ver revisién de Barrantes, 2007) o dinamicas en el
AChR, como la descripta en este capitulo (Fig. 2.27).

La deplecion de colesterol de la membrana de células CHO-K1/A5 produce una
severa internalizacion de los nano—agregados del AChR (Borroni et al., 2007). Los AChR
remanentes en la membrana presentan una ganancia de funcién del canal, lo cual actuaria
como un mecanismo compensatorio de la pérdida de canales en la superficie celular. De
alguna manera, la deplecién de colesterol produciria un cambio conformacional en la
proteina, que se refleja en el cambio de sus propiedades funcionales como canal iénico.
AuUn no se ha dilucidado si estas alteraciones son una consecuencia de la accion directa del
colesterol sobre la proteina o si son una consecuencia indirecta relacionada con la particién
del AChR en otros dominios de membrana.

De lo expuesto podemos concluir que diferentes propiedades del AChR en la
membrana plasmética de células CHO-K1/A5 estan estrechamente relacionadas, directa o
indirectamente, con el colesterol presente en la misma, y que las variaciones en los niveles
de colesterol son finamente controlados por este receptor. Considerando a nuestro sistema
celular como un modelo aneural minimalista, podriamos considerarlo similar al del estadio
embrionario temprano, discutido en la introduccion de este capitulo. De esta manera, el
colesterol seria de suma importancia en la UNM, participando en estadios embrionarios

tempranos, durante su biogénesis y durante su posterior mantenimiento y estabilizacion.
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Como mencionamos y demostramos a lo largo de esta Tesis, el AChR exhibe una
estrecha relacién con los lipidos de la membrana en todo su trayecto a la membrana
plasmatica. Diferentes pasos de la via secretoria del AChR son modulados diferencialmente
por distintas clases de lipidos (Fig. 7).

Ya desde su biogénesis, en el RE, los niveles de SL son cruciales en un estadio tan
temprano como el ensamblaje de las distintas subunidades del AChR para formar el AChR
maduro (Baier y Barrantes, 2007; Capitulo | de la presente tesis). Los SL, especialmente la
GluCer y la SM, intervendrian en el proceso de ensamblaje del AChR en estadios iniciales
de este proceso, i.e. en la formacion de los dimeros a—3 y a—¢, actuando en conjunto con
las proteinas chaperonas (ERp57, BiP y calnexina) para estabilizar las estructuras de las
distintas subunidades asi como de los intermediarios del AChR, y permitir el ensamblaje
inicial entre ellas. Este proceso ocurriria, tal como se elabora en esta Tesis, en dominios
lipidicos del RE. Se ha postulado que la particion diferencial de la proteina prionica PrP en
DRMs impediria su conversion en la forma patoldgica de la misma, en la cual reemplaza las
estructuras de a hélice por estructuras extendidas tipo 8, termodinamicamente mas estables
(Kallberg et al., 2001; Fantini, 2003, 2007). Esto se deberia a que los GSL podrian
estabilizar la estructura a hélice, termodindmicamente inestable de la PrP, con un minimo
costo energético (Fantini, 2007).

El colesterol no participaria en el proceso de ensamblaje del AChR, pero es crucial
en su transito a través de las membranas del Golgi, especialmente a nivel de la red del trans
Golgi (TGN), como lo demostraron Pediconi et al. (2004). Recientemente se encontrd en
Caenorhabditis elegans que existe en el Golgi un sistema de control que regula el trafico de
AChRs ensamblados (Eimer et al.,, 2007), en el cual participa la proteina UNC-50.
Posiblemente en células de mamifero exista un sistema similar que regule el trafico post
Golgi del AChR y el colesterol podria formar parte del mismo.

En las proteinas PrP y CCK, los SL y el colesterol intervienen o modulan también

diferentes aspectos de su biologia (Sarnataro et al., 2004; Harikumar et al., 2005).
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Fig. 7. Modulacion lipidica de diferentes aspectos de la biologia del AChR. El trafico del AChR
desde el RE hacia la membrana plasmatica, asi como sus propiedades funcionales, estructurales y
de distribucién en la misma, son influenciados por la presencia y concentracion de distintos lipidos.
La influencia de diferentes lipidos en distintos pasos de la via secretoria del AChR ha sido estudiada
en varios trabajos recientes del grupo del Dr. Barrantes: (1) Baier y Barrantes, 2007; (2) Pediconi et
al., 2004; (3) Gallegos et al., 2008; (4) Borroni et al., 2007; (5) Kellner et al., 2007; (6) Baier et al., en

preparacion.

Las ceramidas también modulan el trafico intracelular del AChR, y su efecto depende
de la concentracion (Gallegos et al., 2008). En efecto, a bajas concentraciones las
ceramidas estimulan la via exocitica del AChR, posiblemente a través de la sintesis de SL,
mientras que a altas concentraciones bloquean el trafico del AChR a nivel del Golgi,
posiblemente al alterar la arquitectura de esta organela (Gallegos et al.,, 2008). La
estabilidad y funcionalidad del AChR en la membrana plasmatica es afectada por los niveles

de colesterol (Borroni et al., 2007) y ceramidas (Gallegos et al., 2008) en la misma. Tanto la
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deplecién de colesterol en forma aguda (Borroni et al.,, 2007), como el aumento de
ceramidas enddgenas por accion de esfingomielinasa (SMasa) (Gallegos et al., 2008),
conduce a un aumento en la internalizacion del AChR. Por otro lado, la movilidad lateral del
AChR, asi como su distribucion topografica (Capitulo Il de la presente Tesis; Kellner et al.,
2007, Baier et al., en preparacion) son afectadas por los niveles de colesterol de la misma.
Estas Ultimas propiedades del AChR en la membrana plasmatica estarian ligadas a
interacciones con el esqueleto de actina cortical asi como a interacciones directas entre el

AChR vy el colesterol presente en la misma.

De qué manera el AChR sensa estos cambios en el ambiente lipidico de la
membrana en la cual se encuentra inserto? La interaccion del AChR con especies lipidicas
se produce a nivel de interacciones lipido-proteina en la interfase proteina-membrana (ver
revisiones Barrantes, 1992, 1993, 2002, 2003, 2004; 2007), y dicha interaccion se produce
a nivel de los anillos medios, formado por los 10 segmentos transmembrana M1y M3, y por
el anillo mas externo, conformado por los 5 segmentos M4 (Barrantes, 2003). Un sitio
potencial de reconocimiento e interaccion del AChR con el colesterol fue postulado en el
Capitulo Il. Este dominio, denominado CRAC (ver revision de Epand, 2006), se encuentra
en la todas las subunidades del AChR en el dominio transmembrana M1, en el extremo
amino terminal del mismo, salvo en la subunidad vy, en el cual se encuentra en el domino
carboxilo terminal. Esta diferencia entre las subunidades y y & podrian contribuir a las
diferencias funcionales que exhiben el AChR embrionario y maduro, respectivamente
(Mishina et al., 1986), teniendo en cuenta que el colesterol influye notablemente en la
funcionalidad del AChR (ver revisiones Barrantes 2003, 2004, 2007). Fantini (2003) postul6
la existencia de dominios de unién a SL (SBD, por sphingolipid binding domain, ver Capitulo
), los cuales mediarian la interaccién entre los SL y los segmentos de las proteinas en
contacto con ellos. En estos dominios es importante la presencia de aminoacidos con

residuos aromaticos, los cuales se unirian por superposicion a los anillos de azucar de los
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GSL, y también aminoacidos con carga positiva, los cuales estabilizarian el complejo de
union mediante interacciones electroestaticas con los grupos fosfatos de la SM cargados
negativamente (Fantini, 2003, 2007). Estudios estructurales mediante simulacion de
estructuras y analisis de interaccion entre los lipidos de interés y segmentos potenciales de
interaccion del AChR asi como estudios de funcionalidad de dominios, mediante mutaciones
de aminoacidos presentes en estos segmentos, son necesarios para confirmar estas
hipotesis, y ayudar a comprender qué mecanismos moleculares estan involucrados en la

interaccion y modulacién lipido-proteina del AChR.
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