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Introduccion

La palabra virus procedente del latin virus-i podria traducirse por veneno o
toxina. El término se empleo por primera vez en el ambito de la biologia, en
1728, haciendo referencia al agente causante de una infeccién contagiosa.
Aunque no fue hasta 1892 cuando Dimitri Ivanovski empleando un filtro,
disefiado afios antes por Charles Chamberland, que impedia el paso de
bacterias, identificé el virus del mosaico del tabaco.

Los virus son parasitos intracelulares obligados, incapaces de
completar su ciclo vital fuera de la célula hospedadora. Necesitan, dada su
condicién, emplear la maquinaria celular para llevar a cabo las funciones
codificadas por su genoma, llegando en algunos casos a comprometer la
supervivencia del propio huésped. Los virus, capaces de colonizar todos los
reinos, presentan una enorme diversidad, a pesar de ello todos comparten
unas caracteristicas comunes que los colocan en la frontera de la vida. (1) Los
virus poseen un genoma pequenio y compacto. El tamano de los genomas
virales varia entre 3200 nucleétidos y 1.2 millones de pares de bases. Debido
a esta capacidad limitada para almacenar informaciéon y con objeto de
maximizar el nimero de genes codificantes los virus han desarrollado
multiples estrategias para compactar su informacién genética; entre las que
cabe destacar, el solapamiento de pautas de lectura, la organizacion
multipartita de su genoma, la sintesis de RNAs subgendmicos, el
procesamiento proteolitico de poliproteinas, los origenes de traduccion
alternativos o el salto de codones de parada (readthrough). (2) La alta
velocidad de replicacion y la elevada tasa de mutacion, derivada de la baja
fidelidad de copia de las enzimas implicadas en la replicacion de los
genomas virales, junto a la fuerte presidon selectiva a la que éstos estan
sometidos otorga a los virus una elevada tasa de evolucién, y una elevada
variabilidad genética. Caracteristica que dificulta la defensa del huésped
frente al patdégeno (Holland, 2006). (3) Todos los virus presentan una
organizacion estructural similar. Ademads del genoma viral, el cual puede ser
DNA o RNA, ambos de simple o doble cadena, el virus presenta una
cubierta proteica conocida como capside (de estructura esférica o helicoidal).
En algunos casos la capside se encuentra rodeada por una envuelta de
naturaleza lipidica, derivada de la membrana plasmatica del huésped.

A lo largo de la historia los virus se han clasificado de multiples
maneras atendiendo a diferentes factores como el huésped al que infectan o
la estructura de la cdpside entre otros parametros. La clasificacion
actualmente mas extendida es la que hace referencia a la naturaleza del
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genoma viral, clasificacion propuesta por David Baltimore (premio Nobel de
Fisiologia y Medicina en 1975). En ella diferenciamos ocho grupos dentro de
los cuales se engloban aproximadamente 80 familias y 4000 especies.

Virus de DNA
Grupo I (dsDNA) Virus de DNA de doble cadena.
Grupo II (ssDNA) Virus con DNA de cadena sencilla.

Virus de RNA
Grupo III (dsRNA) Virus de RNA de doble cadena
Grupo IV (ssRNA+) Virus de RNA de cadena sencilla y polaridad
positiva. Su genoma tiene naturaleza de mRNA y puede ser
traducido a proteina directamente.
Grupo V (ssRNA-) Virus con RNA de cadena sencilla y polaridad
negativa.
Grupo VI (ssRNA+-) Virus con regiones de polaridad negativa y
positiva.

Virus de DNA o RNA con transcripcidn reversa
Grupo VII (ssRNA-RT) Con cadena simple de RNA
Grupo VIII (dsDNA-RT) Presentan doble cadena de DNA

Esta clasificacion no representa necesariamente una relacion filogenética.

El ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) ha
propuesto otra clasificacidn, similar al estandar tradicional de clasificacion
de organismos, en la que encontramos 5 grandes ordenes: Caudovirales,
Herpesvirales, Mononegavirales, Nidovirales y Picornavirales; aunque existe
un gran numero de virus que atn no han sido clasificados atendiendo a
estas reglas.

1.1 LA CELULA VEGETAL

i.1.1 Organizacion basica de una célula vegetal

Las células vegetales representan el espacio donde los virus de plantas
desarrollan su ciclo vital. Mas alld de las caracteristicas comunes de las

células eucariontes, las células vegetales presentan unas particularidades
que las diferencian (figura i.1).
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Los cloroplastos representan la fuente energética de la célula
vegetal. Son capaces de almacenar la energia electromagnética derivada de
la luz solar en forma de energia quimica, para después fijar CO2 atmosférico.

Vacuolas. Almacén de agua, iones, sales y otras sustancias
incluyendo subproductos toxicos. Mas alla del almacenamiento su principal
funcién es mantener la turgencia de la célula. El volumen que ocupa la
vacuola esta controlado por canales de agua situados en la membrana de la
vacuola. Las vacuolas también estan implicadas en el control del pH celular,
almacenamiento de pigmentos en flores y frutos y en la estructuracion de los
diferentes organulos celulares.

Plasmodesmos Citoesqueleto

Membrana plasmatica
Pared celular "\
Cloroplasto

Membrana tilacoide—__
Grano de Almidon —__

Vesiculas de
transporte

Reticulo

Vacuola endoplasmatico liso
Vacuola )
Tonoplasto Ribosomas
Mitocondria
Peroxisoma
- / -
Citoplasma Nécleo

T
Poro nuclear
nvuelta nucleal

Nucleolo

Vesiculas del Golgi

Aparato de Goléi Reticulo

endoplasmaético rugoso

Figura i.l. La célula vegetal. Representacion esquematica de los principales organulos que
constituyen una célula vegetal, incluyendo aquellos que las diferencian de las células animales
como: cloroplasto, vacuola, pared celular o plasmodesmos.

Pared celular. Exoesqueleto rigido que protege a la célula vegetal a
la vez que proporciona soporte estructural a la planta. La pared celular de
las plantas superiores esta compuesta fundamentalmente por polisacaridos,
concretamente por celulosa. La celulosa es un polimero lineal de moléculas
de glucosa unidas por un enlace 3(1-4). En la pared celular maultiples
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cadenas de celulosa se asocian entre ellas en paralelo para formar las
llamadas microfibrillas de celulosa. Estas microfibrillas estan embebidas en una
matriz compuesta por proteinas y otros polisacaridos como hemicelulosa y
pectinas. La hemicelulosa, altamente ramificada, se encuentra unida por
enlaces de hidrogeno a la superficie de las microfibrillas formado un fuerte
entramado de moléculas responsable de otorgar resistencia mecanica a la
pared celular (figura i.2). Las pectinas poseen un gran nimero de residuos
de acido galacturdnico cargados negativamente que le permiten unir iones
cargados positivamente y moléculas de agua para formar un gel.

Tanto la estructura como la funcién de la pared celular varian a
medida que la célula vegetal crece. La pared en células en crecimiento se
denomina pared celular primaria, la cual es relativamente fina y flexible
permitiendo el crecimiento de la célula. Una vez ha cesado el crecimiento, la
célula sintetiza una pared celular secundaria entre la pared celular primaria
y la membrana plasmatica. La pared celular secundaria es mas gruesa y mas
rigida que la primaria. La composicion entre ambas también varia, la
primaria contiene aproximadamente igual cantidad de celulosa,
hemicelulosa y pectina, la pared secundaria por el contrario carece de
pectina y en ella el contenido en celulosa puede llegar a alcanzar al 80%. La
orientaciéon de microfibrillas de celulosa también difiere entre la pared
primaria y secundaria. En la pared primaria parecen estar ordenadas al azar
mientras que en la secundaria éstas se encuentran ordenadas en multiples
capas de microfibrillas con diferente orientacién formado estructuras que
aumentan considerablemente la resistencia de la pared celular (figura i.2).

Al contrario que en las células animales la célula vegetal no
mantiene un balance osmoético entre el citosol y el medio extracelular. Por lo
tanto, la presion osmotica favorece continuamente la entrada de agua en las
células. Este influjo de agua esta contrarrestado por la rigidez de la pared
celular. La presion que se genera dentro de las células (presion de turgencia)
es la responsable en gran medida de la rigidez de las plantas (Cooper, 2000).
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Lamela intermedia{

Pared celular

Membrana plasmatica< - Hemicelulosa

= Proteinas solubles

Figura i.2. Estructura de la pared celular. Componentes fundamentales de una pared celular
vegetal. Se pueden observar las multiples capas de microfibrillas con diferente orientacion
unidas a través de hemicelulosa.

i.1.2 Los plasmodesmos

La comunicacion a través de la pared celular entre dos células vegetales
adyacentes se produce por medio de los plasmodesmos (PDs). Estos
representan una via de intercambio intercelular de moléculas tan dispares
como: factores de transcripcion (Kurata et al, 2005), RNAs patogénicos y no
patogénicos (Kobayashi & Zambryski, 2007; Vogler et al, 2008), nutrientes e
incluso agua. Los PDs desempenan un papel fundamental en el crecimiento
y desarrollo de la planta asi como en la defensa frente a patogenos, a pesar
de lo cual, el conocimiento que se tiene sobre los PDs es ain muy
rudimentario.

Los PDs son poros en la pared celular recubiertos por la membrana
plasmatica y atravesados por una prolongacién del reticulo endoplasmatico
conocida como desmotubulo, que proporcionan continuidad de membrana
y citosolica entre células adyacentes (figura i.3). Uno de los mecanismos
propuestos para el control del flujo a través del plasmodesmo (PD) se basa
en la dilatacion/constriccion de un anillo localizado en la entrada/salida del
PD y cuyo componente fundamental seria la callosa (polisacarido de
residuos de glucosa) (figura i.3). El espacio citoplasmatico dentro de los PDs,
entre la membrana plasmatica y el desmottbulo, esta interrumpido por
proteinas estructurales que crean microcanales a través de los cuales se
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puede producir la difusiéon de pequenas moléculas solubles. El mecanismo
por el cual se produce el trafico de proteinas de membrana a través del PD
no esta claro aunque los estudios realizados con la proteina de movimiento
del virus del mosaico del tabaco (Tobacco mosaic virus, TMV) muestran que
ésta puede difundir a través del PD de manera pasiva (Guenoune-Gelbart et
al, 2008). Poco se conoce sobre las sefales de direccionamiento al PD. Asi, los
dominios de direccionamiento identificados en diferentes proteinas con
capacidad para circular por los PDs son muy variables y no parecen tener
ningdn patrén comun.

Reticulo

Endoplasméatico
Membrana

plasmatica

Callosa

Desmotuibulo

Figura i.3. Estructura de un plasmodesmo primario. En el momento de formacién de la pared
celular elementos del reticulo endoplasmatico quedan atrapados formando el desmottibulo. El
flujo de proteinas solubles en el PD ocurre a través del espacio citoplasmatico el cual se
encuentra interrumpido por multiples componentes como actina (esferas rojas) y otras proteinas
aun sin definir (esferas azules). Adaptado de (Maule, 2008).

Los PDs primarios, formados durante la culminacion de Ia
citoquinesis, presentan una unica cavidad central (figura i.3). A medida que
la célula se desarrolla esta sencilla organizacion va siendo sustituida por una
mds compleja que incluye ramificaciones y multiples cavidades centrales.
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Por este motivo se considera que los PDs son mas permisivos en los tejidos
jovenes que en aquellos mas desarrollados.

Hasta la fecha se han descrito aproximadamente 30 proteinas que
interaccionan de alguna manera con los PDs. Entre las que cabe destacar, (1)
una kinasa localizada en el PD (PAPK) con capacidad para fosforilar
proteinas de movimiento virales ademas de otras proteinas de la planta que
actiian en células diferentes a donde fueron sintetizadas y por tanto han de
ser transportadas (NCAPs, non-cell-autonomous proteins) (Lee et al, 2005). (2)
En un mismo trabajo, empleando técnicas protedmicas, se ha identificado,
por un lado una glucanasa asociada al PD y por otro proteinas de funcién
desconocida pero con motivos de union a RNA (Faulkner et al, 2005). (3)
Una nueva familia de receptores de membrana asociada exclusivamente al
PD también ha sido recientemente identificada (PDLP1) (Thomas et al, 2008).
Estas son proteinas integrales de membrana con un tunico dominio
transmembrana y con una topologia N-t luminal/C-t citoplasmatico. Se ha
propuesto para la familia PDLP1 una funcién en el control de flujo a través
de PD. (4) También se ha detectado un grupo de proteinas con un dominio
de unién a callosa. Su presencia junto con la existencia de glucanasas apoya
el papel de la callosa en el control del flujo a través de los PDs (Rinne et al,
2005). (5) Por medio de un rastreo de mutantes en embriones de Arabidopsis
thaliana se ha detectado recientemente una proteina (ISE2) capaz de
aumentar el tamafio limite de exclusiéon molecular del plasmodesmo (SEL)
(Kobayashi et al, 2007). ISE2 presenta un dominio RNA helicasa implicado
en el silenciamiento génico post-transcripcional. Se ha propuesto que ISE2
afecta a la estructura del PD a través de la regulacion del metabolismo de
RNA.

I.2 MOVIMIENTO DE LOS VIRUS DE PLANTAS

Los virus de plantas comparten numerosas caracteristicas con los virus
animales: morfologia, composicion, estrategias de expresion y replicacion.
Sin embargo a diferencia de los virus animales los virus de plantas en su
movimiento de una célula a otra deben atravesar la rigida pared celular
exclusiva de células vegetales.
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La entrada inicial de un virus en una célula vegetal se produce por
medio de una herida o de un vector fisico, a continuaciéon se produce el
desensamblaje de la cubierta acoplado con la traduccién y la replicacion del
genoma. Una vez sintetizadas todas las proteinas necesarias el virus sera
capaz de transportar su genoma a las células adyacentes, empleando los PDs
como via para atravesar la pared celular (no se ha descrito ningin virus de
plantas que para su movimiento célula-célula no emplee los PDs (Hull,
2002)). Los virus cuentan en su genoma con unas proteinas, conocidas como
proteinas de movimiento (MPs), encargadas de transportar el genoma hacia
los plasmodesmos y aumentar el limite de exclusion de los mismos para
permitir el paso del complejo acido nucleico-proteina de movimiento o
incluso de viriones completos (Lazarowitz & Beachy, 1999; Waigmann, 2004)
desde la célula infectada a la célula adyacente.

i.2.1 Entrada del virus a la célula vegetal

Para iniciar la infeccion los virus de plantas necesitan ser introducidos en la
célula vegetal por un agente externo. El vector empleado por el virus
determinara en parte el rango de plantas susceptible de ser infectadas.
Generalmente la transmision entre una planta infectada y otra sana se
produce mediante insectos. Este tipo de transmisiones pueden clasificarse
como: no persistentes, semi-persistentes y persistentes. En las transmisiones
no persistentes el virus queda adherido al extremo del estilete del insecto,
cuando éste se alimente de otra planta provocara la infeccién. En las
transmisiones semi-persistentes esta implicada la zona inicial del aparato
digestivo del insecto, mientras que en aquellos casos en los que el virus sea
capaz de atravesar el intestino para acabar almacenandose en las glandulas
salivares la transmision sera persistente. Muchos virus codifican en su
genoma polipéptidos que son expuestos en la cubierta y que facilitan la
interiorizacion del virién por parte del insecto. En algunos casos de
transmision persistente el virus presenta una envoltura lipidica (muy poco
comun en virus de plantas) que permite que sea endocitado por las células
del insecto; dentro de las cuales transcurrira parte del ciclo vital del virus,
éste es el caso del virus de las manchas marchitas del tomate (Tomato spotter
wilt virus, TSWV). También ha sido demostrada la capacidad de los
nematodos para actuar como vectores de virus de plantas (Gray, 1996). Estos
adquieren y transmiten el virus al alimentarse de las raices de plantas
infectadas. Al igual que en la transmisién via insectos, existen en este caso
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virus persistentes y no persistentes, aunque no se ha identificado ningtin
caso en el que el virus sea capaz de replicarse en el interior del nematodo.
Por medio de la savia también se transmitira la infeccién si hay contacto
entre una planta sana y otra infectada, lo que suele producirse en las
practicas propias de la agricultura y la ganaderia.

La transmisién de un virus de generacién en generacién ocurre
aproximadamente en el 20% de los virus de plantas. La transmisién por
medio de la semilla se produce por la invasion del embrién via el 6vulo o a
través de gametos infectados (Kneller et al, 2006), aunque el mecanismo por
el cual se produce la infeccion del embrion atin se desconoce.

i.2.2 Desensamblaje de la cubierta viral

Una vez en el interior de la célula vegetal es necesario que el virus se
desprenda de la cubierta para poder comenzar la replicaciéon de su genoma.
La mayoria de virus de plantas presentan un genoma de RNA de simple
cadena y polaridad positiva (ssRNA+) que puede ser reconocido
directamente por la maquinaria de traduccion. El desensamblaje de la
capside se produce acoplado al inicio de la traduccion lo que permite que el
RNA viral quede protegido en todo momento, primero por la capside y
progresivamente por la maquinaria de traduccion de la célula huésped, lo
que evita su posible degradacion dentro de la célula infectada.

Los factores que desencadenan el proceso de desensamblaje de la
cubierta se desconocen pero se ha propuesto que el cambio de pH o la baja
concentracion de calcio en el interior de la célula podrian ser los factores
desencadenantes (Shaw, 1999). En el caso del TMV la proteina de la capside
(CP) presenta un dominio de unién a Ca?. Se ha postulado que la diferencia
de los niveles de calcio entre el interior del virion y el citoplasma de la célula
vegetal provocarian la difusién del Ca? unido a la CP del virus hacia el
citoplasma, proceso que dispararia el desensamblaje de la cubierta proteica.

i.2.3 Replicacion y traduccion del genoma viral

El proceso de desensamblaje comienza liberando el RNA viral por su
extremo 5, permitiendo que esta region sea la primera reconocida por la
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maquinaria celular de traduccion (es el caso de los virus con un genoma
ssRNA+, como los estudiados en la presente tesis). Las primeras proteinas
virales en ser traducidas (aquellas codificadas en el extremo 5’) son las
implicadas en la replicacién del propio genoma viral. La replicacion se
produce generalmente en los llamados complejos de replicacién. Estos son
compartimentos derivados de diferentes membranas celulares en los que
coinciden todos los componentes necesarios, tanto de origen viral como de la
célula huésped, para la efectiva traduccion y replicacion del RNA viral
(Miller et al, 2003; Nagy & Pogany, 2006; Reichel & Beachy, 1998; Zhang et
al, 2005) y cuya formacion esta inducida por el propio virus. Segtin el tipo de
virus el sistema de endomembranas responsable de albergar la replicacion
puede variar (endosomas, lisosomas, reticulo endoplasmatico, o
mitocondrias (Salonen et al, 2005)). La formacién de estos complejos de
replicacién depende en gran medida de la RNA polimerasa RNA
dependiente del virus (RdRp), una de las primeras proteinas virales en ser
sintetizada. Los complejos de replicaciéon protegen los intermediarios de
dsRNA producidos en el proceso de replicaciéon al mismo tiempo que
aceleran la replicacion y traduccion del RNA del virus.

El ssRNA+ viral es utilizado como molde por la RdRp para la
sintesis de ssRNA- que mas adelante funcionara a su vez como molde para
la polimerizacién de cadenas de ssRNA+. Estas pueden ser de dos tipos,
completas (gendmicas) y subgenomicas (sgRNA), estas tltimas funcionaran
como RNA mensajero (mRNA) en la traduccién de las proteinas virales. En
este proceso es fundamental la existencia de un exceso de cadenas positivas
sobre las negativas pero los factores que controlan este balance se
desconocen (Ahlquist et al, 2003). Las cadenas de ssSRNA+ serviran como
moldes para la replicacion y al mismo tiempo para la traduccién de las
diferentes proteinas virales, el destino de estas moléculas de RNA parece
estar controlado mediante la fosforilacion de los enzimas implicados en el
proceso de sintesis (Jakubiec & Jupin, 2007). En células eucariotas existen
dos requisitos fundamentales para la correcta traduccién de los mRNA
celulares: la estructura CAP en el extremo 5" y la cola poli-(A) en el 3'. El
reconocimiento de estas dos estructuras por la maquinaria celular permite la
circularizacion del mRNA, lo que incrementa la afinidad de los factores de
iniciacién de la traduccion y de los ribosomas por el mRNA y entre ellos
(Pestova et al, 2001). En muchos casos los virus de ssRNA+ carecen de estas
dos estructuras para iniciar la traduccién, en su lugar presentan los
denominados sitios internos de entrada del ribosoma (IRES). Los IRES
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pueden encontrarse tanto en 5°, en 3’, o incluso en regiones internas, y
permiten el reclutamiento del ribosoma sin necesidad del CAP (Kneller et al,
2006).

i.2.4 Movimiento célula-célula

Los virus ssRNA+ de plantas han desarrollado multiples estrategias para
transportar su genoma de una célula a otra, todas ellas a través de los
plasmodesmos y dependientes del sistema de transporte de la propia célula.
En todos los caso existen unos pasoss comunes; el uso de la red de actina y
del reticulo endoplasmatico, el reconocimiento, unién y aumento del limite
de exclusion de los plasmodesmos y una estricta regulacion del proceso.

Como ya se ha apuntado anteriormente los virus de plantas
codifican en su genoma para una o mas proteinas encargadas de facilitar el
movimiento del virus de una célula a la célula adyacente denominadas
proteinas de movimiento; transporte que también requerira en algunos casos
de la CP.

Movimiento basado en la formacion de complejos ribonucleo-proteicos

La investigacion del transporte del TMV ha desempefiado un papel
fundamental en la comprension de las actividades que se adjudican a las
MPs de los virus de plantas (Beachy & Heinlein, 2000). Asi, la MP del TMV
se asocia en las primeras etapas del proceso de infecciéon al ER y a los
plasmodesmos, mas adelante se detecta en complejos de replicacion
asociados al ER y también junto a los microtdbulos. En fases avanzadas de la
infeccidn, la MP sélo es detectada en los PDs (Heinlein et al, 1998). Cabe
destacar que muchas MPs, incluida la del TMV, son consideradas proteinas
integrales de membrana (Fujiki et al, 2006; Verchot-Lubicz, 2005; Vilar et al,
2002).

Para realizar el movimiento intercelular la MP del TMV, una vez
localizada en el ER, podria unir el RNA viral y transportarlo desde los
complejos de replicacion hasta el desmottbulo por medio de la red de
membranas del ER (Boevink & Oparka, 2005). Este proceso esta intimamente
relacionado con los filamentos de actina. El direccionamiento al
plasmodesmo se produciria por una capacidad intrinseca de la MP para
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unirse a la red de actina y dirigirse al PD o bien por la unién del complejo a
una proteina de la célula huésped que de manera natural sea dirigida al PD.
También se ha propuesto que el TMV podria, tras la formacion de los
complejos de replicacion a partir de las membranas del ER, dirigir el RNA
viral hasta los PDs empleando como vehiculo para el transporte los propios
complejos de replicacion (Kawakami et al, 2004) y utilizando los
microfilamentos de actina como guia en el movimiento de los complejos (Liu
et al, 2005). En este caso es el complejo entero (vesicula de membrana con
RNA y proteinas virales) el que se dirigiria hasta los plasmodesmos. Sin
embargo, la formacion de estos complejos no parece ser necesaria ni para la
replicacion ni para el movimiento del virus en el caso del TMV (Mas &
Beachy, 1999).

La MP del TMV es capaz de interaccionar con microtiibulos y de
unir RNA. También se ha especulado con la posibilidad de que fuese el
complejo RNA-MP-microttibulos independientemente de las membranas del
reticulo el que dirigiria el genoma del virus a los PDs (Boyko et al, 2002;
Ferralli et al, 2006). En este escenario los complejos de replicacion
simplemente facilitarian la unién del RNA viral a la MP haciendo coincidir
en la célula los procesos de sintesis de RNA y de traduccion de la MP. No
obstante, la acumulacién de la MP en los microttibulos no es imprescindible
para el avance de la infeccion (Gillespie et al, 2002). Aunque la mayoria de
los estudios han sido realizados con el TMV se asume que los resultados
obtenidos serian aplicables a todos aquellos virus en los que el RNA es
transportado formando complejos con proteinas de movimiento,
independientemente de que los virus posean una o mas proteinas de
movimiento.

Muy pocas interacciones han sido descritas entre las proteinas de
movimiento y los plasmodesmos. Estas proteinas parecen unirse a la
periferia de los PDs y no a una diana concreta (Pouwels et al, 2002).
También se han observado secuencias de direccionamiento vesicular en
multiples proteinas de movimiento, lo que seria indicativo del transporte de
estas proteinas en vesiculas de secrecion y/o endociticas. En algunos de los
virus en cuyas MPs se han encontrado estos motivos conservados, se ha
demostrado también su movimiento por medio del transporte vesicular de
la célula huésped (Haupt et al, 2005). El aumento del SEL de los PDs parece
ser un paso fundamental en el transporte del virus de una célula a otra. Se
desconoce sin embargo cémo las MP pueden modificar el SEL. La
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demostracion de la interaccion de una de las MP del PVX (Potato X
potexvirus) con una enzima con capacidad para digerir callosa sugiere que
una de las estrategias empleadas por el PVX para aumentar el SEL podria
ser la aceleracion de la degradacion de callosa (apartado i.1.2). La MP del
TMV es capaz de interaccionar con calreticulina lo que también podria
variar el SEL por medio de la influencia que esta proteina tiene sobre los
niveles locales de Ca?.

Existen muy pocos datos estructurales acerca del mecanismo
empleado por las MPs para translocar o bien el RNA o el complejo
ribonucleo-proteico a través del plasmodesmo. Se ha propuesto la
participacion en el proceso de la familia de chaperonas Hsp70, tras
encontrarse que una de las MP del virus del amarilleo de la remolacha (Beet
yellow closterovirus, BYC) presenta un dominio analogo a las Hsp70 (Boevink
& Oparka, 2005). Estas proteinas son capaces de auto-translocarse a través
del PD de manera activa.

Movimiento guiado por tabulos

Algunos virus son capaces de moverse a través del plasmodesmo en forma
de viriones completos. En estos casos es necesaria la formacion de un tabulo
de origen viral que cruce el plasmodesmo y que permita el paso de los
viriones por el PD. Fue en el virus del mosaico del chicharro (Cowpea mosaic
virus, CPMV) donde por primera vez se observd la capacidad para la
formacion de estos tabulos, los cuales estan formados por multiples
subunidades de la MP del virus.

Las MPs de los virus formadores de tubulos podrian alcanzar los
PDs de dos maneras: (1) difundiendo desde su lugar de sintesis a la
membrana plasmatica y mas tarde a los plasmodesmos. Esta idea se basa en
que tratamientos con orizalina y latrunculina (sustancias capaces de
desestabilizar los microtibulos y filamentos de actina respectivamente) no
afectan a la localizacion de las MPs en los PDs; o (2) las MP o incluso los
viriones serian transportados hacia los plasmodesmos mediante su
asociacion con vesiculas de la ruta secretora derivadas del aparato de Golgi.
En ambos casos el ensamblaje de las MPs al formar los tabulos capturaria en
su interior las particulas virales a transportar que posteriormente serian
liberadas en la célula adyacente tras la desestructuracion de los tiibulos.
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i.2.5 Transporte sistémico

El transporte sistémico de un virus de plantas se puede dividir en 4 etapas.
(1) Entrada del virus en el parénquima vascular a través de las células de la
vaina. (2) Translocacion a las células acompafiantes y a continuacion a los
elementos cribosos del parénquima vascular. (3) Transporte por los
elementos cribosos hacia otros érganos de la planta. (4) Entrada desde los
elementos cribosos y las células acompanantes al parenquima vascular de
regiones no infectadas.

El paso de las células del mesdfilo al parénquima vascular no
presenta ningun obstaculo para el virus diferente a los asociados al
movimiento entre células del mesoéfilo, mientras que la infeccién de las
células acompafiantes si representa un paso limitante en el transporte
sistémico del virus (Moreno et al, 2004). Una vez alcanzadas las células
acompanantes los virus tienen un facil acceso a los elementos cribosos
debido a que los plasmodesmos que conectan estos tipos de células
presentan una estructura diferente a los que se encuentran entre células del
mesofilo, y un SEL muy elevado que no restringe el paso del virus. El
mecanismo y la forma (complejo ribonucleo-proteico o virién) con la que el
virus alcanza estas células se desconocen. Una vez el virus se encuentra en el
floema viajara (como virion en la mayoria de los casos) con el flujo de foto-
asimilados. Del mecanismo de salida del sistema floematico se tienen pocos
detalles aunque podria producirse un proceso inverso al de entrada
salvando las diferencias existentes entre los tejidos de partida y de destino.

i.2.6 Regulacién del movimiento

La autorregulacién del movimiento por parte del virus tiene como finalidad
minimizar el dafno sobre el huésped. El virus debe asegurase de que los
efectos producidos por el aumento del SEL no se prolonguen en el tiempo
mas alla de lo necesario. La MP del TMV es rapidamente degradada,
aproximadamente a una distancia de seis células del frente de infeccion
(Szecsi, 1999). Es mas, el aumento del SEL que produce la MP sobre los PD
parece estar limitado al frente de infeccién a pesar de que la MP pueda ser
detectada en los PDs durante mas tiempo (Oparka et al, 1997). Se ha
postulado que la regulacién de la capacidad de la MP para aumentar el SEL
se produciria por la fosforilacion de la propia MP (Trutnyeva et al, 2005;
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Waigmann et al, 2000). Este proceso seria llevado acabo aparentemente por
una kinasa asociada al PD (Citovsky et al, 1993). También se ha descrito que
la entrada de la MP en las cavidades centrales de los plasmodesmos (ver
apartado i.1.2) alejaria a la propia MP del sitio activo de la kinasa (Ding et al,
1992). La MP del TMV tras su poli-ubiquitinacién es degradada por el
proteosoma 265 (Reichel & Beachy, 2000), proceso que también podria jugar
un papel en la regulacion de la infeccidn.

En el virus de la parte superior de la mata de la patata (Potato mop
top virus, PMTV) se ha encontrado que una de sus tres proteinas de
movimiento (TGBp2) es capaz de retirar a la otra MP del virus (TGBp3) de
los PDs evitando asi un efecto permanente en el aumento del SEL en las
fases finales del proceso de infeccion (Yang et al, 2000).

1.3 LAS PROTEINAS DE MOVIMIENTO VIRAL

Los diferentes pasos del proceso de movimiento de los virus de plantas entre
dos células adyacentes estan controlados por las proteinas de movimiento.
Estas, como se ha podido ver en el apartado anterior, presentan una serie de
caracteristicas comunes, al menos por lo que respecta a los virus ssRNA+.

(1) Capacidad de union de RNA. La caracteristica mas comun de las
proteinas de movimiento es su capacidad para unir RNA de forma
cooperativa y sin especificidad de secuencia. Esta unién se produce a través
de un dominio helicoidal rico en aminoacidos con carga neta positiva
(Citovsky et al, 1992; Herranz & Pallas, 2004; Marcos et al, 1999; Vilar et al,
2001; Vilar et al, 2005), aunque los detalles moleculares de esta interaccion se
desconocen. En ausencia de datos estructurales de alta resoluciéon los
estudios de microscopia electronica (Citovsky et al, 1992) y microscopia de
fuerza atémica (Kiselyova et al, 2001) de los complejos formados por las MP
y el RNA viral revelan la formacion de filamentos extendidos de
aproximadamente 1.5-3.5 nm de diametro, dimensiones que permitirian el
transporte de estos complejos a través del PD dilatado (~3-4 nm) (Lucas,
1995; Oparka et al, 1999). Las MPs actuarian como chaperonas que ademas
de proteger el vVRNA lo mantendrian en un estado desplegado que permita
su transporte a través del PD.
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(2) Interaccion con el sistema de membranas de la célula y con el
citoesqueleto. En al menos un virus de cada uno de los subgrupos de virus
de ssRNA+ (apartado i.3.1) se ha descrito la interaccién entre el sistema de
membranas de la célula y una de las MPs del virus (Deom et al, 1990;
Morozov & Solovyev, 2003; Reichel & Beachy, 1998; Vilar et al, 2002). Esta
interaccion puede ser necesaria para la correcta replicacion del virus, para el
reconocimiento del RNA por parte de la MP o para el direccionamiento de la
MP y el RNA viral a los PDs. La interaccién de las MPs con el citoesqueleto
fue descrita por primera vez en la MP del BYV (Karasev et al, 1992). Mas
tarde se observo la capacidad de la MP del TMV para interaccionar con
tubulina (Gillespie et al, 2002) y con actina (Wright et al, 2007). El papel tanto
de los filamentos de actina como de los microtibulos es atin un tema objeto
de debate (apartado i.2.4).

(3) Interaccion con los PDs y aumento del SEL. La localizacion de
las MPs en los PDs ha sido demostrada extensivamente (Atkins et al, 1991;
Erhardt et al, 1999; Oparka et al, 1997; Sokolova et al, 1997), al igual que la
capacidad de estas proteinas para aumentar el SEL (Waigmann et al, 1994;
Wolf et al, 1989), de hecho, para el estudio del mecanismo de accién de los
plasmodesmos se han empleado las MP virales como proteinas integrales de
membrana modelo capaces de atravesar la pared celular.

Todas estas funciones se encuentran repartidas entre las MPs del
virus. En algunos casos los genomas de los virus de plantas codifican una
tnica MP que realizaria todas las funciones anteriormente descritas,
mientras que en otros el virus codifica dos o incluso tres proteinas de
movimiento, en cuyo caso puede existir un reparto de las funciones entre las
distintas MPs.

i.3.1 Clasificacion de las proteinas de movimiento viral

Las proteinas de movimiento se pueden agrupar en cuatro grandes grupos:
e La Superfamilia 30k
e Elbloque de los dos genes (Double Gene Block, DGB)

e El bloque de los tres genes (Triple Gene Block, TGB)
e Proteinas de movimiento del género Tymovirus
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La superfamilia 30k

Sin duda la proteina mas estudiada de este grupo y que da nombre a la
superfamilia es la MP del TMV. Proteina de 268 aminoacidos (~30 kDa) que
presenta todas las funciones requeridas para el movimiento del virus (unién
de RNA, interaccién con el citoesqueleto y con el ER, aumento del SEL, etc.)
repartidas en diferentes dominios. Historicamente se la ha considerado
como una proteina integral de membrana, anclada a la bicapa mediante dos
regiones hidrofébicas (Brill et al, 2000; Reichel & Beachy, 1998).

A pesar de la baja similitud de secuencia que presentan algunas
proteinas dentro de esta superfamilia se suponen para todas las MP del
grupo las mismas funciones e incluso una estructuracion similar de los
dominios que la descrita para la MP del TMV. Dentro de la superfamilia
conviven MP con y sin capacidad para la formacién de tabulos.

El bloque de los dos genes (Double Gene Block, DGB)

Los virus de este grupo se caracterizan por presentar dos pequefas
proteinas de movimiento (de entre 6 y 10 kDa aproximadamente). Estas dos
proteinas, a pesar de no tener ningun tipo de homologia de secuencia con la
superfamilia 30kDa, poseen dominios que desempenan funciones similares;
si bien estas funciones se encuentran repartidas entre los dos polipéptidos.

El caso mejor estudiado dentro de este grupo es el del virus del
moteado del clavel (Carnation mottle virus, CarMV), el cual presenta una
primera proteina de movimiento (p7) capaz de unir RNA mediante un
dominio helicoidal (Marcos et al, 1999; Vilar et al, 2001; Vilar et al, 2005),
mientras que la otra MP (p9) es una proteina integral de membrana con dos
regiones TM y sus extremos N- y C-terminal orientados hacia el citosol
(Vilar et al, 2002). Se ha propuesto un mecanismo de acciéon para el
transporte intracelular del RNA viral de los Carmovirus segtn el cual, p7
realizaria la funcién de union al RNA e interaccionaria al mismo tiempo con
p9, la cual se encargaria del direccionamiento del complejo a la red de
membranas y al plasmodesmo (Vilar et al, 2002), aunque hasta el momento
la interaccion entre p7 y p9 no ha podido ser demostrada.
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El bloque de los tres genes (Triple Gene Block, TGB)

A este grupo pertenecen aquellos virus que presentan tres proteinas de
movimiento (TGBpl, TGBp2 y TGBp3). TGBpl es una proteina
citoplasmatica mientras que TGBp2 y TGBp3 contienen secuencias
hidrofdbicas que permiten su anclaje a membranas. Dentro del TGB existen
dos subgrupos, Hordeivirus y Potexvirus, con un mecanismo para el
movimiento célula-célula diferente. Los Hordeivirus presentan un mecanismo
de accién similar al de los virus del DGB mientras que en el grupo de los
Potexvirus la CP es requerida para el movimiento entre células adyacentes
(Morozov & Solovyev, 2003). TGBpl presenta un dominio helicasa y es
capaz de unir RNA sin especificidad de secuencia, sera por tanto la
encargada de transportar el genoma viral hacia el plasmodesmo. Si bien la
TGBpl de los Potexvirus es capaz de interaccionar directamente con el PD y
de aumentar el limite de exclusiéon molecular, en el grupo de los Hordeovirus
seran TGBp2 y TGBp3 las encargadas de realizar estas dos funciones
(Zamyatnin et al, 2004).

Ambos subgrupos dependen de la red de membranas del ER para su
transporte hacia los PDs. En cambio, la composicion del complejo
transportado asi como las funciones desempefiadas por cada una de las MP
varian entre los dos grupos.

Proteinas de movimiento del género Tymouvirus

Los virus pertenecientes al género Tymovirus codifican en su genoma para
una tUnica MP, la cual presenta un tamafio molecular de entre 69 y 85 kDa.
Aligual que la MP del TMV las proteinas de movimiento de los virus de éste
género son capaces de unir RNA, aumentar el SEL y transportar el vVRNA a
través del plasmodesmo (Drugeon & Jupin, 2002).

1.4 RESPUESTA DE LA PLANTA A LA INFECCION VIRAL

La planta responde a la infeccién de diferentes maneras, uno de los sistemas
actualmente mas estudiados para combatir las infecciones es el basado en
RNAs de interferencia (Kasschau & Carrington, 1998). El proceso de RNA de
interferencia (iRNA) se activa por la existencia de dsRNA. El dsRNA es el
sustrato de una enzima conocida como DICER. Esta enzima es una
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endonucleasa que corta el dsRNA en pequehos fragmentos (21-24
nucle6tidos) conocidos como RNAs interferentes pequefios (siRNA). Estos
son incorporados al complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC),
el cual separa las dos hebras de RNA, RISC es entonces capaz de reconocer a
mRNAs que presenten homologia con una de las hebras generadas a partir
del siRNA y degradarlos. Algunos de los siRNA no son degradados sino que
son empleados como cebadores para la sintesis de cadenas de dsRNA, lo que
aumenta la sensibilidad del sistema (Mahmood ur et al, 2008). Una
caracteristica del silenciamiento de RNA en plantas es la existencia de dos
especies diferentes de siRNA, una implicada en sefalizacién en distancias
cortas y otra en metilacion del DNA y expansion sistémica del
silenciamiento (Hamilton et al, 2002).

Los virus de ssRNA generan en su ciclo replicativo intermediarios
de doble hebra que pueden servir de dianas para el mecanismo de iRNA.
Por otro lado como ya se ha comentado también ha sido demostrada la
participacion de RpRd de la planta en el proceso de silenciamiento génico
mediante iRNA (Mourrain et al, 2000). En este sentido el RNA viral es
transformado a dsRNA por la planta y procesado entonces por la nucleasa
DICER.

1.5 ORGANIZACION GENOMICA DE LOS VIRUS ESTUDIADOS EN
LA PRESENTE TESIS

i.5.1 Virus de las manchas necroéticas del melon (MNSYV)

El virus de las machas necréticas del meldon (Melon necrtotic spot
virus, MNSV) pertenece al género Carmovirus dentro de la familia
Tombusviridae. Su capside presenta un tamafio de 30 nm de didmetro
aproximadamente y esta constituida por unas 180 subunidades de la CP. Su
genoma esta compuesto por una tinica molécula de RNA de simple cadena y
polaridad positiva (ssRNA+) de 4.3 kb. Genoma qué presenta 5 pautas de
lectura abiertas (ORFs) flanqueadas por dos regiones no traducibles
(Genoves et al, 2006; Riviere & Rochon, 1990). El extremo 5 no traducible
(UTR) tiene un tamano de entre 87 y 95 nucledtidos, y se desconoce si
presenta alguna estructura CAP. E1 3’ UTR es sin embargo de mayor tamano
(280 nucledtidos), no esta poliadenilado (poliA) pero contiene estructuras
secundarias similares a las descritas para otros Carmovirus que podrian ser
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importantes para su replicacion. La primera de las ORFs de su genoma
codifica para una proteina de 29 kDa (p29) que finaliza en un codén de
parada ambar; cuando esta parada es ignorada se produce una proteina de
89 kDa (p89) (figura i.4). Tanto p29 como p89 son necesarias para la
replicacion del virus. La mas pequefias (p29) contiene un dominio helicasa
mientras que p89 actuaria como una RNA polimerasa (Genoves et al, 2006).
A continuacion hay dos pequefias ORFs que codifican para dos proteinas de
7 kDa (p7A y p7B) ambas imprescindibles para el movimiento del virus
(MPs). Estas dos ORFs se encuentran en la misma pauta de lectura y
separadas de nuevo por un cédon ambar, por lo que la existencia de una
proteina de fusion de 14 kDa (p14) no puede ser descartada aunque su
presencia no haya sido probada hasta la fecha (Genoves et al, 2006). En el
extremo 3’ y solapada con el extremo 3’ del gen de p7B se encuentra la
ultima de las ORFs del virus, su traduccion produce una proteina de 42 kDa
(p42) responsable de la formacion de la capside (Ohshima et al, 2000) (figura
i.4). El1 RNA gendmico (gRNA) actuaria como mensajero para la traduccion
de p29 y p89. La sintesis de las dos proteinas de movimiento y de la CP se
produciria a partir de dos RNAs subgenomicos, sgRNA 1 y 2
repectivamente.

pa9

Figura i.4. Representacion esquematica del genoma del MNSV. El MNSV codifica en su
extremo 5 para p29 y p89 (azul) ambas implicadas en la replicacién del virus (Genoves et al,
2006). p89 es producto del readthrough del codén de parada dmbar que delimita el extremo C-t
de p29. A continuacién se encuentran las proteinas de movimiento p7A y p7B (gris) separadas
también por un codén ambar, cuyo readthrough produciria una hipotética proteina de
movimiento de 14 kDa (p14). En el extremo 3’ se localiza la CP (p42) (naranja).

1.5.2 Virus del arrugamiento del nabo (TCV)
El virus de la arrugamiento del nabo (Turnip crinkle virus, TCV) pertenece al

igual que el MNSV al género Carmovirus. Los viriones son isométricos sin
envuelta y de aproximadamente 28 nm de didmetro, con una capside
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proteica formada por una tnica proteina de 42 kDa. El TCV presenta un
genoma de ssRNA+ de 4054 bases con un corto extremo 5" UTR y un 3’ UTR
carente de cola poliA. La organizacion del genoma es similar a la del MNSV
(Wang & Simon, 1997) (figura i.5). E1 gRNA es traducido en dos proteinas
imprescindibles para la replicacion del virus (White et al, 1995), p28 (de 28
kDa) y p88 (88 kDa), esta tiltima producida cuando el codén dmbar en el que
termina la sintesis de p28 es traducido como una Tyr. Al igual que en el
MNSV p28 actuaria como una helicasa mientras que p88 es una RNA
polimerasa. El resto de las proteinas del virus se producen a partir de dos
sgRNA. El primero de ellos, de 1.7 kb, codifica para las dos proteinas de
movimiento, p8 y p9 de 8 y 9 kDa respectivamente (Hacker et al, 1992), las
cuales tienen sus pautas de lectura ligeramente solapadas, lo que impedira la
sintesis de una unica proteina producto de la fusiéon de ambas proteinas de
movimiento. El segundo sgRNA tiene un tamafo de 1.45 kb y actuara como
mRNA para la sintesis de la CP (Carrington et al, 1987).

pha

Figura i.5. Representacion esquematica del genoma de TCV. En el genoma de TCV podemos
encontrar dos proteinas implicadas en la replicacion del virus p28 y p88 (azul), dos proteinas de
movimiento p8 y p9 (gris) y una CP p42 (naranja) en el extremo 3’.

1.5.3 Virus de los anillos necréticos del prunero (PNRSYV)

El virus de los anillos necroticos del prunero (Prunus necrotic ring spot virus,
PNRSV) es un virus icosaédrico (figura i.6 A) del género Illarvirus que
pertenece a la familia Bromoviridae. Presenta un genoma tripartito de
ssRNA+ con un tamano total de 8.056 kb (figura i.6 B). Los RNAs 1 y 2
actuaran como mRNA para la sintesis de las polimerasas P1 y P2
respectivamente. Estos RNAs presentan un tamanio de 3662 y 2507 bases
cada uno. El RNA 3 (de 1887 bases) sirve de molde para la traduccion de la
proteina de movimiento p32 (32 kDa), ademas de codificar para una cuarta
OREF a partir de la cual se sintetiza un sgRNA. La traduccion de este mRNA
produce la CP (Herranz & Pallas, 2004) (p28), de 28.8 kDa. La proteina de
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movimiento del PNRSV ha sido enmarcada, debido a su tamato y secuencia,
dentro de la superfamilia 30k (apartado i.3.1) (Melcher, 2000). Cada uno de
los RNAs genémicos del PNRSV presenta en su extremo 5 UTR una
estructura CAP para el inicio de la traduccién.

A

B
5 Cap P 3 RNA 1
5 CAP Pz 3" RNAZ
5 capes P2 MW P28 Jm 3" RNA3

Figura i.6 Micrografia electroénica y representacion del genoma del PNRSV. A. Micrografia
electronica del PNRSV obtenida de (Brunt et al, 1996). B. El genoma tripartito ssSRNA+ del
PNRSV codifica para dos proteinas implicadas en la replicacién del virus, P1 y P2 (azul) una
proteina de movimiento p32 (gris) y una CP p28 (naranja).

i.5.4 Virus del mosaico del tabaco (TMV)

El virus del mosaico de tabaco (Tobacco mosaic virus, TMV) ha representado
un modelo no solo para la virologia en general y en particular para el
estudio de los virus de plantas sino también para el desarrollo de la biologia
molecular. La gran mayoria de datos que se tienen sobre el movimiento
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intra- e inter-celular de los virus ssRNA+ han sido obtenidos empleando
como modelo el TMV o alguna de sus proteinas. No en vano su MP da
nombre a la superfamilia 30k. E1 TMV pertenece al género Tobamovirus del
cual es la especie modelo. Los viriones tienen forma de bastén (figurai.8 Ay
B), con una longitud de 300 nm y 18 nm de didmetro aproximadamente. En
el interior de la cubierta proteica presenta un canal, de 2 nm de didmetro, en
el cual se empaqueta su genoma (figura i.8 A).

El TMV es un virus monocatenario de ssRNA+ con un tamarfio total
de 6395 bases (Goelet & Karn, 1982). El extremo 5" UTR tiene una estructura
tipo CAP mientras que el 3’ carece de region poliA. Hasta la fecha han sido
identificadas 5 ORFs. La primera de ellas (entre las bases 69 y 3419) codifica
para una replicasa (p126), la cual finaliza su sintesis en un codon de parada
ambar. En los casos en los que este codén sea traducido por un aminoacido y
no interpretado como una sefal de parada de la traduccion se obtendra una
proteina de 183 kDa (p183), también implicada en la replicacion (figura i.7).
A continuacién hay una segunda ORF (entre las bases 4903 y 5709),
traducida a partir de un sgRNA, que contiene la informacion necesaria para
la sintesis de la MP de 30 kDa p30. En el extremo 3’ del genoma se localiza la
ORF correspondiente a la CP, proteina de 159 aminoacidos y 17.6 kDa (p18),
también sintetizada a partir de un sgRNA. Recientemente han sido
identificadas dos nuevas ORFs (Morozov et al, 1993), la primera de ellas
localizada dentro de la secuencia de pl83, codifica para una RNA
polimerasa de 193 aminoacidos y 54 kDa (p54). La otra (localizada entre las
bases 5666 y 5788) codificaria para una pequefia proteina de 40 aminodacidos
(p4) de funcion atin desconocida (figura i.7)

5 oo~ PN FTED- ¥

p183

Figura i.7. Organizacion genomica del TMV. El genoma del TMV codifica dos replicasas p126
y p183 (azul), esta tltima, producto del readthrought del codén de parada que delimita la sintesis
de p126. Completamente solapada con p183 se encuentra una RNA polimerasa (p54) de 54 kDa
(violeta). En la region central encontramos la MP p30 (gris) mientras que el extremo 3’ codifica
para la CP p18 (naranja). Parcialmente solapada con la secuencia de pl8 se encuentra una
pequefia ORF que codifica para una proteina de tan solo 4 kDa y de funcién auin desconocida
(verde).
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300 nm

18 nm

Figura i.8. Estructura tridimensional del TMV. A. Representacion de la estructura del viroide
del TMV, en azul se muestra la CP mientras que en amarillo el RNA. Se indican las dimensiones
aproximadas en nm del viroide, longitud (izquierda), diametro (centro) y didmetro del canal
donde se aloja el VRNA (derecha). B. Micrografia electrénica del TCV obtenida de (Brunt et al,
1996).
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1.6 MEMBRANAS BIOLOGICAS

Todas las células, ya sean eubacterias, arqueas o eucariotas, estdn
delimitadas por membranas, cuyo componente estructural basico es una fina
capa de moléculas anfipaticas organizadas en dos monocapas lipidicas
enfrentadas, en las que residen multitud de proteinas asociadas a esta la
bicapa de multiples maneras. La membrana juega un papel fundamental
para la supervivencia de las células, define los limites de la célula
estableciendo una barrera para moléculas polares a la vez que delimita los
diferentes compartimentos celulares. Esta compartimentalizacion interna
permite la segregacion de reacciones quimicas para el aumento de su
eficiencia asi como la obtenciéon de gradientes electroquimicos para la
obtencion de energia. Las membranas proporcionan proteccion a la vez que
permiten el transporte selectivo y la comunicacion a través de la bicapa.

El componente lipidico de la membrana se organiza de manera
espontanea. Esta organizacion estd basada en la tendencia de las colas
hidrocarbonadas hidrofébicas a asociarse entre si y en la capacidad de las
cabezas polares para interaccionar con el medio acuoso, es decir con el
citosol, el espacio extracelular o el interior de los organulos celulares.
Diferencias en la estructura y composicion de los lipidos que constituyen la
bicapa afectaran a la estructura y la funcién tanto de las proteinas embebidas
en la membrana como de aquellas proteinas asociadas a ésta de manera
periférica. Las bacterias, protistas y organismos procariontes se diferencian
tanto en la composicién como en los tipos de lipidos que componen sus
membranas. Es mas, diferentes tipos celulares dentro de un mismo
organismo presentan diferencias en la composicion lipidica, incluso los
organulos dentro de una misma célula eucarionte tienen un componente
lipidico sensiblemente diferente.

i.6.1 Componente lipidico

Los lipidos participan en tres procesos fundamentales. (1) En primer lugar
son los principales constituyentes estructurales de las membranas bioldgicas.
(2) Los lipidos son acumulados por la célula para almacenar energia, y como
reservorio de componentes para la biogénesis de las membranas. (3) Una de
las funciones menos estudiadas de los lipidos es su papel como mensajeros,
tanto primarios como secundarios. La hidrdlisis de lipidos anfipaticos
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genera una doble sefal que puede transmitirse por dentro de la membrana
(por medio de la regiéon hidrofébica) y por el citosol (gracias a la cabeza
polar) (Behnia & Munro, 2005). El papel de los lipidos en las membranas ha
empezado ha ser estudiado de manera significativa sdlo recientemente, en
parte debido a los complejos métodos requeridos para su estudio.
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Figura i.9. Principales lipidos de las membranas bioldgicas. Representacion de los tres
principales tipos de lipidos; glicolipidos, fosfolipidos (PI en la imagen) y colesterol.

Las membranas celulares presentan fundamentalmente tres tipos de
lipidos: fosfolipidos, glicolipidos y colesterol (figura i.9). Los fosfolipidos
presentan una region polar formada como minimo por un alcohol unido a
un grupo fosfato y una apolar formada por dos acidos grasos. Estos dos
bloques se unen por medio de un glicerol o de una esfingosina, dando lugar
a glicerolfosfolipidos como fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilinositol (PI) o fosfatidilserina (PS) y a esfingolipidos
respectivamente, siendo los fosfolipidos basados en el glicerol los mas
abundantes. Los glicolipidos al igual que los esfingolipidos estan basados
en esfingosina, en este caso el grupo amino esta acetilado por un acido graso
mientras que el grupo alcohol esta unido a uno o mas residuos de azticar
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(figura 1.9). El colesterol por el contrario es bastante diferente al resto de
lipidos de las membranas. Consiste en un esteroide formado por cuatro
anillos hidrocarbonatos, en un extremo de la molécula presenta un grupo
hidroxilo (el cual representara la parte polar de la molécula) y en el opuesto
una cadena hidrocarbonada (region apolar) (figura i.9).

Las membranas se mantienen unidas en un ambiente acuoso debido
a interacciones no covalentes entre los acidos grasos, los cuales debido a su
hidrofobicidad tienden a juntarse para excluir el maximo de agua, formando
un entorno variable y anisotrépico. Atendiendo al perfil de densidad
electrénica, una membrana modelo formada tnicamente por dioleoil-glicerol-
fosfatidilcolina (DOPC) se puede dividir en cuatro regiones (MacCallum et al,
2008) (figura i.10). Partiendo desde el centro de la bicapa, la region I
contiene Unicamente las colas hidrofdbicas de los lipidos, esta region
constituye lo que generalmente se conoce como nucleo hidrofébico y ocupa
aproximadamente 30 A de grosor. La region II contiene el principio de las
cadenas hidrocarbonadas de los lipidos y la parte inicial de las cabezas
polares, esta region comienza en el momento en que aparece algtin grupo
carbonilo y finaliza donde la linea de densidad de las cadenas acilicas se
encuentra con la de la colina (figura i.10). La region II es la de mayor
densidad electrénica y la mas diversa, contiene tanto componentes
hidrofébicos como hidrofilicos. La regidon III comienza en el maximo de
densidad electrdnica total del sistema y finaliza en el momento en el cual la
mayoria de la densidad procede del agua, en ella encontramos la mayoria de
los grupos fosfato y colina. Finalmente en los limites exteriores de la
membrana se encuentra la regién IV, compuesta fundamentalmente por
agua y una pequefia porcién de las cabezas polares de los lipidos. Se
considera region interfacial la suma de las regiones II, III y IV, ésta
representa alrededor de 15 A de grosor a cada lado del ntcleo hidrofdbico,
es por tanto una caracteristica fundamental del entorno de las proteinas de
membrana.

Aproximadamente la membrana plasmatica y la membrana del
reticulo endoplasmatico en eucariontes contienen un 50% de PC, 10% de PE,
15% de PS, un 10% en esfingolipidos, en torno al 10% de colesterol y
unicamente un 1% de fosfatidilinositol (PI). Estos porcentajes varian segtin el
tipo de célula y de membrana, es mas cada lipido tiene un elevado grado de
heterogeneidad debido a la unién inespecifica de distintas cadenas de acidos
grasos.
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Figura i.10. Perfil de densidad de una membrana modelo. Arriba, modelizacién por dinamica
molecular de una membrana compuesta tnicamente por DOPC. El agua se muestra en rojo
(oxigeno) y blanco (hidrégeno). Los atomos de nitrégeno y fosfato de los lipidos se muestran en
azul y naranja respectivamente mientras que las cadenas hidrocarbonadas en gris. Bajo, Perfil
de densidad electrénica de esa misma membrana en el que se pueden diferenciar las cuatro
regiones descritas. Linea negra densidad electrénica total, roja la densidad correspondiente al
agua, azul al DOPC, naranja a la colina, azul claro al fosfato, violeta a los carbonilos y en verde
la correspondiente a las cadenas acilicas (C.A.) de los acidos grasos (MacCallum et al, 2008).

Los fosfolipidos se reparten entre las dos monocapas de las
membranas de manera asimétrica, este gradiente es mantenido por enzimas
denominadas flipasas, enzimas que se encargan del intercambio de
fosfolipidos entre las dos monocapas (Daleke, 2007). En el reticulo
endoplasmatico hay una mayor abundancia de glicerol-fosfolipidos en la
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monocapa citoplasmatica de la membrana mientras que los esfingolipidos se
localizan preferentemente en la monocapa luminal. En la membrana
plasmatica podemos encontrar una distribucion similar. La monocapa
citoplasmatica esta enriquecida en PI, PE, PS y acido fosfatidico lo que
produce un ambiente ligeramente negativo en este lado de la membrana que
permite la union de proteinas debido a interacciones electroestaticas
(McIntosh & Simon, 2006). La cara extracitoplasmatica de la membrana
plasmatica, topolégicamente equivalente a la cara luminal de los organulos
intracelulares, se encuentra enriquecida en PC, esfingomielina y glico-
esfingolipidos. Los elevados niveles de colesterol de la membrana
plasmatica (a diferencia de los encontrados en la mayoria de las membranas
intracelulares) otorgan a esta membrana un grado de rigidez elevado. La
distribucidn asimétrica de colesterol y otros glicerol-fosfolipidos contribuyen
a mantener la curvatura de la membrana (Maxfield & Tabas, 2005).
Curvatura que también puede ser obtenida por otros mecanismos (Hanzal-
Bayer & Hancock, 2007).

La relacién proteina:lipido en peso en la mayoria de las membranas
es aproximadamente 1:1 (Muller et al, 2008). El modelo clasico de la
membrana del mosaico fluido (Singer & Nicolson, 1972) en el que las
proteinas se encuentran en la bicapa a baja concentracion, distribuidas
homogéneamente y difundiendo libremente en una membrana estable y
homogénea ha sido actualizado en las ultimas décadas, dando una visiéon
mucho mas compleja de la que aporté el modelo de Singer y Nicolson
(Engelman, 2005) (figura i.11).

Actualmente se considera que las membranas son estructuras
altamente complejas y variables, con dominios lipidicos especificos que
excluyen o agrupan a determinadas proteinas de manera especifica (como
las balsas lipidicas (lipid rafts) o microdominios enriquecidos en colesterol) y
con una concentracion proteica variable segtin el tipo de membrana. Las
interacciones especificas que se establecen entre lipidos y proteinas impiden
la libre difusiéon de ambos componentes (Kusumi et al, 2005), facilitan la
insercion de las proteinas en la bicapa (Schneiter & Toulmay, 2007) y
determinan en gran medida la estructura y funciéon de las proteinas de
membrana.
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Figura i.11. Modelo del mosaico fluido. A. Modelo del mosaico fluido propuesto por Singer y
Nicolson (Singer & Nicolson, 1972). B Version actualizada de las membranas bioldgicas.
Tomado de (Engelman, 2005).

i.6.2 Componente proteico

Las proteinas de membranas son aquellas proteinas que residen y ejercen su
funcién en la membrana. Atendiendo al tipo de interaccion que establecen
con la bicapa podemos diferenciar entre proteinas integrales de membrana y
proteinas periféricas (figura i.12). Las proteinas integrales de membrana son
aquellas que atraviesan la bicapa completamente. Las proteinas periféricas o
asociadas, no interaccionan directamente con el ntcleo hidrofébico de la
membrana, se encuentran por el contrario asociadas a la membrana a través
de otras proteinas o bien a través de grupos lipidicos o hidrocarbonados
unidos covalentemente a la proteina, también se consideran proteinas
periféricas a aquellas incapaces de atravesar completamente la membrana.
Los dominios integrados en la membrana contienen fundamentalmente
residuos hidrofébicos como Leu, Ile, Val o Ala, compatibles con la
hidrofobicidad de la membrana. Basicamente han sido descritos dos motivos
estructurales en las regiones transmembrana (TM): los barriles beta y los
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haces de hélices alfa. Estos tipos de estructuras secundarias permiten la
insercion en la membrana de los esqueletos polipeptidicos al establecer
puentes de hidrégeno intramoleculares y excluir el agua de solvatacion del
interior de las proteinas, reduciendo la polaridad intrinseca de los grupos
CO y NH del enlace peptidico, cuyo momento dipolar permanente
impediria su insercion en el niicleo hidrofébico de la membrana.

La parte hidrofébica de una a-hélice se define generalmente como la
parte requerida para atravesar el ntcleo hidrocarbonado de la bicapa
lipidica. Teniendo en cuenta una traslacion de 1.5 A/residuo en una hélice
candnica, se requieren alrededor de 20 residuos para ocupar el ntcleo
hidrocarbonado (~30 A) si la hélice no esta inclinada con respecto a la
normal de la bicapa, si hay una inclinacién (tilf) el nimero de residuos
aumentara.

LRl T

Figura i.12. Representacion de los diferentes tipos de proteinas de membrana. 1. Proteinas
integrales de membrana basadas en alfa hélices y barriles beta. 2. Proteinas periféricas y
asociadas a la membrana. Adaptado de (Lodish, 2000).

bicapa |
lipidica |

1.7 PLEGAMIENTO Y ESTABILIDAD DE PROTEINAS HELICOIDALES
DE MEMBRANA

Las proteinas de membrana mas comunes son aquellas basadas en motivos
en alfa hélice. Los barriles beta son mucho menos abundantes y se
encuentran casi exclusivamente en la membrana externa de procariotas,
mitocondrias y cloroplastos. A pesar de que la fuerza motriz en el
plegamiento y la estabilidad de ambos tipos de proteinas de membrana es la
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misma, la descripcidn que se realiza a continuacién ignora las proteinas de
membrana cuyo principal motivo estructural son las hojas beta para
centrarse en el plegamiento y la estabilidad en membrana de las hélices alfa,
dado que estas tltimas son absolutamente mayoritarias.

i.7.1 El modelo de dos estados

El conocimiento actual sobre el plegamiento de las proteinas de
membrana es todavia rudimentario, sin embargo es evidente que se
encuentra marcado por la naturaleza anisotropica de la membrana. El actual
modelo para el plegamiento de las proteinas helicoidales de membrana se
basa en el propuesto a principios de los afios 90 por Popot y Engelman
(Popot & Engelman, 1990) conocido como modelo de dos estados. Segun el
cual el plegamiento de las proteinas de membrana se produce en dos etapas:

1. Las secuencias hidrofdbicas forman alfa hélices cuando se insertan en la
membrana. En presencia de agua y una bicapa lipidica, una alfa hélice TM
representa el estado mas estable para una secuencia de aminoacidos
apolares. Este argumento se basa en la estimacion de las energias libres de
los equilibrios descritos en la figura i.13 A e ignora el mecanismo por el cual
estas secuencias alcanzan la membrana.

Dado que el ntiimero de enlaces de hidrégeno del esqueleto
polipetidico no es critico en un medio acuoso, se considera que la transiciéon
entre una secuencia desestructurada y una hélice alfa es isoenergética y
estara gobernada por las cadenas laterales de los aminoacidos (transicién 1
en figura i.13 A). Una hélice formada por residuos hidrofébicos presenta una
elevada tendencia a localizarse en la bicapa debido a la dramatica reduccion
en la entropia del agua necesaria para que esa misma hélice permanezca en
el medio acuoso (transicion 2 en figura i.13 A). El equilibrio de una secuencia
de alrededor de 20 aminodacidos sin estructura entre agua y lipido se ha
estimado en 40 kcal/mol a favor del agua, debido a la pérdida de enlaces de
hidrogeno entre la proteina y el agua que se produce si esta secuencia entra
en la bicapa (transicion 4 en figura i.13 A) (White & von Heijne, 2008).
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Figura i.13. Modelo de dos estados A. Equilibrio termodinamico para la formacién de una
hélice hidrofébica. La localizacion y estructura de una secuencia hidrofébica en un ambiente
acuoso en presencia de una bicapa lipidica estara gobernada por 4 equilibrios correspondientes
a las transiciones: secuencia desestructurada-hélice alfa en el medio acuoso (1), hélice en el
medio acuoso-hélice TM (2), hélice TM-secuencia sin estructura en la membrana (3) y secuencia
desestructurada en la membrana-secuencia sin estructura en agua (4). B. Asociacion lateral de
hélices TM. Adaptado de http://engelman.csb.yale.edu/index.html

Desestructurar una hélice dentro de la membrana es un proceso
desfavorable, por la penalizacion energética que supone romper los enlaces
de hidrégeno en un ambiente con una baja constante dieléctrica como es la
membrana. Por lo tanto una secuencia hidrofébica que ha sido insertada en
la membrana como una hélice es energéticamente improbable que abandone
la bicapa (por su composicion basada en aminoacidos hidrofébicos) o que
pierda su estructura dentro de la membrana (por la exposicidon de los grupos
polares CO y NH del esqueleto polipeptidico).
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2. Asociacién lateral de hélices transmembrana. La segunda parte del modelo de
Popot y Engelman se centra en la tendencia de las hélices monoméricas para
asociarse entre si. La formacion de un dimero entre dos hélices (asociacién
mas simple que se puede producir en los haces de hélices alfa) provoca un
aumento de las interacciones hélice-hélice y lipido-lipido y una disminucién
de interacciones hélice-lipido. La entropia de los lipidos aumenta tras la
dimerizacion, mientras que la de las hélices disminuye. El equilibrio entre
dimero-mondmero estara gobernado por este componente entropico y por el
valor entalpico derivado de las interacciones especificas (lipido-lipido,
hélice-hélice, hélice-lipido) del proceso (figura i.13 B). La interaccién entre
diferentes hélices TM de una misma proteina también estara gobernada por
estos mismos factores.

Mas recientemente la combinacion del modelo de dos estados de
Popot y Engelman (Popot & Engelman, 1990) y del esquema propuesto
previamente por Jacobs y White (Jacobs & White, 1989a) ha conducido a
proponer el modelo conocido como modelo de cuatro estados (figura i.14).
Los experimentos realizados por Jacos y White primero (Jacobs & White,
1986; Jacobs & White, 1987; Jacobs & White, 1989b) y mas tarde por Wimley
y White (Wimley et al, 1996; Wimley & White, 1996) en ambientes miméticos
de membrana y membranas modelo sientan las bases de cuando, desde un
punto de vista termodinamico, una secuencia de aminodacidos desplegada
permanece soluble, se asocia a la interfase o se inserta en la membrana,
estando la insercidn acoplada necesariamente al plegamiento del péptido (Li
& Deber, 1993; Li & Deber, 1994). Los factores identificados en estos trabajos
como determinantes para la localizacion de wun péptido son
fundamentalmente su hidrofobicidad y su capacidad para adoptar una
conformacion en alfa hélice, estando ambos implicitos en la secuencia de
aminoacidos.

Este modelo no representa el proceso natural de insercién y
plegamiento de las proteinas de membrana pero proporciona una visién
termodinamica del proceso de insercion (White & von Heijne, 2008) y
permite entender en términos energéticos el proceso de inserciéon en bicapas
de péptidos que espontaneamente particionan desde un ambiente acuoso a
la membranas, como son algunas toxinas bacterianas.
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Figura i.14. Modelo de cuatro estados. Una cadena polipeptidica puede particionar desde y
hacia el agua (w), la interfase (i) o el nticleo hidrofébico de la membrana (c). En cada uno de
estos ambientes la cadena puede encontrase desplegada (u) o plegada adoptando algtn tipo de
estructura secundaria que neutralice los enlaces de hidrogeno (f), siendo la insercién en
membrana un proceso ligado al plegamiento. La localizacién de una secuencia peptidica
dependerd de la variacién en energia libre asociada a cada una de las transiciones entre los
diferentes estados (AG y los subindices que indican conformacién y la localizacién del péptido
en los estados de partida y de destino). Adaptado de (Mackenzie, 2006).

1.7.2 Requisitos para la insercion de un dominio helicoidal en la
membrana

El principal determinante para que una secuencia se inserte en la
membrana es su valor global de hidrofobicidad, a mayor grado de
hidrofobicidad mayor tendencia a la insercion. Este concepto entra en
conflicto con la visién que se tenia de los residuos con carga neta dentro de
la membrana, considerados hasta hace poco como prohibidos en cuanto a su
presencia en el ntcleo hidrofébico. Como se ha demostrado en los ultimos
afnos este tipo de aminoacidos no impide la insercion en la bicapa de una
secuencia sino que la supedita a la hidrofobicidad total del segmento
(MacCallum et al, 2008; Martinez-Gil et al, 2008). Un efecto similar se
observa con aquellos aminoacidos con capacidad para impedir la formacion
de estructura secundaria, como puede ser la prolina (Nilsson et al, 1998). El
caso de la prolina es mas complejo ya que se ha visto en péptidos, basados
en secuencias repetitivas de leucinas, que promueve la asociacion superficial
a la membrana (Caputo & London, 2003a; Caputo & London, 2003b).

Una secuencia TM debe ser lo suficientemente larga para poder

atravesar la bicapa (Chen & Kendall, 1995; Kuroiwa et al, 1991; Whitley et al,
1996) ademas de cumplir con los requisitos de hidrofobicidad y helicidad
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descritos anteriormente. Dentro de unos limites una secuencia corta podra
insertarse si es lo suficientemente hidrofébica, un péptido con una
hidrofobicidad mas baja necesitara una mayor longitud para insertarse en la
membrana (Hessa et al, 2005; Hessa et al, 2007). Los valores concretos de
longitud e hidrofobicidad requeridos para la inserciéon dependeran de la
membrana en la que la secuencia se inserte y de la maquinaria o mecanismo
de insercion empleado por la proteina. En el laboratorio del Profesor von
Heijne se ha desarrollado recientemente una técnica, basada en un mapeo
por glicosilacion, que ha permitido estudiar todos estos factores
(hidrofobicidad, helicidad, longitud de la secuencia etc.) en membranas del
reticulo endopldsmico (apartado ex.1.2) y obtener asi la tendencia de cada
aminodacido para insertarse en la membrana. Los resultados obtenidos con
esta técnica se correlacionan sorprendentemente bien con la escala de
octanol de Wimley y White (Wimley et al, 1996). Ademas, muestran que la
posicién relativa de los residuos hidrofébicos dentro de una secuencia es un
factor importante para la insercion de dicho fragmento en la membrana,
fendmeno que hasta ahora no habia sido descrito (Hessa et al, 2005).

Fragmentos hidrofobicos de diferente longitud son capaces de
insertarse en una misma bicapa, por lo tanto no siempre coincidira el grosor
de la region hidrofobica de la membrana con la longitud de los fragmentos
hidrofébicos insertados en la bicapa. Se produce entonces un fenémeno
conocido como desajuste hidrofobico (hydrophobic mismatch) en el que o bien
regiones hidrofébicas de la proteina son expuestas al medio acuoso si el
grosor de la membrana es insuficiente para acomodar el segmento
hidrofébico (desajuste positivo), o residuos polares son enterrados en la
membrana si la region hidrofébica del polipéptido no es suficientemente
larga (desajuste negativo) (figura i.15) (Killian, 1998; Killian, 2003). En estas
situaciones tanto los lipidos como las proteinas tendran que adaptarse para
minimizar la energia del sistema. Los lipidos pueden ajustar el grosor de la
bicapa adoptando una disposiciéon mas o menos extendida en sus cadenas
acilicas. Las proteinas por su parte pueden responder a este desajuste
promoviendo la interaccion entre hélices o alterando la conformacion del
esqueleto peptidico adoptando estructuras helicoidales mas o menos
alargadas. En los casos de desajuste positivo las hélices TM pueden adoptar
una disposicion inclinada (tilt), menos perpendicular al plano de la bicapa.
Los residuos polares, en los casos de desajuste negativo pueden,
dependiendo de su posiciéon, “asomar” sus cadenas laterales fuera del
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nucleo hidrofébico de la membrana (zona I, seccién i.6.1); fendmeno que se
conoce como snorkel (Monne et al, 1998).

Figura i.15. Desajuste hidrofébico. A. Adaptaciones de la membrana y la proteina para reducir
el desajuste positivo (1), extension de las cadenas acilicas (2), deformacion del esqueleto
peptidico (3), oligomerizacion (4), variacion del grado de inclinacién o filt (5) y exclusion del
péptido de la membrana (6). B. Adaptaciones de la membrana y la proteina para reducir el
desajuste negativo (1), compresiéon de las cadenas acilicas (2), deformacion del esqueleto
peptidico (3), oligomerizacion (4), formacion de fases no lamelares (5) y exclusion del péptido
de la membrana (6). Adaptado de (de Planque & Killian, 2003).

1.8 INSERCION DE PROTEINAS DE MEMBRANA

Tanto las proteinas integrales de membrana como aquellas solubles del
espacio extracelular han de cruzar la membrana parcial o totalmente. Ambas
emplean la misma maquinaria, conocida como translocén, para su insercién
y transporte. El translocén es un complejo multiproteico localizado en la
membrana del reticulo. Consiste basicamente en un canal que atraviesa la
bicapa lipidica, el cual cumple dos funciones, por un lado permite que las
proteinas solubles del lumen atraviesen completamente la membrana del
ER, y por otro, que los fragmentos TM de las proteinas integrales de
membrana se introduzcan lateralmente en la bicapa.

El canal de translocacion esta formado por un complejo
heterotrimérico conocido como Sec6l en eucariontes y SecY en arqueas y
procariontes (Van den Berg et al, 2004). Las tres subunidades que lo forman
se conocen como &, B y Yy o SecY, SecG y SecE en eubacterias. Las
subunidades a y y estan bastante conservadas entre los tres reinos siendo
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ambas imprescindibles para el funcionamiento del canal y la supervivencia
de la célula. Las subunidades (3 en cambio muestran homologia tinicamente
entre eucariontes y arqueas pero no con bacterias, ademas de no ser
esenciales para la funcion del translocon.

La subunidad «a forma el poro del canal (Gorlich & Rapoport, 1993;
Mothes et al, 1994) cuyo interior es acuoso (Crowley et al, 1994). Visto desde
el citosol el canal tiene una forma cuadrada (figura i.16 A), la subunidad o,
formada por 10 fragmentos TM, esta dividida en dos partes claramente
diferenciadas que se encuentran unidas por un lazo. Este actiia a modo
bisagra entre las dos partes lo que permite generar una apertura lateral en el
canal hacia la membrana. La subunidad y se une a la subunidad a por el
lado opuesto a la apertura lateral a modo de refuerzo del lazo que actta
como bisagra. La subunidad 3 en cambio solo hace contacto de manera
periférica con uno de los lados de «a (figura i.16 A). En una vision lateral
(perpendicular a la membrana) Sec61 a muestra forma de un reloj de arena,
presentando su punto mdas estrecho en el centro de la bicapa. Este
estrechamiento esta formado por un anillo de residuos aromaticos que evita
el flujo incontrolado de moléculas de un lado a otro de la membrana. El lado
del citoplasma de esta estructura en forma de reloj de arena, queda vacio
mientras que el luminal esta ocupado cuando el canal se encuentra en su
conformacién cerrada por una corta hélice que actia a modo de tapon
(figura i.16 B). El canal tiene por lo tanto la capacidad de abrirse y cerrarse
en dos direcciones, perpendicular al plano de la membrana para permitir la
translocacion de proteinas solubles y lateralmente hacia la membrana para
permitir el paso de los dominios TM a la bicapa lipidica.

El didametro del poro en su estado cerrado impide el paso de una
cadena polipeptidica, es necesaria por tanto la apertura del canal para que la
translocacién sea posible. El tamafio maximo del poro en su estado abierto se
ha estimado entre 15 - 20 A, espacio suficiente para el paso de una hélice alfa
(Kowarik et al, 2002).

El poro esta formado por un monoémero de Sec6l o SecY, sin
embargo hay resultados que indican que la translocaciéon podria estar
mediada por oligémeros de Sec61/SecY (Osborne & Rapoport, 2007), aunque
se postula que tnicamente una copia de Sec61/SecY estaria activa en cada
oligémero (Skach, 2007).
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citosol

bizagra

Figura i.16. Estructura de SecY/Sec6l. Representaciones de la estructura de rayos X del
complejo SecY de Methanococcus jannaschii. A. Las hélices 1-5 y 6-10 de la subunidad a (en rojo y
azul respectivamente) pueden crear una apertura lateral hacia la membrana (flecha rosa) para
permitir que los dominios suficientemente hidrofébicos se inserten en la bicapa. Las
subunidades  y y se muestran en gris. En su estado cerrado el canal presenta un tapon (hélice
amarilla) en el lado luminal. B. Visién transversal del canal del translocdn formado por SecY
(rojo y azul) donde se aprecia la forma de reloj de arena y el estrechamiento central formado por
un anillo hidrofébico (verde). Adaptado de (Rapoport, 2007).

i.8.1 Translocacion co-traduccional

Este mecanismo, en el cual la translocacion e insercion de la proteina en la
membrana se produce acoplado a la traduccién, es el empleado por las
proteinas de secrecién y por la mayoria de las proteinas de membrana para
alcanzar su destino. La sintesis de estos dos grupos de proteinas comienza
en el citoplasma. Las proteinas que han de ser dirigidas hacia el translocon
presentan en su extremo N-t una secuencia sefal (SS), que consiste en uno o
mas residuos cargados seguidos de entre 12 y 20 aminoacidos hidrofébicos.
Cuando esta region emerge del ribosoma es reconocida por la particula de
reconocimiento de la secuencia sefnal (SRP) (Walter & Blobel, 1981a; Walter
& Blobel, 1981b; Walter et al, 1981), la cual es capaz de detener
momentdneamente la traduccion y dirigir el complejo (mRNA-ribosoma-
polipéptido naciente) al translocon (figura i.17). En un primer paso el
complejo es direccionado a la membrana del ER, proceso guiado por la
afinidad entre la SRP y su receptor (SR), el cual se encuentra en las
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proximidades del translocon. A continuacion y una vez anclado a la
membrana a través del SR, el complejo, es transferido al translocén (Halic &
Beckmann, 2005) (figura i.17).

Algunas proteinas de membrana carecen de SS, en estos casos la SRP
es capaz de reconocer el primer fragmento TM, el cual actuara como una
sefial de direccionamiento, que no es eliminada por la peptidasa del péptido
sefal, y como secuencia de anclaje a la membrana.

La SRP es un complejo ribonucleoproteico formado por 7
subunidades proteicas (SRP 72, 68, 54, 19, 14 y 9) y una molécula de RNA 75
(Andrews et al, 1985). El SR esta compuesto por dos proteinas, SRa proteina
periférica de membrana capaz de interaccionar con la SRP y SRf, proteina
integral de membrana localizada en la membrana del ER. Es la union entre
la SRP y la SS la que aumenta la afinidad de la SRP por su receptor y lo que
dispara el proceso de direccionamiento.

ribosoma
Qd— SRP

T citosol

SR
SecéUSecY

Figura i.17. Insercién co-traduccional. La SRP, tras reconocer la secuencia sefial, dirige el
ribosoma con la cadena naciente y el mRNA al canal del translocén mediante la interaccién con
su receptor (SR). Es entonces, una vez se ha unido el ribosoma al translocén cuando la SRP se
libera y la traducciéon se reinicia. La cadena naciente es ahora capaz de pasar a través del
translocon. Adaptado de (Rapoport, 2007).

Una vez el complejo formado por la SRP, el SR y el ribosoma con la
cadena naciente se une al translocén la traduccion se reinicia y la SRP se
libera (con gasto de energia), pudiendo reanudar un nuevo ciclo de
direccionamiento (figura i.17). La cadena naciente entra directamente desde
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el tinel del ribosoma al canal del translocon, el cual ahora debido a la
interacciéon con el ribosoma se encuentra abierto y permite el paso del
polipéptido al otro lado de la membrana. La hidrdlisis de GTP es necesaria
para la elongacion de la cadena peptidica pero el paso a través del canal no
requiere energia.

i.8.2 Translocacion post-traduccional

En algunos casos las proteinas son translocadas una vez su sintesis ha
finalizado. Generalmente esto ocurre en proteinas solubles translocadas al
lumen del ER que tienen unas SS moderadamente hidrofdbicas no
reconocidas por la SRP (Huber et al, 2005a). Esta via de translocacion
requiere que las proteinas permanezcan desplegadas una vez terminada su
traduccion (Huber et al, 2005b), la presencia de chaperonas citosolicas que
impidan el plegamiento es por tanto imprescindible. En la translocacion
post-traduccional existen diferencias en los mecanismos empleados por
eucariontes y procariontes.

Dado que en esta ruta las proteinas han sido sintetizadas totalmente
antes de la insercion, el ribosoma no interacciona con el complejo Sec61. El
direccionamiento de las proteinas recién sintetizadas hasta el canal del
translocon se debe en eucariontes a la afinidad de las chaperonas citosdlicas
por el complejo de membrana Sec62/Sec63 (figura i.18), junto a Sec71 en el
caso de levaduras. La cadena polipeptidica con las chaperonas que evitan su
plegamiento, se une al complejo Sec61-Sec62/Sec63, union que produce la
liberacién de las chaperonas. Una vez dentro del canal, el polipéptido puede
moverse en cualquier direccion pero su union con la proteina del lumen BiP
impide el movimiento retrégrado hacia el citosol. BiP en su estado activo
(con ATP), presenta un dominio con capacidad de unién a cadenas
polipeptidicas desplegadas abierto, la interaccion entre BiP y el dominio J de
Sec63 activa la hidrdlisis del ATP, lo que produce un cambio conformacional
en BiP, la cual cierra su dominio de unién a proteinas con la cadena que esta
siendo translocada atrapada en su interior. Es este fendmeno el que impide
que la cadena polipeptidica pueda regresar al citosol en un movimiento
retrogrado altamente contraproducente para la célula. Cuando se genere
suficiente espacio, debido al movimiento hacia el lumen del polipéptido
translocado, otra molécula de BiP-ATP se podra unir, repitiéndose el
proceso hasta que toda la proteina haya sido translocada (Misselwitz et al,
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1998). Finalmente el intercambio de ADP por ATP hace que BiP se libere del
polipéptido que acaba de translocarse.

chaperonas
citosolicas

\ SechZi63
n n Citosol
Sechl ADP ADP ATP

DP
ADP
Bip #TP. T CL@
ADP

55

dominio J

Figura i.18. Translocacion post-traduccional en eucariontes. La unién de BiP, tras la hidrolisis
de ATP, a la cadena polipeptidica que esta siendo translocada evita que ésta vuelva al citosol. El
polipéptido es mantenido en su estado desplegado en el citosol mediante la unién de
chaperonas. El complejo Sec61 se indica en amarillo, Sec62/63 en marrén con el dominio J en
rojo. Adaptado de (Rapoport, 2007).

En procariotas la chaperona citosélica SecB es la encargada de unir
la cadena polipeptidica que va a ser translocada y dirigirla al complejo
formado por SecY y SecA. SecA es una ATPasa acoplada a la cara citosdlica
de SecY que consta de dos subunidades (NBF1 y NBF2). Una vez el dominio
NBF2 une el polipéptido que va a ser translocado el movimiento relativo de
NBEF2 sobre NBF1 empuja la cadena a través del canal formado por SecY
(figura i.19). En presencia de ADP NBF2 se encuentra en su estado abierto,
es el intercambio de ADP por ATP lo que produce el cambio conformacional
en NFB2 de abierto a cerrado y el movimiento relativo de NBF2 sobre NBF1
que “empuja” el polipéptido a través del translocén. La hidrolisis de ATP
produce que NBF2 retorne a su estado abierto para poder repetir el ciclo
hasta que la proteina sea completamente translocada. Recientemente ha
sido resuelta la estructura del complejo formado por SecA y SecY (Zimmer
et al, 2008), estructura que ayuda a comprender este mecanismo de
translocacion.
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Figura i.19. Translocacién post-traduccional en bacterias. Es el motor formado por las dos
subunidades de SecA el que empuja la cadena polipeptidica a través de SecY empleando ATP
como fuente de energia. Una vez la translocacion ha finalizado el complejo se desensambla para
poder reanudar un nuevo ciclo. Adaptado de (Rapoport, 2007).

Todos los tipos de translocacién (co- o post-traduccional) comienzan
con la insercién del polipéptido en forma de lazo dentro del canal de
translocacion, con el extremo N-t apuntando hacia el citosol. A continuacién
la SS (segmento hidrofobico) se intercala en la apertura lateral del canal sin
llegar a entrar en la membrana (Plath et al, 1998) (figura i.20). La unién de la
SS, segun los datos obtenidos con simulaciones por dinamica molecular,
provoca la apertura del tapén del Sec6l y permite que el polipéptido
atraviese completamente el canal (Gumbart & Schulten, 2006). Durante el
proceso de translocacion la secuencia sefial queda retenida en la apertura
lateral hasta que es cortada por la peptidasa de la SS, enzima acoplado al
complejo de translocacion. Una vez la translocacién haya finalizado el tapon
probablemente regresa a su posicion bloqueando el canal.

Apertura lateral q y (
|
/ N-VUHJ' MN=A ll E
(e - -
Tapdn del canal ('f&

Figura i.20. Inicio de la translocacion co-traduccional. La unién del ribosoma (verde) a Sec61
(naranja) dilata en canal acuoso central lo que permite la entrada de la secuencia sefial (rojo) con
su N-t orientado al citosol. La unién de la SS abrird completamente el poro permitiendo la
translocacion. La SS queda retenida en la apertura lateral para posteriormente ser eliminada.
Adaptado de (Rapoport, 2007).
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1.8.3 Insercion de proteinas en la membrana del ER

A medida que las proteinas de membrana atraviesan el canal del translocén
los segmentos TM son insertados en el interior de la bicapa lipidica por
medio de la apertura lateral del canal. Se ha postulado que una vez se ha
producido la apertura del tapén del canal, la apertura lateral del translocon
esta constantemente abriéndose y cerrandose, lo que expone a las regiones
de las proteinas que en ese momento se encuentran en el canal (acuoso) del
translocon al medio hidrofébico que supone la membrana. Aquellos
segmentos lo suficientemente hidrofdbicos se dirigirdn a la membrana a
través de la apertura lateral cuando se encuentren en la posicion adecuada
dentro del canal. El tamafio de esta apertura indica que los segmentos TM
salen del canal de uno en uno (Heinrich & Rapoport, 2003) o en parejas
(Sauri et al, 2005) aunque también existen evidencias de las insercion de
varias hélices en bloque (Sadlish et al, 2005). En este sentido, el complejo del
translocdn permitiria interacciones entre diferentes dominios TM de una
misma proteina antes que el proceso de integraciéon haya finalizado
completamente, lo cual facilita la insercién en la bicapa de segmentos que sin
estas interacciones no serian capaces de integrarse (White & von Heijne,
2008).

Las regiones solubles entre los dominios TM saldran forzosamente
del canal de Sec61/SecY alternativamente por el extremo luminal y por el
lado citosolico (figura i.21 Ay B). En este ultimo caso si la insercion es co-
traduccional la cadena polipeptidica debe salir a través de un hueco entre el
ribosoma y el translocén, dicha apertura ha podido ser visualizada por
microscopia electrénica (Menetret et al, 2005).

En aquellas proteinas de membrana que carezcan de SS (la cual
siempre orienta su extremo N-t al citosol) el primer fragmento TM puede
orientar su extremo N-t tanto hacia el citosol como hacia el lumen,
dependiendo de la secuencia de aminoacidos, lo que determinara en gran
medida la topologia global de la proteina (figura i.21 A frente a B).
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Figura i.21. Integracién de proteinas de membrana. A. Integracién de proteinas de membrana
a través del translocon cuando el extremo N-t de la proteina se orienta hacia el lumen/exterior.
Al igual que en la translocacion de proteinas solubles el tapdn del canal sufre un cambio
conformacional con la entrada de la cadena naciente en el canal de Sec61/SecY (1). A medida
que vayan apareciendo regiones hidrofébicas éstas se iran insertando en la bicapa (2 y 4). Los
dominios solubles asomaran por el lado luminal o por el citosélico para lo cual tendran que
aprovechar una apertura entre Sec61/SecY (naranja) y el ribosoma (azul) (2 y 3). B Si el primer
fragmento TM se orienta como la SS el primer lazo quedara expuesto necesariamente en el lado
luminal. Adaptado de (Osborne et al, 2005).

i.8.4 Anclaje a la membrana a través del extremo C-t

En mamiferos la inserciéon post-traduccional en la bicapa lipidica es
exclusiva de las proteinas ancladas a la membrana por el extremo C-t. Estas
son un tipo especializado de proteinas de membrana caracterizadas por
presentar su dominio de anclaje a la membrana al final de la secuencia de
aminodcidos, lo que las obliga a insertarse en la bicapa de manera post-
traduccional y con el extremo N-t en el citosol. Al igual que el resto de
proteinas de membrana la mayoria de las proteinas ancladas por el C-t se
integran en primer lugar en el ER para luego dirigirse a su destino final por
medio de la via de secreciéon. Actualmente se dispone de poca informacién
relativa al direccionamiento a la membrana del ER de estas proteinas, pero
parecen existir dos grandes vias, una dependiente de ATP y otra de GTP
(figura 1.22). En esta ultima participa la SRP y su receptor, aunque se
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desconoce si Sec61 esta involucrado en la insercion. Mientras que en la via
que depende de ATP existirian dos rutas, una mediada por las chaperonas
Asnal/TRC40 y otra por Hsc70-Hsp40 (Abell et al, 2007; Rabu & High,
2007). Se ha postulado la existencia de receptores de membrana para ambos
complejos pero ninguno de ellos ha sido descrito todavia.

@ Ribosoma
%G

1]
GTP ATP
G
re

e
N ———.

R ™
SRP Hsc70-Hsp40 [ Asna1/TRC40
F %@Pm {:h?\ ™
e b ¢
) _
y o Bl oo
Vd = i A

\_ ¥ L/ b
r}i}r- [:/ ! r-% citosol

L

SR L ¢ Receptor ¢ Receptor
Hsc70 ? Asna1/TRC40 ?

Figura i.22. Integracion en membrana de las proteinas ancladas por el extremo C-t. Hasta la
fecha se han identificados tres rutas para la integraciéon de las proteinas de membrana que
presenta un tnico dominio hidrofébico localizado en el extremo C-t basadas en la SRP, (rojo)
Hsc70-Hsc40 (verde) y Asnal/TRC40 (amarillo). Adaptado de (Rabu & High, 2007).

i.8.5 Componentes del translocon

La maquinaria de translocacion o translocon esta formada en eucariontes
por otras proteinas, ademas de Sec61, que facilitan la translocacién y regulan
el proceso. Entre estas se encuentra la peptidasa de la secuencia sefial. La
eliminacién de la SS se debe producir antes de que la proteina adopte su
estructura final, ya que su presencia podria alterar de algin modo el
plegamiento. El complejo de la peptidasa esta anclado a la membrana y
formado por cinco subunidades dos de las cuales presentan actividad
proteolitica mientras que el resto desempefian funciones reguladoras (Evans
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et al, 1986; Shelness et al, 1993). Otra de las proteinas que forman parte del
complejo del translocén es la Oligosacaril-Transferasa (OST) (Nilsson et al,
2003), este complejo enzimatico es responsable de la incorporacion de restos
de aztcar a secuencias dianas de los dominios polipeptidicos translocados al
limen del ER. Estas secuencias consenso de glicosilacion estan constituidas
por tres aminoacidos Asn-X-Ser/Thr, siendo X cualquier aminoacido excepto
prolina. La adicién de residuos de aztcar en la Asn de la secuencia diana se
produce al emerger la cadena naciente del translocén, dado que el
polipéptido naciente avanza a través del centro catalitico de la enzima
(figura i.23) (Igura et al, 2008). Se requiere una distancia minima de 12
aminoacidos entre el canal de Sec61 y la primera Asn que puede ser marcada
(Li et al, 2008; Nilsson & von Heijne, 2000).

Cadena polipetidica

OST
>12 aas
lumen

membrana
ER

citosol

Sec61a

Figura i.23. Oligosacaril-transferasa. Representaciéon esquematica de la OST. La cadena
naciente (linea marrén) sale del canal del translocén (azul) y se introduce en el dominio
catalitico de la OST (azul claro). La enzima presenta un surco hidrofébico (blanco) dentro de su
dominio catalitico donde los residuos de azticar (hexagonos verdes) son transferidos a la Asn de
las dianas de glicosilaciéon. Los aminoacidos clave dentro del sitio activo de la enzima se
encuentran conservados. Adaptado de (Igura et al, 2008).

Uno de los componentes que se han identificado asociado al
translocon es la proteina TRAM (Trasnlocating chain-associating membrane
protein) (Gorlich et al, 1992). Esta es una proteina integral de membrana que
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participa en la translocacion de proteinas de secrecion (Hegde et al, 1998).
También se ha descrito su participacién en el proceso de integraciéon de
algunas proteinas de membrana (Do et al, 1996), en estos casos se ha
propuesto que podria mediar la particion a la bicapa lipidica de fragmentos
poco hidrofébicos que requieran de interacciones proteina-proteina previas
a su integracion (Heinrich et al, 2000; Voigt et al, 1996). Otra de las proteinas
asociada al translocén es TRAP (Translocon-associated protein), aunque se
desconoce su funcidén concreta se ha observado su participacién en el
proceso de translocacion co-traduccional (Menetret et al, 2008).

i.8.6 Translocacion en mitocondrias

El genoma mitocondrial codifica para un ntimero reducido de proteinas es
por eso que la mayoria de las proteinas mitocondriales son importadas a la
mitocondria post-traduccionalmente. Las mitocondrias presentan dos
membranas (una externa y otra interna). Las proteinas de la matriz
mitocondrial deben por lo tanto atravesar estas dos membranas antes de
alcanzar su destino final. Estas proteinas (sintetizadas en el citoplasma)
cuentan con una secuencia sefial especifica que las dirige a la membrana
externa mitocondrial. El transporte a través de las membranas externa e
interna se realiza por dos complejos translocasa denominados TOM y TIM
respectivamente (Wickner & Schekman, 2005). Los cuales también participan
en la integracion de las proteinas integrales en sus respectivas membranas.
En la membrana interna mitocondrial existe otra translocasa implicada en
procesos de translocacién de proteinas integrales de la membrana interna
conocida como Oxalp, la cual es a su vez una proteina integral de
membrana con cinco fragmentos TM helicoidales. Se ha visto que Oxalp
interacciona con cadenas nacientes de proteinas de membrana codificadas
por el genoma mitocondrial y con proteinas completas del genoma nuclear
(Szyrach et al, 2003).

i.8.7 Translocacion en cloroplastos
Al igual que en mitocondrias la translocacion de proteinas a través de las
membranas del cloroplasto se produce de forma post-traduccional, dado que

la mayoria de las proteinas son sintetizadas en el citoplasma y
posteriormente importadas al interior del organulo. En las membranas
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externa e interna existen dos complejos proteicos encargados de la
translocacién andlogos a TOM y TIM en mitocondrias y conocidos como
TOC y TIC. En el interior de los cloroplastos se encuentran los tilacoides.
Para la translocacion e insercion de proteinas en la membrana tilacoidal se
han descrito al menos cuatro sistemas. (1) Insercién espontdnea mediada por
el potencial electroquimico (Mant et al, 1995). (2) En la membrana del
tiolacoide se puede encontrar un complejo homologo al translocon de
bacterias implicado en la inserciéon co-traduccional de las proteinas
codificadas en el genoma del cloroplasto y post-traduccional de aquellas
proteinas codificadas en el genoma nuclear. (3) La translocasa Alb3
realizaria en la membrana tilacoidal un papel homologo al de Oxalp en la
membrana mitocondrial externa (Woolhead et al, 2001). (4) El complejo TAT
es capaz de dirigir la translocacion de proteinas ya plegadas al interior de los
tilacoides (Robinson & Bolhuis, 2004).

i.8.8 Translocacion en bacterias

En bacterias Gram- ademas de las rutas ya descritas basadas en SecY
(implicada en la translocacién e insercién co-traduccional) y SecA/SecB
(translocacién post-traduccional), se han descrito otras rutas alternativas de
translocacion.

YidC es una proteina asociada al canal de SecY, se han propuesto al
menos dos funciones para YidC, una andloga a la que realiza TRAM en
eucariontes, en la que facilitaria la translocacion a la membrana de ciertos
fragmentos TM (van der Laan et al, 2001), y otra en la que YidC ejerceria
como translocasa de manera independiente de SecY (Serek et al, 2004). Esta
funcién requeriria que la proteina se ensamblara como homo o hetero-
oligémeros independientes del translocon (de Gier & Luirink, 2003). Existe
otro sistema implicado en la secrecidon de proteinas plegadas al periplasma.
El sistema TAT, andlogo al de cloroplastos, reconoce un motivo de dos Arg
(R-R) tanto en proteinas desplegadas como en aquellas que ya estan
plegadas (siempre y cuando en estos casos el motivo R-R permanezca
accesible). El nimero de subunidades del complejo TAT puede variar, de
manera que el tamafo del poro que se forma puede adaptarse para el
transporte de grandes proteinas ya plegadas, incluso de oligomeros (Gohlke
et al, 2005).
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1.9 TOPOGENESIS DE PROTEINAS DE MEMBRANA

1.9.1 Clasificacion de proteinas integrales de membrana segin su
topologia

La correcta topologia de una proteina de membrana (localizacion relativa de
sus extremos N-t y C-t) es fundamental para poder llevar a cabo su funcién
bioldgica. Generalmente la topologia que adquiere una proteina es Unica,
aunque se han identificado casos en los que una misma secuencia es capaz
de insertarse en la membrana con dos topologias opuestas (Rapp et al, 2006;
Rapp et al, 2007). Atendiendo a su topologia se pueden identificar cuatro
grandes grupos de proteinas de membrana (Goder & Spiess, 2001).

Las proteinas Tipo I son aquellas que presentan SS hidrolizable, por
lo tanto tienen obligatoriamente su extremo N-t en el Ilado
extracitoplasmatico (apartado i.8.3). Existen excepciones en algunos casos de
proteinas con SS y un corto lazo hasta el primer dominio TM, en las que se
ha observado una inversion de la topologia una vez la SS ha sido cortada
(Stewart et al, 2001). Las Tipo II y Tipo III son proteinas carentes de SS en
las que el primer fragmento TM se orienta con su extremo N-t hacia el citosol
o hacia el lumen respectivamente (figura i.24). Se asume que en las proteinas
de membrana mas complejas, aquellas que atraviesan la bicapa mas de una
vez (también conocidas como politopicas), es el primer fragmento
hidrofébico el responsable del direccionamiento a membranas de la proteina
asi como de establecer su topologia global. Ademas de estos tres grupos se
podria considerar un cuarto (tipo IV) formado por las proteinas ancladas a
la membrana por su extremo C-t y cuyo mecanismo de insercion localizara
necesariamente el extremo N-t en el citosol.

1.9.2 Determinantes topoldgicos
Existen diferentes factores que determinan la topologia de una proteina
carente de SS, entre los que hay que destacar las cargas flanqueantes al los

fragmentos TM, el plegamiento del dominio N-t y la hidrofobicidad del
dominio TM.
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Figura i.24. Clasificacion de proteinas de membrana segun su topologia. Clasificacion basada
en (Goder & Spiess, 2001) que muestra los cuatro grandes grupos de proteinas de membrana y
ejemplos de cada uno de ellos.

Aminoacidos cargados

El determinante topoldgico mas estudiado hasta la fecha es la distribucion
de aminodcidos cargados en las regiones flanqueantes a los fragmentos TM.
Los residuos cargados positivamente (Arg, Lys) se localizan preferentemente
en el lado citosdlico de la membrana, es lo que se conoce como positive
inside rule (von Heijne, 1986). Esta hipotesis se establecié primero para
proteinas de origen bacteriano (Andersson & von Heijne, 1994) pero
posteriormente se observo que las proteinas de membrana eucariotas
también obedecen a este determinante topolégico (Gafvelin et al, 1997). En
bacterias el extremo que presente mayor nimero de cargas positivas se
localizara en el citosol, mientras que en eucariontes es el balance de cargas
(teniendo en cuenta positivas y negativas) entre las regiones adyacentes al
primer domino hidrofébico lo que determinara la topologia de la proteina.

En procariontes se ha propuesto que este efecto se debe a la
interaccion entre los aminoacidos cargados positivamente y los lipidos con
carga negativa que abundan en la monocapa interna de la membrana (van
Klompenburg et al, 1997) (apartado i.6.1) y también a la existencia de un
potencial de membrana negativo intracelular (proton motive force). En
eucariotas sin embargo se ha postulado que los residuos cargados
positivamente podrian interaccionar con cargas negativas en el lado
citoplasmatico del translocon y los aminoacidos con carga neta negativa con
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residuos basicos situados en lado luminal de Sec6la (Higy et al, 2004).
Gracias a la estructura del canal de SecY se han identificado residuos
cargados que podrian realizar este papel.

Plegamiento del dominio N-t

Las secuencias situadas en el extremo N-t del primer fragmento hidrofébico,
en aquellas proteinas carentes de SS, estan expuestas al citosol antes de que
el primer fragmento TM, que realiza la funcion de secuencia de
direccionamiento, emerja del ribosoma. Es posible entonces que estas
secuencias adquieran un grado de estructura terciaria lo suficientemente
voluminoso como para que impida su translocacién, ya que secuencias
plegadas no pueden ser translocadas a través del canal Sec61/SecY (Denzer
et al, 1995). Es el plegamiento y no la longitud en este caso lo que impide el
paso por el canal. Las proteinas tipo III con un largo extremo N-t deben por
lo tanto mantener desplegada su secuencia mediante chaperonas citosdlicas
para permitir su translocacion.

Hidrofobicidad del dominio transmembrana

Existen evidencias experimentales que muestran que fragmentos TM
altamente hidrofébicos orientan su extremo N-t hacia el lumen (Tipo I)
mientras que aquellos TM con una hidrofobicidad moderada lo hardn hacia
el citosol (Tipo II) (Goder & Spiess, 2001). La explicacion para este fenémeno
es todavia desconocida a pesar de que se han determinado las estructuras
tanto del translocén como de la SRP y su receptor (SR). Se ha propuesto que
el movimiento de apertura lateral del translocon Sec61/SecY permitiria la
insercion rapida en la bicapa lipidica de los fragmentos TM mas
hidrofébicos con una orientacion N-t hacia el lumen, mientras que
secuencias menos hidrofébicas no seria insertadas con tanta facilidad por lo
que permanecerian mas tiempo en el canal del translocén permitiendo su
inversion topoldgica y orientando su extremo N-t al citosol (Goder & Spiess,
2001).

1.10 DIRECCIONAMIENTO DE PROTEINAS DE MEMBRANA

En eucariontes la mayoria de las proteinas de membrana que se insertan de
manera co-traduccional lo hacen en la membrana del ER y posteriormente
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alcanzan el organulo donde desempefan su funcién. El direccionamiento a
todos estos organulos depende de sefiales de direccionamiento especificas
de cada organulo (figura i.25).
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Figura i.25. Direccionamiento de proteinas codificadas en el genoma nuclear. El mRNA es
traducido por los ribosomas citosélicos (1). Si la proteina ha de entrar en la ruta de secrecion
(ruta marcada en naranja) sera dirigida al ER gracias a la secuencia sefial del ER (2). Una vez la
traduccion se ha completado la proteina pasara al Golgi (3) desde donde alcanzara su destino
final (4a, 4b, 4c). Tras la sintesis de las proteinas carentes de secuencia sefal para el ER (ruta
marcada en azul) éstas son liberadas al citosol (2). Aquellas que presenten una secuencia sefial
especifica de organulo seran incorporadas a la mitocondria (3a), el cloroplasto (3d), el
peroxisoma (3b) o el nticleo (3c). Las proteinas de mitocondrias y cloroplastos han de atravesar
las membranas externa e interna para alcanzar la matriz o el estroma, respectivamente. Las
proteinas del peroxisoma son translocadas al interior del organulo completamente plegadas
(4b). Las proteinas nucleares lo hacen formando generalmente complejos ribonucleoproteicos
(4c). Adaptado de (Lodish, 2000).
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Ex.1 IDENTIFICACION DE DOMINIOS TRANSMEMBRANA
ex.1.1 Prediccion de fragmentos transmembrana

Actualmente se dispone de un elevado niimero de genomas secuenciados, el
analisis del conjunto de las ORFs identificadas nos indica que
aproximadamente el 25% de dichas secuencias, independientemente del
organismo al que pertenezcan, corresponden a proteinas de membrana
(Krogh et al, 2001).

Las proteinas de membrana participan en procesos cruciales para la
supervivencia celular (sefalizacién, transporte a través de la membrana,
reconocimiento celular, generacion de energia, etc.). La industria
farmacéutica se encuentra especialmente interesada en estas proteinas ya
que se ha demostrado que numerosos receptores de membrana pueden ser
empleados como potentes dianas terapéuticas (Chen et al, 2002), de hecho
mas del 50% de los farmacos actuales van dirigidos a este tipo de proteinas
(Cuthbertson et al, 2005). A pesar de la importancia de las proteinas de
membrana nicamente el 1.5% de las estructuras depositadas en el Protein
Data Bank (PDB) (incluyendo las estructuras redundantes) corresponde a
este tipo de proteinas. Esto se debe, fundamentalmente, a las dificultades
técnicas que presenta el trabajo con este tipo de proteinas, lo que convierte a
todos aquellos métodos computacionales que nos permitan obtener modelos
estructurales de las proteinas de membrana en una gran herramienta de
trabajo, tanto por los propios resultados que ofrecen como por servir de
punto de partida para el disefio de futuros experimentos.

Histoéricamente se ha considerado que la prediccion de dominios TM
deberia de ser un proceso relativamente sencillo, debido a las fuertes
restricciones que impone la membrana sobre la composicién de aminoacidos
en los dominios insertados en la bicapa y sobre la estructura secundaria que
éstos pueden adoptar!. Actualmente, el incremento de estructuras de
proteinas de membrana depositadas en el PDB muestra que existe una gran
variabilidad en las regiones TM, lo que dificulta la identificacién de los
dominios TM.

I La mayoria de los programas de prediccion de regiones TM estan disefiados tnicamente para
la identificacién de dominios helicoidales, por ser estos los mas abundantes, y no para la
deteccion de regiones estructuradas en hojas beta.
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Existen dos grandes tipos de métodos para la identificacion de
dominios TM. Las primeras aproximaciones, mas simplistas, basadas en la
identificacion de regiones de entre 15 y 30 aminoacidos donde predominen
los residuos hidrofébicos (Kyte & Doolittle, 1982). A medida que se han ido
obteniendo mas datos experimentales, las reglas que definen qué
aminodcidos son permitidos en las membranas se han ido refinando (ej.
preferencia de los aminoacidos aromaticos por la zona de interfase de las
bicapas (Landolt-Marticorena et al, 1993) o la mayor incidencia del efecto del
snorkel en el extremo N-t de los dominios TM (Chamberlain et al, 2004)
(apartado i.7.2)) y con ellas los métodos de prediccion. Estos métodos
constan de 4 pasos. (1) A cada aminoacido se le otorga un valor segin su
tendencia a localizarse en la membrana. Dicho valor puede proceder de las
caracteristicas fisico-quimicas de los aminoacidos (ej. coeficiente de reparto
entre agua y octanol) (Wimley & White, 1996) o de valores estadisticos,
basados en la abundancia de los diferentes aminodcidos en las regiones TM
de proteinas cuya estructura ha sido determinada por difracciéon de rayos X.
A esta serie de valores se la conoce como escala de propension. (2)
Representacion de los valores de propension para cada aminoacido de la
secuencia problema. (3) Suavizado de la grafica mediante la representacion
del valor medio de una ventana de n residuos. Esta ventana se ira
desplazando para obtener valores suavizados para toda la secuencia. (4)
Identificacién como region TM de aquellos segmentos de la grafica
suavizada que superen un determinado valor umbral, establecido
previamente por el usuario (Punta et al, 2007).

Los métodos de prediccion actuales se basan en modelos ocultos de
Markov (Hidden Harkov Models, HMMs) o en sistemas de redes neurales
(Neural Networks, NNs). En estos tltimos métodos se suceden dos procesos;
en el primero se realiza un representacion suavizada de propension (andloga
a la explicada anteriormente) y en el segundo se repite el proceso tomando
como valores de entrada los generados en el anterior paso. Esta técnica
aumenta la sensibilidad y permite la deteccion de patrones sutiles dentro de
la regién hidrofobica.

Los HMMs fueron desarrollados a finales de los 60, pero no fue

hasta la década de los 90 cuando se aplicaron a la biologia. Desde su
introduccién los programas de prediccién que emplean algoritmos basados
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en sistemas de HMMSs han probado ser los mas exitosos en la deteccion de
regiones TM.

En un sistema HMMs hay una serie de variables observables (en
este caso la secuencia de aminoacidos) que depende de una secuencia de
estados ocultos (dominio soluble transmembrana etc.). Mediante la
observacion de las variables observables a lo largo de una secuencia
(temporal o fisica) es posible determinar a qué estado oculto pertenece cada
una de estas variables si conocemos las reglas que dominan el proceso (de:
http://www.comp.leeds.ac.uk/roger/HiddenMarkovModels/html_dev/main.
html). En un HMMs existen por lo tanto dos series de estados y tres series
probabilisticas:

Estado oculto. Verdadero estado del sistema el cual puede ser descrito por un
modelo de Markov de primer orden'.

Estado observable. Estados del proceso que son “visibles”; su naturaleza
depende del estado oculto.

Vector 1. Probabilidad de encontrarse en un determinado estado oculto a
tiempo t=1.

Matriz de transicion de estado. Probabilidad de encontrase en uno de los
estados ocultos dado el estado anterior.

Matriz de confusion. Probabilidad de observar uno de los estados observable
cuando el proceso se encuentra en un determinado estado oculto.

Aunque generalmente los sistemas de prediccion basados en HMMs
presenten ventajas sobre el resto, en determinados casos puede no ser ésta la
situacion. Recientemente se han desarrollados métodos de prediccién que
combinan HMMs y NNs (Taylor et al, 2003) (Nilsson et al, 2000) para
intentar anular los errores que uno u otro método puedan cometer.

1 Modelo de Markov de primer orden: Cadena discreta de estados en la que la probabilidad de

un estado depende tinicamente del suceso inmediatamente anterior.
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Los programas empleados en este trabajo fueron:

PHDhtm (Rost et al, 1996) http://www.predictprotein.org

SOSUI (Hirokawa et al, 1998)

http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/

Tmpred (Hofmann, 1993)
http://www.ch.embnet/cgi-bin/TMPERD_from.htm

SPLIT (Juretic et al, 1993) http://split.pmfst.hr/split/4/

MEMSAT (Jones et al, 1994) http://bioinf.cs.ucl.ac.uk

MPEXx (Jaysinghe S et al, 2006) http://blanco.biomol.uci.edu/mpex/
DAS (Cserzo et al, 1997) http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/
TMHMM (Krogh et al, 2001)
http://www.cbs.dtu.dk/servicessTMHHM

HMMTOP (Tusnady & Simon, 2001) http://www.enzim.hu/hmmtop/
TOPPRED (Claros & von Heijne, 1994)
http://biowb.pasteur.fr/seqanal/tmp/toppred/

AG prediction server (Hessa et al, 2007) http://www.cbr.su.se/DGpred/

Muchos de los programas de prediccidon de fragmentos TM permiten
al mismo tiempo la identificacion de los dominios solubles como
translocados (luminales) o no-translocados (citosolicos). La determinacion
de la topologia se basa fundamentalmente en dos aspectos: (1) La
distribuciéon de cargas en las regiones adyacentes a los dominios TM, la
conocida positive-inside rule (de Gier & Luirink, 2001; von Heijne, 1986; von
Heijne & Gavel, 1988) (apartado i.9.2) y (2) la identificacién de la secuencia
sefial en el extremo N-t de las proteinas.

Recientemente se ha desarrollado un nuevo algoritmo (AG prediction
server) en el que dada una secuencia de aminoacidos se estima la diferencia
aparente de energia libre (AGapp) para la insercion de dicha secuencia en la
membrana a través del translocén (Hessa et al, 2005; Hessa et al, 2007). Un
valor negativo de AGapp indica que la secuencia serd reconocida por la
compleja maquinaria del translocacion como un fragmento TM, por el
contrario, un valor positivo no implica necesariamente que la secuencia no
sea TM, sino que el segmento no es capaz de insertarse eficientemente por si
mismo, pudiendo requerir para su insercién la interacciéon con alguna otra
hélice TM (de: http://www.cbr.su.se/DGpred). En este caso las predicciones
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se basan en una escala de propension obtenida experimentalmente
empleando un sistema de traduccion in vitro (Hessa et al, 2005) (Hessa et al,
2007), siendo ésta la primera escala de propension bioldgica (apartado i.7.2).

No existen muchos trabajos que evaltien de manera independiente la
precision de los diferentes métodos de prediccion de fragmentos TM.
Teniendo en cuenta el conjunto de trabajos realizados en este sentido hasta
la fecha, no parece que haya ningin método de prediccion que sea
significativamente mejor que el resto. Generalmente los métodos mas
sencillos, aquellos basados en escalas clasicas de hidrofobicidad, son los
menos precisos. Aun asi todos los programas parecen presentar dos grandes
carencias. (1) En proteinas que presentan mas de cinco regiones hidrofdbicas
los fragmentos TM son identificados con poca precisién (Cuthbertson et al,
2005). Probablemente por la falta de informacion acerca de las interacciones
hélice-hélice que posiblemente se estan produciendo. (2) Ninguno de los
métodos estd disefiado para la identificacion de dominios de membrana
helicoidales mas alla de la vision clasica de la hélice TM (ej. hélices cortas o
lazos de re-entrada). Otro error comun pero subsanado en alguno de los
métodos mas modernos es la incapacidad de los algoritmos para diferenciar
entre una secuencia sefial y un verdadero fragmento TM.

Es dificil conocer como se comportan estos programas (en cuanto a
fiabilidad de los resultados obtenidos) cuando se enfrentan a secuencias
frente a las que no han sido entrenados, dado que todas las comparativas
realizadas a dia de hoy entre los diferentes métodos de prediccion emplean
para probar los programas el mismo conjunto de proteinas utilizadas en el
disefio de los algoritmos (Punta et al, 2007).

ex.1.2 Mapeo por glicosilacion

El método experimental empleado en el presente trabajo para la
identificacion de las regiones hidrofébicas con capacidad para insertarse en
la membrana fue la técnica de mapeo por glicosilacion, utilizando la
proteina modelo de E.coli, Lep (Leader Peptidase). Este método, desarrollado
en el laboratorio del Profesor Gunnar von Heijne en la década de los 90, se
basa en que la adicién enzimatica de oligosacaridos por la OST se puede dar
Unicamente en aquellas dianas de glicosilacion que se encuentren en
proteinas translocadas al lumen del reticulo endoplasmatico o en los
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dominios luminales de las proteinas de membrana. Debido a la localizacion
del sitio activo de la OST (proteina de membrana asociada al translocén)
(apartado i.8.5) aquellas dianas de glicosilacion en proteinas citosolicas o en
los dominios citosolicos de las proteinas de membrana no seran modificadas.

La peptidasa de la secuencia sehal de E.coli (Lep) es una proteina
integral de membrana, localizada en la membrana interna de la bacteria.
Presenta dos dominios TM, (H1 y H2) unidos por un lazo citosélico (P1) y un
dominio periplasmico (P2) (figura ex.l1 A). La topologia de la proteina
posiciona ambos extremos, amino- y carboxilo-terminal, en el periplasma.
Mediante mutagénesis dirigida se introdujo una diana de glicosilacion (Asn-
Ser-Thr, G1) en P2, que serd reconocida por la OST cuando la proteina sea
traducida en presencia de membranas microsomales. Para analizar la
insercién de regiones hidrofdbicas en membranas, el dominio H2 de Lep es
sustituido por el putativo fragmento TM objeto de andlisis, la quimera de
Lep generada mantiene su capacidad para dirigirse a membranas gracias al
H1 el cual acttia como secuencia sefial. Unicamente si la regién a estudio es
reconocida como un fragmento TM por la maquinaria del translocon
(apartado 1.8) la diana G1 podra ser glicosilada. Mientras que si el fragmento
analizado es incapaz de insertarse en la bicapa la diana de glicosilacion
permanecerd en el citosol, y por lo tanto no serd modificada (figura ex1 B).
Para conocer la capacidad de insercion de las regiones a estudio las
quimeras son traducidas in vitro utilizando lisado de reticulocito (el cual
aporta la maquinaria de traduccién), microsomas derivados de reticulo
endoplasmatico (como fuente de membranas) y aminoacidos marcados
radiactivamente con [¥S]. Posteriormente las muestras se someten a una
electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). Las
versiones de Lep glicosiladas y no glicosiladas presentaran una movilidad
electroforética diferente debido a que la glicosilaciéon aumenta el peso
molecular de la proteina en aproximadamente 2.5 kDa (figura ex1).
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Figura ex.1. Mapeo por glicosilacién. A. Cuando el dominio H2 de Lep es sustituido por una
region capaz de insertarse, Gl sera glicosilado, lo que producira un retraso de
aproximadamente 2.5 kDa en la movilidad electroforética de la proteina. B. Si la secuencia a
estudio es por el contrario soluble, la quimera de Lep presentara la misma movilidad
electroforética en presencia y ausencia de membranas, dado que G1 no puede ser modificada
cuando se encuentra en el citosol. Un circulo negro indica glicosilacién mientras que un circulo
vacio no glicosilacion.

Recientemente este sistema ha sido optimizado, la putativa regién
TM es ahora introducida en el dominio P2 (en lugar de reemplazar a H2),
quedando flanqueada por dos dianas de glicosilacion artificiales (G1 y G2).
Si la region objeto de estudio se inserta en la membrana sélo G1
permanecerd en el lumen y serd por tanto glicosilada (figura ex.2 A). Cuando
el translocon no identifique a la secuencia problema como dominio TM
ambas dianas G1 y G2 podran ser glicosiladas (figura ex.2 B). El estado de
glicosilacion de la proteina lo podremos conocer a través de su movilidad
electroforética.
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Figura ex.2: Identificacién de fragmentos transmembrana empleando el sistema de Lep. A. La
secuencia a estudio se inserta en el dominio P2 entre dos dianas de glicosilacién (G1 y G2), de
manera que si ésta es capaz de insertarse en la membrana s6lo G1 permanecera en el lumen y
sera glicosilado. B. Si por el contrario la region a estudio no es reconocida como un dominio TM
ambas dianas G1 y G2 podran ser modificadas por la OST. Es posible diferenciar el estado de
glicosilacién de Lep por la movilidad electroforetica que presenta en geles de SDS-PAGE (sin
glicosilar circulo vacio, mono-glicosilada un circulo negro, y doble-glicosilada dos circulos
negros).

Ex2 DETERMINACION DEL GRADO DE ASOCIACION A
MEMBRANAS

ex.2.1 Sedimentacion de membranas

Un método sencillo y ampliamente empleado para determinar si una
proteina se encuentra asociada a membranas es la sedimentacion mediante
ultracentrifugaciéon. Las membranas microsomales y las proteinas asociadas
a éstas (bien integralmente o bien de manera periférica (Schaad et al, 1997))
son sedimentadas a 100.000 g, mientras que las proteinas solubles citosdlicas
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permanecen en el sobrenadante. En el sedimento de estas
ultracentrifugaciones se encuentran también las proteinas solubles que son
translocadas al interior de los microsomas. Para diferenciar entre estas
situaciones sera necesario realizar un tratamiento previo a la
ultracentrifugacion.

Extraccion Alcalina. El tratamiento con Na2COs (pH 11.5) transforma los
microsomas en bicapas abiertas liberando su contenido. Tras la
ultracentrifugacion en el sedimento encontraremos ahora uUnicamente las
proteinas asociadas a las membranas, mientras que las proteinas
translocadas al lumen se acumularan en la fraccion soluble.

Tratamiento con urea. La urea es un potente agente desnaturalizante que
solubiliza las proteinas unidas a la membrana de manera periférica. Las
proteinas integrales de membrana no pierden su asociacion a los
microsomas con este tratamiento, permaneciendo en la fracciéon sedimentada
tras el proceso de ultracentrifugacion.

ex.2.2 Reparto de fases con Triton X-114

El triton X-114 es un detergente que por encima de su concentracién micelar
critica presenta una elevada capacidad para solubilizar membranas cuando
se encuentra entre 0 y 20° C. A medida que la temperatura sube aumenta el
tamafio micelar del detergente hasta que, por encima de 20° C se produce
una clara separacion de fases. A esta temperatura con una centrifugacion a
baja velocidad podremos recuperar una fase acuosa y otra organica. Las
proteinas integrales de membrana asi como los lipidos se localizan
fundamentalmente en la fase organica mientras que las proteinas periféricas
y solubles se recuperan de la fase acuosa (Bordier, 1981).

ex.2.3 Flotacion de membranas

Otra técnica que permite diferenciar entre proteinas integrales de membrana
y aquellas asociadas de manera periférica es la flotacion de membranas o
centrifugacién de equilibrio (Kida et al, 2000). En este tipo de centrifugaciéon
los componentes se separan en funcién de su densidad de flotaciéon y no en
relaciéon a su peso o forma. La centrifugacion en este caso se hara en un
gradiente de densidad que se obtiene empleando generalmente cloruro de
cesio o sacarosa. Las muestras son centrifugadas hasta que alcanzan una
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posicion de equilibrio donde su densidad es igual a la densidad de la
solucion (ya sea de sacarosa o cloruro de cesio) que las rodea. La
centrifugaciéon de equilibrio se suele emplear para separar membranas de
diferentes organulos aunque es suficientemente sensible como para separar
macromoléculas marcadas con diferentes isétopos.

En la técnica utilizada en este trabajo las membranas se depositan en
el fondo de un tubo de centrifuga en una soluciéon que presenta una
concentracién 1.6 M de sacarosa, sobre ésta se depositan dos capas de
sacarosa 1.25 y 0.25 M respectivamente, generandose asi un gradiente de
densidad discontinuo. Tras la centrifugacion las membranas flotaran hasta
alcanzar el gradiente que iguale su densidad arrastrando con ellas
Unicamente a las proteinas integrales de membrana. Para el correcto
funcionamiento de este método es necesario que las membranas no formen
microsomas para lo cual se debe trabajar siempre con un pH elevado
(Deitermann et al, 2005; Moise et al, 2004).

Ex.3 DETERMINACION DE LA TOPOLOGIA DE UNA PROTEINA DE
MEMBRANA

La topologia de una proteina de membrana queda definida por la
localizacion de sus extremos amino- (N-t) y carboxilo-terminal (C-t) y por el
numero de dominios TM que presenta. En el presente trabajo con el
proposito de determinar la localizaciéon de los extremos N-t y C-t se
emplearon diferentes métodos in vitro e in vivo, basados en glicosilacion,
proteccidn frente a la digestion con proteasas, marcaje especifico de cisteinas
y en la fluorescencia de la GFP.

ex.3.1 Determinaciéon de la topologia mediante modificacion por
glicosilacion

La OST es una proteina de membrana asociada al complejo del translocén.
Como se ha mencionado anteriormente presenta su sitio activo en el lado
luminal de la membrana, por lo que solo es capaz de transferir aztcares a
aquellas dianas de glicosilacion de las proteinas de membrana que se
encuentren en dominios luminales, siempre y cuando éstas se encuentren a
una distancia minima de la membrana del reticulo endoplasmatico de entre
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12 y 14 aminodcidos (Nilsson & von Heijne, 1993). La ubicacién de una diana
de glicosilacion (Asn-X-Thr, siendo X cualquier aminoacido excepto Pro)
permite averiguar por tanto si el dominio hidrofilico donde se encuentra la
diana estd expuesto al lumen del reticulo o al citosol. El sitio aceptor de
glicosilaciéon empleado podra ser natural o introducido artificialmente, lo
que permite determinar la localizacién de cualquier region no TM de la
proteina. La sencillez de esta técnica admite que pueda ser aplicada tanto in
vitro (Vilar et al, 2002) como in vivo (Das et al, 2008). Existen diversos
controles que pueden realizarse para asegurar que el aumento en el peso
molecular de la proteina se debe a su glicosilacion. (1) Traduccién en
ausencia de membranas (en aquellos caso que el experimento lo permita). (2)
Tratamiento con endoglicosidasa H, enzima altamente especifico que
elimina oligosacaridos ricos en manosa unidos a residuos de asparragina. (3)
Empleo de péptidos aceptores en exceso que compiten por la unién al sitio
activo de la OST, disminuyendo asi la eficiencia de glicosilacion.

ex.3.2 Determinacion de la topologia mediante digestion con proteasas

Las proteasas son enzimas implicados en la hidrdlisis de largas cadenas
polipeptidicas. Algunas de ellas pueden digerir iinicamente el aminoacido
localizado en el extremo amino- o carboxilo-terminal (exopeptidasas)
mientras que otras pueden realizar su funcion en cualquier posiciéon de la
proteina siempre y cuando se cumplan los requerimientos a nivel de
secuencia de aminodcidos necesarios (endopeptidasas). Las enzimas
proteoliticas (Unicamente las endopeptidasas) son un técnica ampliamente
utilizada para la determinacion de la topologia de proteinas de membrana
(Hsu et al, 2008; Imperi et al, 2008). Generalmente se emplea Proteinasa K
(PK) o Tripsina aunque existen numerosos enzimas que pueden ser
utilizadas, como pepsina (Polverino de Laureto et al, 1999), papaina (Kuma
et al, 2002) o quimiotripsina (Franke et al, 2007). Muchas de estas proteinas
mantienen su actividad en presencia de distintas sustancias
desnaturalizantes como: SDS, urea o agentes quelantes (EDTA); ademas
trabajan en un amplio rango de pH, esta versatilidad las convierte en una
potente herramienta de trabajo. El fundamento es similar para todas ellas.
Estas proteasas son capaces de hidrolizar otras proteinas pero ninguna de
ellas es capaz de atravesar la bicapa lipidica, de manera que, tinicamente
aquellos dominios de las proteinas de membrana accesibles a las proteasas
seran digeridos. Analizando mediante electroforesis el nimero y tamafio de
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los péptidos que se generan tras la digestion, es decir, aquellos que son
inaccesibles para las proteasas, (siempre y cuando estos fragmentos
producidos sean de un tamafio suficientemente grande) podremos conocer
la topologia de la proteina.

ex.3.3 Determinacion de la topologia mediante marcaje especifico de
cisteinas

Otra estrategia comunmente empleada para la determinacion de la
orientacién de una proteina de membrana consiste en el marcaje especifico
de Cys. Para ello se utilizan reactivos quimicos derivados de maleimidas o
de iodoacetamidas, capaces de unirse especificamente al grupo sulfhidrilo
de las Cys accesibles (las maleimidas reaccionan 1000 veces mas rapido con
los grupos SH que con los grupos amino a pH neutro). El enlace que se
forma es estable incluso en presencia de detergentes (SDS) aunque el rango
de pH en el que se puede trabajar es muy pequefio, y siempre en torno al pH
neutro. Los compuestos utilizados para el estudio de la topologia son
incapaces de atravesar la membrana, de forma que soélo aquellas Cys
localizadas en el mismo lado de la bicapa que estos reactivos seran
modificadas. En este trabajo se emplearon dos agentes modificadores de
Cys, 4-acetamido-4'-maleimidilestilbeno-2,2'-acido  disulfénico (AMS),
derivado hidrosoluble de la maleimida con un peso molecular de
tunicamente 500 Da (Joly & Swartz, 1997) y Maleimida-Metoxy polietilen-
glicol (MAL-PEG) derivado del polietilen glicol unido a la maleimida del
cual se han disefiado variantes con diferentes pesos moleculares, el
empleado en este trabajo es de 5 kDa (Lu & Deutsch, 2001).

ex.3.4 Determinacion de la topologia de proteinas de membrana en células
de E. coli empleando la proteina de fluorescencia verde

La determinacion de la topologia de las proteinas de membrana de E. coli
suele realizarse in vitro, debido a que la mayoria de métodos desarrollados
para el estudio in vivo requieren un esfuerzo significativo. Con objeto de
sobrepasar estas limitaciones Drew y colaboradores desarrollaron una
técnica sencilla para determinar la topologia de proteinas de membrana en
E. coli basada en fusiones a la Fosfatasa Alcalina (PhoA) y a la proteina de
fluorescencia verde (GFP) y en el que para el disefio de las fusiones se toma
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como punto de partida el resultado obtenido con los programas de
prediccion de topologia (seccidon ex1.1) (Drew et al, 2002).

La fosfatasa alcalina funciona como un marcado periplasmico, ya
que solo es capaz de plegarse en su conformacion activa en el periplasma de
la bacteria, cualidad que se mantiene incluso cuando PhoA se encuentra
fusionada a una proteina de membrana (Akiyama & Ito, 1993; Derman &
Beckwith, 1991). Por el contrario la GFP se pliega eficientemente, y es por
tanto capaz de emitir fluorescencia, tinicamente cuando presenta una
localizacion citoplasmatica y no cuando es dirigida al periplasma (debido a
las condiciones red-ox del medio) (Feilmeier et al, 2000). Esta capacidad para
diferenciar entre citoplasma y periplasma que presenta la GFP se mantiene
aun cuando se encuentra fusionada al extremo C-t de una proteina de
membrana (figura ex.3). La intensidad de fluorescencia a 508 nm sera por lo
tanto un indicador de la localizacién del extremo C-t de la proteina de
membrana. Empleando este método se han llegado a realizar en un mismo
trabajo modelos topoldgicos para 601 proteinas de E.coli (Daley et al, 2005).

i InvLep-GFP

InvLep-GFP

Intensidad de fluorescencia
(unidades arbitrarias)

e
500 520 540 560 580
Longitud de onda (nm)

Figura ex.3. Determinacion de la topologia de proteinas de membrana en E. coli empleando la
GFP como marcador. A: Espectro de emisién de fluorescencia tras excitacion a 485 nm. Se
puede observar los niveles de fluorescencia para Lep-GFP (proteina que presenta una
orientaciéon N-t/C-t periplasmatica) y para InvLep-GFP (mutante de Lep con la topologia
invertida, N-t y C-t citosdlicos (Andersson & von Heijne, 1993; von Heijne, 1989)). Adaptado de
Drew et al. (Drew et al, 2002). B: Imagen obtenida de E. coli expresando InvLep-GFP, en un
microscopio confocal Leica TCS-SP (SCSIE, Universitat de Valencia) con una longitud de onda
de excitacion de 488 nm y recuperando la emision entre 500 y 600 nm.
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Esta técnica podra ser empleada para el estudio de la topologia de
proteinas de membrana que no sean de E. coli siempre que se realicen los
controles necesarios y se tengan en cuenta las limitaciones de la técnica.

Ex.4 DICROISMO CIRCULAR

El dicroismo circular (CD) es un método espectroscopico que permite
obtener datos estructurales de baja resolucion de proteinas y péptidos en
solucién asi como en entornos que mimetizan las membranas bioldgicas
(detergentes, vesiculas lipidicas, etcétera), los resultados pueden ser
obtenidos por tanto en ambientes parecidos a aquellos en los que las
proteinas de membrana residen y ejercen su funcién.

La luz polarizada en un plano puede ser entendida como la suma de
dos componentes de luz polarizada circularmente de igual magnitud, uno
girando en el sentido de las agujas del reloj (dextrogiro, D) y otro, en el
sentido opuesto (levégiro, L) (figura ex.4 A). El vector resultante de la suma
de D y L permanecera siempre en un plano, dado que ambos componentes
giran en fase. La representacion de la magnitud de este vector (suma de L y
D) en un plano produce una onda oscilante (figura ex.4 B).

Si ambos componentes (D y L) son absorbidos con igual intensidad
por un compuesto se generara una radiacion polarizada en el plano original
pero con una intensidad menor. Si por el contrario se produce una absorcion
diferencial de estos dos componentes se producira el efecto conocido como
dicroismo circular. En este caso la radiacién resultante variara el plano de
polarizacion con el tiempo dado que el vector resultante de la suma de D y L
(ahora de magnitud diferente) ya no permanece constante. Cuando esto
ocurre se dice que la luz se encuentra polarizada elipticamente (figura ex.4 A
y ex.5).
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Direccion de la onda
—_ W

Figura ex.4. Efecto de dicroismo circular. A. Cuando los dos componentes de la luz polarizada
en un plano L y D presentan igual magnitud (izquierda) al combinarse se genera una radiaciéon
polarizada en un plano, linea violeta. Si L y D tienen magnitudes diferentes, debido a la
absorcidén diferencial de L y D por un compuesto quiral (derecha), la radiacién resultante esta
polarizada elipticamente. B. Representacion esquematica en un plano del componente eléctrico
y magnético de la luz polarizada.

A una determinada longitud de onda:

AA=AL- Ap
Siendo AA la diferencia de absorcién entre la luz circularmente polarizada a
la izquierda (4,) y a la derecha (Ap). Este es el valor que generalmente

muestran los espectropolarimetros, aunque por motivos histdricos se suele
trabajar con elipticidad molar [0]. La relacion entre [0] y 4A es:

[6]= 3298.2 Ae
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Ae procede de expresar 4A segtn la ley de Lambert-Beer!, es decir:

ANA=(eL— ¢p) cl

Donde €L y &p representan los coeficientes de absorciéon para la luz
circularmente polarizada hacia la izquierda y hacia la derecha
respectivamente, ¢ es la concentracién molar y [ la longitud de paso en

centimetros.

Entonces

Ae=¢eL— €D

Ae representa el coeficiente molar de dicroismo circular de la muestra para
una determinada longitud de onda.

El coeficiente que relaciona Ae con 4A (3298.2) se obtiene al definir la
elipticidad de la polarizacién como:

tan 6=(Ep — Er)/( Ep + Er)

Epy Er representa la magnitud de los vectores del campo eléctrico de la luz
polarizada circularmente a derecha e izquierda respectivamente (figura
ex.b).

Existen tres métodos a través de los cuales los espectropolarimetros
miden el efecto del CD. (1) Modulacién, es el método mas comun, la
radiacion incidente se alterna constantemente entre los componente L y D
mediante un modulador. (2) Sustraccion directa, ambos componentes (L y D)
son medidos de forma separada tras atravesar la muestra. (3) Elipsométrico,
se mide directamente la elipticidad de la radiacién transmitida.

! La ley de Lambert-Beer relaciona de manera empirica la absorcion de la luz con las
propiedades del material que atraviesa. Dicha ley establece que hay una dependencia
logaritmica de la luz transmitida a través de una sustancia con el producto del coeficiente de
absorcion de dicha sustancia y la distancia que el haz de luz ha de recorrer.
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Figura ex.5. Descripcion del angulo 0. La elipticidad de la polarizacion se puede parametrizar
mediante el angulo formado por los vectores de la magnitud de los componentes L y D del
campo eléctrico de una radiacion.

Aplicaciones del dicroismo circular

Existe un gran nimero de aplicaciones para el dicroismo circular dentro del
campo de la Biologia Molecular y la Bioquimica, identificacion de sitios de
union entre proteinas y ligandos (Zsila et al, 2004), orientacion de proteinas
en la membrana (Bulheller et al, 2007), determinaciéon del grado de
plegamiento/desplegamiento (Dobson, 2004; Jemth et al, 2004), pero sin
duda la mas comtn es la identificaciéon de la composicién en estructura
secundaria de una proteina (Whitmore & Wallace, 2008) o péptido (Kelly &
Price, 2000; Navarro et al, 2006).

Las proteinas presentan al menos tres cromoéforos de interés, la
cadena lateral de los aminodcidos aromaticos (absorben entre 260 y 320 nm),
los puentes disulfuro (débil absorciéon en torno a 260 nm) y el enlace
peptidico (absorcién por debajo de 240 nm). Es este tltimo cromdforo el
unico presente en todas las proteinas y el mas dependiente de la estructura
secundaria. En esta region existen dos transiciones electronicas, una débil y
amplia (n > ") centrada en los 220 nm y otra mas intensa (1> ") cerca de
los 190 nm. Dichas transiciones se veran afectadas por el entorno y por lo
tanto por la estructura secundaria de la proteina (Kelly et al, 2005). Los
diferentes tipos de estructura secundaria presentan unos espectros de CD
caracteristicos (figura ex.6).
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Figura ex.6. Espectros de CD estandares para diferentes tipos de estructuras secundarias. (a)
alfa hélice, (b) hoja beta antiparalela, (c) giro beta, (d) hélice extendida (e) estructura irregular.
Adaptado de (Kelly et al, 2005).

Existen diferentes algoritmos que estiman la composiciéon de
estructura secundaria a partir del espectro de CD en el ultravioleta lejano. La
mayoria de estos programas emplea bases de datos de espectros de CD de
proteinas cuya estructura ha sido resuelta por cristalografia de rayos X
(Sreerama & Woody, 2004a; Sreerama & Woody, 2004b). La serie de
proteinas empleada como referencia (existen diferentes bases de datos
optimizadas para diferentes tipos de proteinas) sera por tanto un factor
crucial para la fiabilidad de los resultados obtenidos. Estas bases de datos no
incluyen estructuras de péptidos por lo que se debe ser extremadamente
cuidadoso en el empleo de estos algoritmos para la determinacién de la
composicion de estructura secundaria de un péptido (Bierzynski, 2001).
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Ex.5 COMPORTAMIENTO INTERFACIAL DE PEPTIDOS
HIDROFOBICOS

ex.5.1 Tension superficial

Es la fuerza que acttia sobre la superficie de un liquido y que tiende a
minimizar su area. La tension superficial esta causada por la atracciéon entre
las moléculas del liquido, debida a diferentes fuerzas intermoleculares.
Disueltas dentro de un liquido las moléculas son atraidas de igual manera
en todas las direcciones lo que resulta en una fuerza neta igual a cero, este
no es el caso en la interfase, aqui las moléculas estan sometidas inicamente a
una fuerza de atraccion hacia dentro, compensada por la resistencia del
liquido a comprimirse. Para minimizar la fuerza que se genera en la
interfase, el liquido tiende a disminuir el 4rea de la superficie. Los cambios
en la tension superficial pueden medirse mediante la presion superficial, la
cual se define como:

m=y-y

Donde y? es la tensién superficial del liquido puro, en ausencia de cualquier
surfactante y ) es la tension superficial en presencia de surfactante. La
presion superficial y la tension superficial se miden por tanto en las mismas
unidades (mN/m) y varian en direcciones opuestas. Un valor de 7t = 0 indica
que no se ha producido reducciéon alguna en la tension superficial mientras
que 7t = )? indica que la tension superficial se ha reducido a 0.

La balanza de Langmuir es la técnica mas utilizada para medir la
presion superficial. Esta compuesta por un bano de teflén donde se deposita
la sub-fase acuosa, en la inter-fase de la cual se sumerge el sensor (pequefio
papel de filtro o varilla de platino). Conociendo las dimensiones del sensor y
calibrando la balanza, la fuerza ejercida sobre el sensor puede ser
transformada a unidades de presion superficial (es decir, mN/m)
(http://www.nima.co.uk/index.html). Estas balanzas generalmente presentan
un dispositivo que permite variar el area de la interfase sin que esto afecte a
la medicién de la presion superficial.
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ex.5.2 Monocapas proteicas

Algunas proteinas y péptidos (aquellos anfipaticos e hidrofébicos) se
disponen en la interfase aire-liquido de manera espontanea formando
monocapas. Las isotermas (variacion de la presién superficial con respecto al
drea de superficie a una temperatura constante, (7-A)) de monocapas
proteicas han sido ampliamente utilizadas para obtener informacion sobre el
area ocupada por molécula (Perez-Gil et al, 1992; Serrano et al, 2007), la cual
esta relacionado con la estructura secundaria que presentan los péptidos
(Maget-Dana et al, 1999; Taylor, 1990). Las hojas beta presentan un area por
residuo de entre 18 y 25 A? mientras que aquellos péptidos que formen
hélices alfa pueden alcanzar 4reas por residuo de 50 A2, Esta técnica permite
también obtener datos sobre la disposicion del péptido en la interfase (si el
péptido se encuentra extendido o empaquetado) asi como de la rigidez
estructural que presenta la molécula a estudio (capacidad del péptido para
variar su estructura en funcion de la presion superficial).

ex.5.3 Insercidn de péptidos en monocapas lipidicas preformadas

Las monocapas formadas por lipidos son un excelente modelo para el
estudio de las interacciones entre una determinada molécula y las
membranas celulares (Brockman, 1999). En este sistema un gran nimero de
variables (naturaleza y grado de empaquetamiento de los lipidos,
composicion de la subfase, temperatura etc.) pueden ser controladas. El
interés de las monocapas de fosfolipidos como modelo de membrana radica
también en su homogeneidad, estabilidad y geometria, en la que los lipidos
presentan una orientacion especifica. Ademas este sistema permite un
riguroso analisis termodinamico.

La interacciéon entre la monocapa de lipidos y el péptido o la
proteina puede ser medida de dos maneras. (1) Manteniendo constante la
presion mientras se monitoriza el aumento del area de la monocapa
provocado por la insercion del péptido. (2) El area se mantiene constante y
son los cambios en la presion superficial lo que se registra. En este segundo
método, el cual es el mds comin y el empleado en este trabajo, las
monocapas de lipidos se forman a una determinada presidén inicial mediante
la adicién de lipido sobre la interfase aire/agua y posteriormente una
cantidad constante y previamente determina de péptido es anadido en la
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subfase. El péptido provocara un aumento de presion superficial si se asocia
con la monocapa. Los parametros que han de tenerse en consideracion son:
10 presion inicial (refleja el grado de empaquetamiento de los lipidos),
concentraciéon de péptido en la subfase y An, variacion maxima de la presion
superficial tras la adicion del péptido. La 70 a partir de la cual el péptido no
es capaz de insertarse se denomina presion de exclusion (7.) (Maget-Dana,
1999). Una representacion de la de Am frente a 710 permite calcular la presién
critica (1), presion maxima a la cual el péptido es capaz de asociarse a la
monocapa. Valores de 7 mayores de 30 mN/m son indicativos de una
capacidad intrinseca del péptido para asociarse con bicapas de fosfolipidos
(Brockman, 1999).

ex.5.4 Isotermas péptido/lipido

Para obtener monocapas formadas por lipido y péptido, generalmente se
mezclan previamente los diferentes componentes en el disolvente adecuado
para después depositar la mezcla en la interfase aire/agua. Con este sistema
se evitan aquellos artefactos que se hayan podido producir tras la exposiciéon
temporal de los péptidos a un componente polar (Serrano et al, 2006). Para
obtener datos sobre el comportamiento del componente proteico en el
entorno lipidico serd necesaria la comparacién entre una isoterma pura
(aquella que solo presenta lipido) y las isotermas obtenidas con diferentes
porcentajes de péptido. A mayor cantidad de péptido la isoterma estara mas
expandida debido al 4rea que éste ocupa en la interfase, de igual manera
cuanto mas drea por molécula ocupe el péptido mayor sera el
desplazamiento sobre la isoterma pura. Si los componentes son inmiscibles
(o perfectamente miscibles) el area que ocupe la monocapa mixta sera la
suma del area de los dos componentes por separado, cualquier desviacion
de esta situacion ideal nos estara indicando que existe cierto grado de
miscibilidad. Una desviacion negativa (el drea ocupada por los dos
componentes es menor que la suma de las areas de los dos componentes)
indica generalmente que existe una interaccion entre los componentes de la
monocapa. Mientras que desviaciones positivas son indicativas de la
formacion de agrupaciones bidimensionales o pérdida de homogeneidad en
la monocapa. Esta técnica nos permite también comparar la estabilidad de
diferentes secuencias proteicas en la monocapa, es decir, qué péptido o
proteina presenta mayor afinidad por la monocapa en la que se trabaja; ya
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que podemos observar al ir aumentado la presién superficial cudndo un
péptido es expulsado de la monocapa (Maget-Dana, 1999).

Ex.6 LIBERACION DE CONTENIDOS

La perturbacion que algunos péptidos producen en las membranas puede
ser estudiada mediante el andlisis de la liberacion de los contenidos
encapsulados en vesiculas lipidicas que se produzca en presencia de la
molécula proteica objeto de estudio.

Para la detecciéon de la liberacidon de contenidos en este trabajo se
empled el método originalmente disefado por Gitler y colaboradores
(Smolarsky et al, 1977), basado en la pareja fluordforo/extintor ANTS/DPX.
Al encapsular en liposomas la sonda fluorescente 8-aminonaftaleno-1,3,6
acido trisulfénico (ANTS) junto con p-xileno-bis-bromidio de piridinio
(DPX), a una determinada concentracion, se produce una extincion de la
fluorescencia por colisién. Si se ocasiona una perturbacién en la membrana
que permita la salida del contenido de las vesiculas tanto el fluoréforo
(ANTS) como el extintor (DPX) se diluiran, lo que ira acompanado de un
aumento de la fluorescencia.

El porcentaje de liberacién puede ser obtenido a partir de

Rz(FSS_FO)/(Fme_FO)

Donde Fo es la fluorescencia basal de los liposomas (LUVs), Fuux es la
fluorescencia maxima obtenida tras la adicién de detergente (en este caso
Triton X-100) el cual libera por completo el contenido de los LUVs y Fss
representa la fluorescencia en el equilibrio en presencia de la molécula
problema (figura ex.7).
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Figura ex.7. Fluorescencia de LUVs con ANTS/DPX. Cinética de liberaciéon de contenidos
monitorizada mediante fluorescencia. (1) Fluorescencia tras la adiciéon de LUVs, (2) liberacion
de sonda tras la adicién de la molécula a estudio y (3) fluorescencia maxima obtenida tras la
adicién de Triton X-100.

Ex.7 ENSAYO IN VIVO DE LA CAPACIDAD DE TRANSPORTE DE LA
MP DEL PNRSV

El efecto de las mutaciones realizadas sobre la regiéon hidrofébica de la MP
del PNRSV pudo ser analizado in vivo empleando el método disefiado por
Bol y colaboradores (Sanchez-Navarro et al, 2001; Sanchez-Navarro & Bol,
2001). El RNA 3 del AMV codifica para la proteina de la capside y la MP.
Dicho RNA fue modificado de manera que en él se insertd, bajo un promotor
subgendmico del AMV procedente del RNA 4 del mismo virus, la GFP en el
extremo 5  (van der Vossen et al, 1995). Esta construccion puede replicarse
en plantas transgénicas de tabaco P12, gracias a que éstas expresan de
manera constitutiva las replicasas 1y 2 del AMV. La MP una vez traducida y
con ayuda de la CP puede transportar el RNA 3 modificado a las células
adyacentes extendiendo en el proceso la fluorescencia que otorga la
expresion de la GFP.

En esta construccion la MP del AMV puede ser sustituida por la MP
del PNRSV, respetando los 44 aminoacidos del extremo C-t de la MP del
AMV, quedando estos aminodacidos fusionados al extremo C-t de la MP del
PNRSV (Sanchez-Navarro et al, 1997) (Sanchez-Navarro et al, 2006) (figura
ex.8).
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MR PRRSY

Figura ex.8. RNA 3 del AMV modificado para el estudio de la proteina de movimiento del
PNRSV. La construccion contiene la GFP (verde), la MP del PNRSV (gris) (en la que se destaca
en gris oscuro la region hidrofébica) fusionada a los 44 aminoacidos del extremo C-t de la MP
del AMV (naranja) y la CP del AMV (naranja). El RNA completo puede ser expresado en
plantas transgénicas de tabaco P12 para el estudio de la funcionalidad de los mutantes de la MP
del PNRSV. La deteccién de la fluorescencia de la GFP se realizé6 emplear un microscopio
confocal a una longitud de onda de excitaciéon de 488 nm y de emision de entre 500 y 535 nm

En esta nueva quimera es la MP del PNRSV la encargada de facilitar
el movimiento célula-célula. Cualquier cambio realizado sobre la MP y que
afecte a su capacidad para transportar el RNA viral provocard que la
fluorescencia no se extienda mas alla de la célula donde se introdujo el RNA.
Por el contrario, si la MP es atin capaz de conducir el RNA a las células
adyacentes la fluorescencia ird extendiéndose por la hoja (Herranz et al,
2005). Sera necesario comprobar para todos los cambios que se realicen sobre
el RNA viral, que la construcciéon mantiene su capacidad para replicarse,
para lo cual se debe observar la presencia de fluorescencia en protoplastos
(células vegetales sin pared celular). La deteccion de la fluorescencia se
realiza observando directamente las hojas o los protoplastos con un
microscopio confocal, a una longitud de onda de excitaciéon de 488 nm y de
emision entre 500 y 535 nm.
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El movimiento intra- e inter-celular de los virus de plantas es un proceso
intimamente ligado al sistema de membranas de la célula vegetal. La
naturaleza de la interaccion entre las proteinas virales encargadas de
transportar el genoma de una célula a otra y las membranas de la célula
infectada es, sin embargo, desconocida en la mayoria de los casos. En la
presente tesis y con la intencion de profundizar en el conocimiento de estas
interacciones MP/membrana se abordaron los siguientes objetivos concretos:

1. Demostracién in vitro e in vivo de la asociacion y topologia en membranas
de la MP p7B del MNSV. Identificacion del dominio responsable de la
insercion de p7B en la membrana y del mecanismo empleado en el proceso
de integracion.

2. Analisis de la capacidad de la MP p9 del TCV para insertarse en
membranas del ER y de los dominios responsables de esta interaccion.
Determinacién de la topologia de p9 y de la ruta empleada en su
direccionamiento a membranas.

3. Determinacion del grado de asociacion de la MP p32 del PNRSV a
membranas. Identificacion y caracterizacion estructural del dominio
responsable de la asociacién.

4. Estudio del requerimiento de la region hidrofébica de p32 para el
transporte del RNA viral a través del plasmodesmo. Papel del residuo de

prolina ubicado en la region central de la region hidrofdbica de p32.

5. Determinacion del grado de asociacion de la MP del TMV, p30, a
membranas derivadas del ER.
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Resultados

Los estudios realizados con las MPs de los virus de plantas demuestran que
éstas requieren de su asociacion a diferentes membranas de la célula vegetal
para realizar su funcion (Fisher, 2005). Hasta ahora se ha considerado que al
menos una de las MP de cada especie viral es una proteina integral de
membrana, habiéndose demostrado que se insertan co-traduccionalmente
empleando la maquinaria del translocén (Sauri et al, 2007; Sauri et al, 2005).
La insercion de proteinas de membrana en el ER viene determinada
generalmente por la presencia de una secuencia sefial responsable del
direccionamiento de la proteina hasta la maquinaria de insercion en
membranas del ER. En el caso de que las MP sean realmente proteinas
integrales de membrana y empleen la ruta del translocén como via para su
insercion en membranas alguno de los dominios hidrofébicos de la proteina
debera desempenar la funciéon de direccionamiento, ademas de ser un
dominio de anclaje a la membrana dado que estas proteinas carecen de
secuencia sefial. No hay que descartar la posibilidad de que la asociacion a la
membrana de los diferentes organulos se realice de manera post-
traduccional o incluso que esté mediada por regiones que se asocien a la
membrana de forma periférica o bien a través de grupos hidrocarbonados
producto de modificaciones post-traduccionales.
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R.1 ASOCIACION Y TOPOLOGIA DE LA PROTEINA DE
MOVIMIENTO p7B DEL MNSV EN MEMBRANAS DEL ER

El virus del moteado del clavel (Carnation mottle virus, CarMV) es el virus
representativo del género Carmovirus. Presenta dos pequefias MPs; p7 es una
proteina soluble con un dominio de unién a RNA (Marcos et al, 1999; Vilar
et al, 2001; Vilar et al, 2005), mientras que p9 es una proteina integral de
membrana con dos dominios TM capaces de interaccionar con la SRP y con
el canal del translocén (Sauri et al, 2007; Sauri et al, 2005; Vilar et al, 2002). El
MNSYV, perteneciente también al género Carmovirus, codifica en su genoma
dos MPs; la primera, p7A, con capacidad para unir RNA (Navarro et al,
2006) y separada por un codén de parada de la segunda MP p7B (apartado
i.5.1). Con el fin de conocer si esta ultima pudiera ser analoga funcional de
P9 del CarMV se inici6 el estudio de la asociaciéon a membranas de p7B del
MNSV.

r.1.1 Analisis de la secuencia de p7B del virus de las manchas necroticas
del melén

Como punto de partida para el estudio de la asociacién a membranas de p7B
se empled el andlisis de su secuencia realizado con diferentes programas de
prediccion de fragmentos TM. El resultado de los cuales se muestra en la
figura r.1.1.

Todos los programas utilizados, independientemente del
fundamento en el que se basan para realizar las predicciones (ver apartado
ex.1.1), sugieren que p7B es una proteina integral de membrana con un
unico fragmento TM localizado aproximadamente entre los residuos 13 y 38
de la secuencia de aminoacidos de p7B. En los estudios computacionales de
prediccion de dominios TM cabe destacar que el hecho que diferentes
métodos coincidan en la prediccion aumenta la fiabilidad de los resultados
obtenidos hasta situarla al nivel de los resultados experimentales (Drew et
al, 2002; Melen et al, 2003; Nilsson et al, 2000; Rapp et al, 2004). En el caso de
p7B todos aquellos programas capaces de estimar la topologia predicen para
esta MP una misma orientacion, N-t citoplasmatico/C-t luminal.
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MACCRCDSSPGDYSEALL 1EF 1 SFVEFRY 1751 SSABNTYVHHFDRSSVKTOYVG IS TNGEGA

N-t Citosdlico 16 [ALLILFISFVFFYITSLS] 33 Predict protein
15 [GALLILFISFVFFY ITSLSSQGN|37 sosul
13 [YSGALLILFISFVFFYITSL]32 split server
20 LFISFVFFYITSLSSQGNT]38  Das

N-t Citosslico 13 [YSGALLILFISFVFFYITSL]32 TMHMM
N-t Citosdlico 17 [LLILFISFVFFY I TSLSSQG] 36 HMMTOP

14 [SGALLILFISFVFFYITSLSS]34 TOPPRED

13 [YSGALLILFISFVFFY I TSL]32 AG server
N-t Citosélico 14 [SGALLILFISFVFFYITSL|32 MEMSAT3

Figura r.1.1. Prediccion de fragmentos transmembrana para p7B. Resultado de las predicciones
de fragmentos TM obtenido empleando varios de los programas disponibles en internet (ver
apartado ex.1.1). Todo ellos muestran un tnico dominio TM, aproximadamente entre los
residuos 13 y 38 de p7B. A la izquierda se muestra también el resultado de la topologia
(indicando la localizacién del extremo amino terminal) en aquellos casos en los que el programa
empleado es capaz de predecirla. La secuencia empleada corresponde al codigo de acceso
ABC67518 en la base de datos del NCBI.

r.1.2 p7B es una proteina integral de membrana

Para comprobar experimentalmente el resultado de las predicciones de
fragmentos TM, la secuencia del gen de p7B se transcribi6 y se tradujo in
vitro en presencia de membranas microsomales derivadas del ER y de
metionina marcada con ¥S. Tras la ultracentrifugacion a 100.000 g de la
mezcla de traduccion, p7B fue recuperada en el sedimento (figura r.1.2 A,
muestras sin tratar), indicando que la MP podria ser una proteina asociada a
las membranas de los microsomas (ya sea de manera integral o periférica) o
bien una proteina translocada al lumen de los microsomas (figura r.1.2 B),
pero descartando la posibilidad de que p7B sea una proteina soluble. Para
diferenciar entre las posibilidades mencionadas la mezcla de traduccién fue
tratada con urea 8M y carbonato sédico (pH 11.5) (apartado Ex.2). La urea
solubiliza aquellas proteinas asociadas a la membrana de manera periférica
(Schaad et al, 1997), mientras que el lavado con Na:COs transforma los
microsomas en bicapas lipidicas abiertas, liberando el contenido luminal, el
cual pasard a la fraccidén soluble (Garcia-Saez et al, 2004; Peremyslov et al,
2004).

91




Asociacidn y topologia de p7B del MNSV

A
Sin tratar Urea 8\  E.Alcalina Triton X-114

P S P S P S FO FA

citoplasma

Figura r.1.2. Localizacién en microsomas de la proteina p7B transcrita y traducida in vitro. A:
Resultado de la separacion de p7B (marcada radiactivamente con S) entre la fraccién de
membrana (P, sedimento) y la soluble (S, sobrenadante) tras la precipitaciéon de membranas
mediante centrifugacion (sin tratar). Antes de la ultracentrifugacion las muestras fueron
incubadas con Urea 8M o con Na2COs pH 11.5 (E. Alcalina). En las carreras de la derecha se
muestra el resultado del particionamiento con Triton X-114 (FO fase organica, FA fase acuosa).
B: Representacion de las diferentes posibilidades de asociacion entre p7B y microsomas: 1
luminal, 2 periférica y 3 integral de membrana con las dos orientaciones posibles.

Tras la ultracentifugacion de las muestras procesadas con ambos
tratamientos, se observo que p7B permanece en todos los casos en la fraccion
de membrana (figura r.1.2 A) lo que indicaria que es una proteina integral de
membrana. Para confirmarlo la mezcla de traduccién de p7B fue tratada con
Triton X-114, detergente capaz de generar dos fases, una acuosa con las
proteinas hidrofilicas y otra organica donde se encontraran los lipidos y las
proteinas hidrofébicas (Bordier, 1981) (apartado ex.2.2). Dado que p7B se
encuentra casi exclusivamente en la fase organica podemos afirmar que es
una proteina integral de membrana y que presenta en su secuencia la
informacion necesaria para su direccionamiento a las membranas del ER.
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r.1.3 Insercidn del fragmento TM de p7B en membranas bioldgicas

La insercién en membranas de la regién hidrofébica de p7B fue analizada
empleando el sistema de Lep (apartado ex.1.2) (Hessa et al, 2007; Hessa et al,
2005). En este sistema la region a ensayar es introducida en el dominio P2 de
Lep, donde se encuentra flanqueada por dos dianas de glicosilacion (G1 y
G2). Tras la traduccidn in vitro de la quimera en presencia de microsomas y
metionina marcada con %S, un retraso electroforético de 5 kDa respecto a la
proteina traducida en ausencia de membranas indicara que ambas dianas de
glicosilacion (G1 y G2) han sido modificadas y que por tanto se encuentran
en el lumen, debido a que la secuencia a estudio no ha podido insertarse
como un dominio TM. Si la diferencia en la movilidad electroforética es de
2.5 kDa, tinicamente una de las dianas (G1) habra sido glicosilada (es decir,
permanece en el lumen), ya que la region hidrofébica a estudio habra sido
reconocida esta vez como un segmento TM por la maquinaria del translocén.

La traduccién de las construcciones de Lep que contienen la regién
hidrofobica (HR) de p7B predicha como dominio TM por los programas Split
Sever, TMHMM y AG prediccion server (residuos 13-32) produjo versiones de
P2 principalmente mono-glicosiladas (figura r.1.3), lo que indica la insercion
en membranas bioldgicas de esta regién. Como controles de inserciéon y
translocacién se emplearon secuencias con y sin capacidad para insertarse
diseniadas por ordenador y testadas experimentalmente con anterioridad
(Saaf et al, 1998).

r.1.4 p7B se inserta de forma co-traduccional en membranas del ER con
una topologia N-t citoplasmatico/C-t luminal

Una vez establecido que p7B es una proteina integral de membrana y que
presenta un tinico dominio de anclaje, se planted el estudio de su mecanismo
de integracién en membranas asi como de su topologia. La integraciéon de
proteinas en microsomas derivados del ER puede monitorizarse por
glicosilacion (apartado ex.3.1) (Johnson et al, 1999).
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Figura r.1.3. Insercion de la secuencia hidrofébica de p7B en membranas bioldgicas. A: La
inserciéon en membranas de la secuencia introducida en el dominio P2 de Lep provoca la
glicosilacion tnicamente de G1 (izquierda) mientras que su translocacion (derecha) permite que
tanto G1 como G2 sean glicosiladas. B: Electroforesis (SDS-PAGE) y posterior autorradiografia
de las quimeras de Lep traducidas in vitro en presencia (+) y ausencia (-) de membranas
microsomales (MMs). Los controles de translocacion (carrera 1) y de insercion (carrera 2), clones
#67 y #68 en la referencia (Saaf et al, 1998), fueron cedidos por el laboratorio del Profesor G. von
Heijne. Las carreras 3 y 4 muestran las traducciones de las construcciones que presentan los
aminodacidos 13-32 de la secuencia de p7B. Las fracciones proteicas no glicosiladas se indican
con un circulo vacio mientras que las formas mono y doble glicosiladas con uno y dos circulos
negros respectivamente. La secuencia introducida en P2 en cada una de las construcciones
empleadas se muestra en la parte inferior de la figura.

p7B presenta una diana natural de glicosilacién (Asn-Ser-Ser) en su
extremo carboxilo terminal concretamente en el aminoacido 45,
aproximadamente a 13 aminodcidos del final de la regiéon TM predicha por
métodos computacionales (figura r.1.4 A). Los niveles de glicosilacion
esperados (si la topologia de la proteina coincide con aquella predicha por
los programas) no seran por tanto muy elevados debido a que la distancia
minima requerida para que se produzca una glicosilacién eficiente desde el
extremo luminal de un fragmento TM hasta el sitio aceptor se encuentra
alrededor de 12-13 aminoacidos (Nilsson & von Heijne, 1993). A pesar de
esto se obtuvieron unos niveles de glicosilacion significativos tras la
traduccion in vitro de la secuencia de p7B en presencia de microsomas
(figura r.1.4 B carrera 1). Indicando que la proteina se inserta de manera co-
traduccional en las membranas y aparentemente con una topologia N-t
citoplasmatico/C-t luminal. Como controles se incluyen los resultados de las
traducciones tras el tratamiento con endoglicosidasa H (Endo H), enzima
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que se encarga de eliminar los azucares (figura r.1.4 B carrera 3), y en
ausencia de membranas (figura r.1.4 B carrera 2). Para averiguar si la
insercion de p7B del MNSV en membranas se puede dar también post-
traduccionalmente, es decir, que la proteina una vez finalizada su sintesis y
liberada de los ribosomas pudiera insertarse en las membranas y ser
entonces glicosilada, tras la traduccion in vitro, en ausencia de membranas la
sintesis proteica se bloqued empleando cicloheximida y a continuacién se
anadieron los microsomas (figura r.1.4 C). En este caso p7B no fue
glicosilada, lo que demuestra que esta MP no es capaz de insertarse en
membranas derivadas del ER de forma post-traduccional.
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Figura r.1.4. Mecanismo de insercion de p7B en membranas microsomales. A. Representacion
esquematica de la proteina p7B. Se indica el aminoacido de inicio y fin de la regién hidrofébica
(HR) y la secuencia de la diana de glicosilacion (NSS) destacando la posicién de la asparragina
glicosilable. B. Traduccién de p7B en presencia (carrera 1) y ausencia (carrera 2) de membranas.
Carrera 3, traduccién de la secuencia de p7B en presencia de membranas y posterior
tratamiento con endoglicosidasa H (Endo H). C. Adicién de membranas a la traduccién de
manera co-traduccional (carreral) o post-traduccional (carrera 3). En la carrera 2 se muestra
como control de glicosilacion el resultado de la traduccién en ausencia de membranas. Un
circulo blanco indica ausencia de glicosilaciéon y un circulo negro muestra la proteina
glicosilada.
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Para comprobar que la integracion en membranas de p7B se debe a
su unico dominio TM, se disefié una construccion donde en primer lugar se
elimin el sitio aceptor de glicosilacidon natural de p7B y posteriormente, se
fusionaron al extremo C-t de la proteina los 50 primeros aminoacidos del
dominio P2 de Lep (los cuales contienen una diana de glicosilaciéon) para
obtener la quimera p7B/P2 (figura r.1.5 A). Tras la eliminacion de la region
comprendida entre los residuos 13-32 se obtuvo p7BAHR/P2, una versién de
la quimera carente de dominio hidrofébico. Los experimentos de
transcripcion/traduccién in vitro de estas dos construcciones fueron
realizados en presencia de MMs y metionina marcada con ¥S. Tras la
centrifugacién de la mezcla de traduccion a 100.000 g, se analizd la presencia
de p7B en el sedimento (fraccion de membranas) y en el sobrenadante
(figura r.1.5 B). La MP del MNSV fue recuperada junto a los microsomas
Unicamente cuando contenia la secuencia hidrofobica, demostrandose asi el
papel de esta region como dominio de anclaje a la membrana. Una banda de
mayor peso molecular, debida a la glicosilacion de P2, fue observada debido
a que la quimera p7B/P2 fue traducida junto a MMs, lo que indicaria una
orientacién de la construccién mayoritariamente C-t luminal también en esta
quimera. La naturaleza de esta banda se comprob6 de nuevo mediante
tratamiento con Endo H y traduciendo la construcciéon en ausencia de
membranas (figura r.1.5 C). La existencia de una poblaciéon de moléculas con
la topologia invertida no es descartable dada la presencia de un cierto
porcentaje de proteina no glicosilada.

Para confirmar la topologia de la quimera p7B/P2, el producto de la
transcripcion/traduccion in vitro fue tratado con PK. La digestion con PK
degrada aquellos segmentos de las proteinas de membrana que se
encuentren en el exterior de los microsomas, mientras que los dominios que
se encuentren orientados hacia el lumen o insertados en la bicapa quedan
protegidos (seccion ex.3.2). Como puede verse en la figura r.1.6 B, el
tratamiento con PK produjo una version de p7B/P2 glicosilada de un tamarno
ligeramente menor, tinicamente el extremo N-t (10-12 aminodcidos) estaria
siendo degradado por la proteasa. La banda no glicosilada es digerida casi
por completo tras la adicién de PK, lo que sugiere que hay un porcentaje de
moléculas (cercano al 30%) que no se estan integrando en la membrana
correctamente o que presentan una topologia invertida. El porcentaje de
glicosilaciéon se obtuvo comparando la fraccién glicosilada frente a la
glicosilada mas la no glicosilada en geles de SDS-PAGE.
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Figura r.1.5. Importancia de la region hidrofdbica de p7B para el direccionamiento e insercion
de la proteina en membranas. A. Representacién esquematica de las construcciones utilizadas.
B. Analisis del sobrenadante (S) y sedimento (P) obtenidos tras la ultra-centrifugacion de la
mezcla de traduccion de las construcciones p7B/P2 y p7BAHR/P2. C. La traduccion en ausencia
de membranas (carrera 2) asi como el tratamiento con Endo H (carrera 3) eliminan la banda de
mayor peso molecular que se observa en la traduccién de p7B/P2 en presencia de MMs (carrera
1), lo que confirma que el dominio C-t de dicha quimera esta siendo translocado al lumen
debido a la topologia adoptada por p7B. El circulo blanco indica ausencia de glicosilacién, y el
circulo negro proteina glicosilada.
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Figura r.1.6. Tratamiento de p7B/P2 con Proteinasa K. A. Determinaciéon de la topologia
mediante glicosilacién y PK de la construcciéon TM1p9 (procedente de CarMV) fusionado a P2
de Lep (TM1p9/P2). La proteina no glicosilada se indica con un circulo blanco, mientras que la
glicosilacién con un circulo negro. B. Digestion con 0.2 0 0.4 mg/mL de PK de la fusiéon de p7B a
los 50 primeros aminoacidos de P2. La banda correspondiente a la proteina glicosilada (circulo
negro) generada tras el tratamiento presenta una movilidad electroforética ligeramente mayor
(carrera 2 frente a 3 y 4) lo que puede deberse a la digestién del extremo N-t de p7B. La banda
no glicosilada (circulo blanco) por el contrario es digerida completamente (carreras 3 y 4). Como
control de la actividad de la PK se incluyé una muestra en la que la traduccién se realizé en
ausencia de membranas lo que provoca la completa digestion de la quimera p7B/P2. C.
Representacion esquematica de la disposiciéon en membranas de las proteinas estudiadas y su
accesibilidad a la PK.

Los resultados obtenidos indican que p7B orienta el extremo N-t al
citoplasma, al igual que la proteina integral de membrana p9 del CarMV
(Vilar et al, 2002). El primer fragmento TM (TM1) de p9 se dispone por tanto
en la membrana del ER con la misma orientacién que p7B. Con objeto de
validar los resultados obtenidos con p7B se emple6é una construcciéon que
presentaba el TM1 y el dominio luminal de p9 fusionados al dominio P2 de
Lep (TM1p9/P2). Dicha quimera fue sometida a transcripcion/traduccién in
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vitro y posterior tratamiento con PK (figura r.1.6 A). TM1p9/P2 es glicosilado
en presencia de membranas (carrera 2) y la adicion de PK no degrada su
extremo C-t ya que se encuentra translocado al lumen de los microsomas
(carrera 3), pero si la banda de proteina no glicosilada, resultado que
coincide con la orientacién de su TM1 (figura r.1.6 C).

Como ultima aproximacion in vitro al estudio de la topologia de p7B
se empled una técnica de marcaje especifico de Cys con Maleimida-Metoxy
polietilen-glicol (MAL-PEG) (apartado ex.3.3). p7B contiene tres Cys en su
extremo N-t y ninguna en el C-t (figura r.1.7), si la topologia determinada
hasta ahora es correcta, las Cys deberian ser accesibles al marcaje con AMS.
Tras la traduccién in vitro de p7B en extracto de germen de trigo (WG) y en
presencia de membranas se afladi6 MAL-PEG para realizar el marcaje. A
una de las muestras se le anadié SDS (carrera 3) junto al modificador de Cys
como control positivo de modificacion, ya que en presencia del detergente
todas las Cys estaran accesibles independientemente de la topologia y la
estructura de la proteina. Como puede verse (figura r.1.7 carrera 2) al menos
dos de las Cys de p7B son marcadas en ausencia de detergente lo que
confirma la topologia N-t citoplasmatico C-t luminal proteina. Tras afiadir
SDS el nivel de marcaje aumenta, lo cual puede deberse a que la estructura
del dominio N-t no facilite la uniéon del MAL-PEG. De nuevo, no es
descartable que exista una poblacion de moléculas con una topologia
invertida.

r.1.5 Efecto de la presencia de p7A en la topologia de p7B

Para el CarMV (virus modelo del género Carmovius) se ha postulado que
puede existir una interaccion entre las dos MPs p7 y p9 (Vilar et al, 2002).
Para comprobar si hay un efecto de p7A (del MNSV) sobre la topologia de
p7B se realizaron experimentos de co-traduccion de estas dos proteinas. Los
mRNA correspondientes a p7A y p7B/P2 fueron transcritos in vitro de
manera independiente para posteriormente, traducir ambas proteinas de
manera conjunta (se empled p7B/P2 y no p7B para poder diferenciar las dos
proteinas en su andlisis electroforético). Tras la traduccion se sometio6 a las
muestras a ultracentrifugacion para aislar la fraccion de membranas y la
fraccion soluble, a continuacion se analizaron ambas fracciones mediante
SDS-PAGE y posterior autorradiografia. p7A como era esperado se localiza
en la fraccion soluble (figura r.1.8 carreras 1y 4), p7B/P2 sedimenta junto a
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los microsomas y mantiene la banda de glicosilacién (carrera 3), lo que
sugiere que el extremo C-t de la proteina es translocado incluso cuando la
proteina es traducida in vitro en presencia de la MP soluble del virus p7A.

Th
M-t L7061t L N cot

sDs - -
MaL-FPEG - +
Mg T &

.
.

N

...*‘

h "
-

Figura r.1.7. Marcaje especifico de Cys en p7B. Arriba. Esquema de la secuencia de p7B donde
se indica la localizacion de las Cys (C) y del dominio transmembrana (TM) de p7B. Tras la
traduccién de la proteina se afladié MAL-PEG a una concentracién final de 40mM. Hasta dos
Cys son marcadas en ausencia de SDS (carrera 2) y las tres cuando se afiadié el detergente
(carrera 3). Un rombo blanco sefiala la fraccion de proteina que no se encuentra marcada; uno,
dos o tres rombos negros indican marcaje de una, dos o tres Cys respectivamente. Los bajos
niveles de glicosilacién se deben a que la traduccidn se realizé en WG.

100



Resultados

p7A__ p7A + p7B/P2

P S P S
L L]
o —
> g _
1 2 3 4

Figura r.1.8. Efecto de p7A sobre la topologia de p7B. Analisis del sedimento (P) y el
sobrenadante (S) tras la ultracentrifugacion de las mezclas de traduccion de p7A (carreras 1y 2)
y p7A + p7B/P2 (carreras 3 y4). Las formas no glicosilada y glicosilada de p7B/P2 se indican
mediante un circulo vacio y uno lleno respectivamente; p7A con una cabeza de flecha.

r.1.6 Insercidn y topologia en microsomas de p14

El genoma del MNSV presenta dos MPs situadas en pauta, separadas
unicamente por un codén de parada ambar (TAG). Se ha postulado que una
fusién de estas dos proteinas podria darse si se omitiera esta parada (read-
through), obteniéndose una proteina de aproximadamente 14 kDa, p14, que
realizaria conjuntamente las funciones tanto de p7A como de p7B (Riviere &
Rochon, 1990) de forma analoga a lo que ocurre en este virus con las
polimerasas, en las que la introduccién de un residuo de Tyr en la
traduccion del codén ambar convierte a la helicasa p29 en la polimerasa p89.
A pesar de que no se han encontrado pruebas de que pl4 participe en el
ciclo infectivo del MNSV su existencia no debe ser descartada. Es por ello
por lo que se decidi6 estudiar la capacidad para insertarse en membranas de
una hipotética p14 asi como su topologia.

Para obtener p14 el codén dmbar fue sustituido por un codén de Tyr
(TAC), cambio generalmente observado in vivo en aquellos virus en los que
se producen procesos de read-through, generandose asi una fusion entre p7A
y p7B. Al igual que con p7B, la diana natural de glicosilacién de p14 fue
eliminada y los 50 primeros aminoacidos del dominio P2 de Lep fusionados
al extremo C-t de p14 (p14/P2). El resultado de la transcripcién/traduccion in
vitro, seguida de ultracentrifugacién de p14/P2 fue analizado por SDS-PAGE
y posterior autorradiografia. Como se puede ver en la figura r.1.9 esta
quimera es glicosilada cuando la traduccién se realiza en presencia de
membranas (carrera 2), resultado confirmado tras el tratamiento con endo H
(carrera 3). Para verificar la integracion de esta construccién en membranas
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se realizd una extraccion alcalina antes de que los microsomas fueran
aislados mediante ultracentrifugacion (carreras 4 y 5). Estos resultados
demuestran que, en el caso de que pl4 exista, ésta se asocia a las membranas
como una proteina integral de membrana y adopta una topologia
fundamentalmente N-t citoplasmatico/C-t luminal, al igual que p7B. Es
interesante destacar que esta topologia permite localizar el domino de unién
a RNA en el citoplasma (Navarro et al, 2006) lo que permitiria la interaccion
con el genoma viral.
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Figura r.1.9. Insercion y topologia de p14. A. Esquema de la construccién p14/P2. Para obtener
pl4 el codén de parada TAG localizado entre p7A y p7B fue substituido por TAC (Tyr). B.
Traduccidn in vitro de p14/P2 en presencia (+) o ausencia (-) de membranas (MMs) y Endo H. En
las carreras 4 y 5 las muestras fueron sometidas a una extraccion alcalina (EA) para confirmar la
naturaleza de p14 como proteina de membrana.

r.1.7 Topologia de p7B en membranas de E.coli

Para obtener informacion sobre la topologia de p7B en membranas celulares
se emplearon fusiones a la GFP como marcador topoldgico en membranas
de E. coli. La GFP es capaz de plegarse de manera correcta cuando se
encuentra en un ambiente reductor (Feilmeier et al, 2000), por esta razén
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fusiones a proteinas de membrana que localicen la GFP en el citoplasma son
fluorescentes mientras que aquellas que exponen la GFP al periplasma no lo
son (apartado ex.3.4) (Drew et al, 2006; Drew et al, 2002). Como controles en
el experimento se utilizaron dos fusiones entre una proteina de membrana y
la GFP, que presentan topologias opuestas, Lep-GFP (C-t periplasmico) e
InvLep-GFP (C-t citosdlico), cedidas por el laboratorio del Profesor Gunnar
von Heijne. Como era de esperar no se observa fluorescencia bajo el
microscopio confocal de aquellas células que expresan Lep-GFP mientras
que en aquellas expresando InvLep si (figura r.1.10 A).
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Figura r.1.10: Fusion de GFP a proteinas de membrana. A. Imagenes obtenidas con el
microscopio confocal de las fusiones de Lep e InvLep a GFP. A la derecha se muestran las
imdgenes obtenidas con luz blanca mientras que a la izquierda aquellas obtenidas con luz UV.
La barra corresponde a 1 um. B. Sobre-expresién y purificacién de las construcciones con GFP.
Tinciéon con Coomasie de geles de SDS-PAGE que contienen: carrera 1 células sin inducir,
carrera 2 células inducidas, carrera 3 proteina purificada empleando cromatografia de Ni-
NTA, carrera 4 marcador de peso molecular.

La inversion de la topologia de proteinas de membrana en E. coli
puede obtenerse, al menos parcialmente, optimizando la secuencia de
aminodcidos de acuerdo a la regla conocida como positive-inside rule (von
Heijne, 1986) segun la cual los dominios extramembrana de las proteinas de
membrana presentan una distribucién sesgada por lo que respecta a los
residuos cargados, tendiendo los dominios que presentan un mayor nimero
de lisinas y argininas a orientarse hacia el citoplasma (apartado i.9.2). Para
estudiar si las proteinas de membrana virales seguian las mismas reglas

103




Asociacion y topologia de p7B del MNSV

topologicas cuando eran expresadas en E. coli, la GFP fue fusionada al
extremo C-t del TM2 de p9 de CarMV (TM2p9-GFP) (figura r.1.11 B). Dicha
construccion debido a la topologia que adopta TM2 es fluorescente. En el
extremo C-t de p9 hay dos aminoacidos cargados positivamente (Arg 60 y
Lys 75) cuya sustitucion por glutamato provoca la inversion de la topologia
de TM2 con lo que se pierde la fluorescencia (figura r.1.11 A 'y C).
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Figura r.1.11: Inversiéon de topologia de fusiones entre TM2 de p9 y GFP. A: Imdgenes
obtenidas bajo el microscopio confocal de las fusiones a GFP. A la derecha se muestran las
imdgenes obtenidas con luz blanca mientras que a la izquierda las obtenidas con luz UV. La
barra corresponde a 5 um. B: Esquema de la topologia de TM2 de p9 (CarMV). Se muestra la
localizacion de las cargas y los cambios realizados. C: Espectro de emision de fluorescencia con
una longitud de onda de excitaciéon de 485 nm. D: SDS-PAGE de muestras obtenidas tras la
purificaciéon con Ni2-NTA de la expresion de las fusiones TM2-GFP.
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La fusion de la GFP al extremo C-t de p7B mostré no ser fluorescente
bajo el microscopio (figura r.1.12 A y D). Andlogamente a Lep e InvLep una
version de p7B-GFP con la topologia invertida deberia ser fluorescente. p7B
presenta una carga positiva en ambos dominios hidrofilicos (amino y
carboxilo-terminal). Se decidié por tanto crear un mutante que variase el
balance de cargas a ambos lados de la membrana, para ello tres Lys fueron
insertadas en el dominio C-t tras el residuo 32, justo al final del segmento
TM (p7B3K-GFP). Los programas de predicciéon mencionados anteriormente
predicen para p7B3K-GFP una topologia invertida frente a p7B-GFP, es
decir, N-t luminal/C-t citoplasmatico. La expresion de p7B3K-GFP demostrd
ser fluorescente (figura r.1.12), confirmando la topologia para la version
silvestre de p7B-GFP N-t citoplasmatico/C-t luminal.

Todas las proteinas de fusion empleadas fueron sobre expresadas y
purificadas empleando cromatografia de afinidad por Ni* y analizadas por
SDS-PAGE para verificar su expresion (figurar.1.10 B, r.1.11 D y r.1.12 B). La
presencia de la GFP en estas construcciones se comprobdé mediante inmuno-
deteccién con un anticuerpo frente a la GFP (figura r.1.12 C). La densidad
optica de los cultivos se empled para normalizar la actividad de las fusiones
a GFP en el fluorimetro.

Los espectros de emision de las diferentes construcciones empleadas
confirman los resultados observados en el microscopio confocal (figuras
r.1.11 Cy r.1.12 D), y apuntan a una topologia de p7B N-t citoplasmatico/C-t
luminal, al igual que los experimentos de glicosilaciéon y PK anteriormente
descritos.
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Figura r.1.12: Topologia de p7B en membranas de E. coli. A: Imagenes obtenidas bajo el
microscopio confocal de las fusiones p7B-GFP y p7B3K-GFP. Derecha imagenes obtenidas con
luz blanca, izquierda las obtenidas con luz UV. La barra corresponde a 1 um. B: Sobre-
expresion y purificacion de las construcciones con GFP. Tinciéon con Coomasie de geles de SDS-
PAGE que contienen: carrera 1 células sin inducir, carrera 2 células inducidas, carrera 3
purificaciéon empleando cromatografia de Ni*-NTA, carrera 4 marcador de peso molecular. C:
Inmunodeteccién con anticuerpo contra la GFP, 1 InvLep-GFP, 2 Lep-GFP, 3 p7B3K-GFP, 4 p7B-
GFP. El anticuerpo no puede reconocer aquellas versiones de la GFP que no presentan un
plegamiento correcto. D: Espectro de emisién de fluorescencia con una longitud de onda de
excitacion de 485 nm.
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1.1.8 Discusion

En el presente capitulo se estudid la insercion y topologia en membranas de
la MP p7B del MNSV. Se ha demostrado previamente que p7B junto a p7A,
funcionando en frans, son suficientes para facilitar el movimiento célula-
célula (Genoves et al, 2006). p7A es capaz de unir RNA de forma cooperativa
y sin especificidad de secuencia, se cree que in vivo une el genoma viral para
su transporte a las células adyacentes, mientras que p7B estaria asociada a la
red celular de membranas (Navarro et al, 2006). Dado que las MP p7A y p7B
trabajan de manera acoplada en el movimiento del genoma del virus, es
importante averiguar como se dirige y dispone p7B en las membranas para
conocer como cooperan estas dos proteinas en el transporte del RNA viral.
Como punto de partida se emplearon diferentes programas de predicciéon de
proteinas de membrana; todos ellos identificaron a p7B como una proteina
integral de membrana con un tinico segmento TM entre los residuos 13-20 y
32-38, dependiendo del programa utilizado. Todos los programas, que
ademas de identificar los fragmentos TM son capaces de predecir su
topologia, localizan el extremo amino terminal de la proteina en el citosol y
en consecuencia el carboxilo terminal en el lumen. La veracidad de los
resultados obtenidos mediante programas de prediccion esta relacionada
con el niimero de éstos que coinciden en el resultado (Nilsson et al, 2000).
Por tanto las predicciones obtenidas para p7B se pueden considerar como
muy fiables, computacionalmente hablando.

Tras la traduccién in vitro de p7B en presencia de membranas, éstas
se aislaron mediante ultracentrifugacion. p7B sedimenta junto a los
microsomas incluso tras el tratamiento con urea 8M o NaxCOs lo que
confirma que p7B es una proteina integral de membrana capaz de dirigirse a
las membranas por si sola, a pesar de carecer de secuencia sefial. La
capacidad del putativo dominio TM para insertarse en la bicapa se confirmé
empleando el sistema in vitro de mapeo por glicosilacién (apartado ex.1.2).
La topologia de la proteina en membranas microsomales se estudi6
mediante glicosilacion, digestion con PK, marcaje especifico de cisteinas y
finalmente in vivo con fusiones a GFP. Los resultados indican que p7B se
orienta fundamentalmente con su extremo amino terminal hacia el citosol y
el carboxilo terminal hacia el lumen tanto en microsomas derivados del ER
como en membranas de E.coli.
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Estudios topoldgicos empleando técnicas bioquimicas han sido
realizados con otras MPs de virus de plantas. La proteina p9 del CarMV
tiene dos segmentos TM y ambos extremos (N-t y C-t) situados en el
citoplasma. Mas recientemente se ha descrito a la proteina X2 del virus de
las manchas necroéticas del tomate (Tomato ring spot virus, TORSV) como una
proteina integral de membrana con tres dominios TM (Zhang et al, 2005).
Hasta ahora la MP p6 del BYC era la tnica identificada con un tnico
fragmento TM (Peremyslov et al, 2004). p7B del MNSV y p6 presentan
ambas solo un dominio TM pero tienen una topologia opuesta, mientras que
en pb6 el C-t es citosdlico en p7B es el dominio N-t de la proteina el que se
orienta hacia el citosol. Teniendo en consideracién el actual modelo para el
transporte del genoma viral entre células adyacentes en virus del género
Carmovirus (seccién i.3.1) y la topologia de p6 del BYC la translocacién al
lumen del extremo C-t de p7B no era de esperar. Se ha propuesto que la
interaccion entre la MP soluble con capacidad para unir RNA y su pareja de
membrana (en el caso del CarMV p7 y p9) debe tener lugar a través del
extremo C-t de la proteina de membrana (Vilar et al, 2002). Esta aparente
discrepancia entre p7B del MNSV y p6 o p9 del BYV y CarMV
respectivamente, admite al menos cuatro posibles explicaciones.

1. Proteinas homologas con diferente orientacién de los extremos C-t han
sido descritas tanto en organismos procariontes (Daley et al, 2005) como en
eucariontes (Kim et al, 2006). Es mas, a pesar de que para la mayoria de
proteinas de membrana cabria esperar una unica topologia, una topologia
“dual” (una proteina que se inserta en las membranas con dos posibles
orientaciones) se ha propuesto como un paso temprano en la evolucion de
las proteinas de membrana (Rapp et al, 2006). Situaciéon no descartable a la
vista de los resultados obtenidos.

2. El dominio N-t presenta una longitud mayor en p7B que en las otras dos
MP (p6 BYV y p9 CarMV). Este dominio extramembrana podria posibilitar
la interaccidn con otros componentes (virales o de la planta) requeridos para
el movimiento intra- e inter-celular del virus.

3. La modificacion de las membranas celulares provocada por los virus de
plantas podria explicar una diferente topologia in vivo. De hecho durante la
infeccién las membranas del ER agregan para formar vesiculas conocidas
como “factorias virales” (Heinlein et al, 1998; Reichel & Beachy, 1998) que
contienen RNA viral, replicasas virales y MPs (Mas & Beachy, 1999). Estos
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complejos de replicacion han sido también localizados en el tonoplasto, en
los que se ha sugerido una reorganizacién de las membranas inducida por la
infeccion viral (Hagiwara et al, 2003).

4. Tanto p7A como p7B, son traducidas, en la planta, a partir del mismo
RNA sub-gendémico. La ORF de p7A precede a la de p7B, por lo que se
supone que p7A debe ser sintetizado antes que p7B y que p7A es mas
abundante que su pareja de membrana en células infectadas por el MNSV,
igual que ocurre para las MPs del TCV (Li et al, 1998). La presencia de p7A
podria modificar la topologia de p7B en la planta.

La existencia de p14, aunque improbable, no debe ser excluida. Unas
pocas copias de pl4 serian suficientes para anclar a la membrana el complejo
formado por el genoma viral (ssRNA+) y un nimero indeterminado, aunque
probablemente elevado, de copias de p7A. Esta complementacion entre p7A
y p14 no ha podido ser demostrada in vivo (Genoves et al, 2006), si embargo
ha de tenerse en consideracion el hecho de que las proteinas de membrana
de plantas son expresadas en niveles moderados o bajos (en comparacion
con los obtenidos en los ensayos de complementacién) y que los niveles,
localizacién y sincronizacion de expresion de parejas funcionales (como lo
serian p7A y p14) han de ser regulados con exactitud, lo que podria explicar
el hecho de que hasta la fecha no se haya podido detectar in vivo la presencia
de p14.
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R.2 ASOCIACION Y TOPOLOGIA DE LA MP p9 DEL TCV EN
MEMBRANAS DEL ER

Tanto el MNSV como el CarMV, ambos miembros del género Carmovirus,
presentan dos pequefias MPs, una de las cuales puede unir RNA mientras
que la otra es capaz de interaccionar con la membrana (p7B en el caso del
MNSV y p9 en el CarMV). Si bien ambas proteinas son proteinas integrales
de membrana, p7B y p9 se diferencian en el nimero de fragmentos TM y en
la localizacién de su extremo carboxilo terminal como se ha demostrado en
el capitulo anterior. Con el objetivo de profundizar en el mecanismo de
transporte de los virus del género Carmovirus se inici6 el estudio de la MP p9
del virus del arrugamiento del nabo (apartado i.5.2).

r.2.1 Analisis de la secuencia de p9

El TCV pertenece al igual que el CarMV y el MNSV al género Carmouvirus, su
secuencia codifica para dos MPs de pequefio tamafio, p8 y p9 (apartado
i.5.2). p8 se ha identificado como una proteina con capacidad para unir RNA
de forma cooperativa y sin especificidad de secuencia (Wobbe et al, 1998);
P9, MP de 106 aminoacidos, seria en un sistema analogo al descrito para el
MNSV y el CarMV, la MP encargada de interaccionar con las membranas de
ER.

El andlisis de la secuencia de aminodcidos de p9 (cédigo de acceso
AAP78488 en la base de datos del NCBI) realizado con varios de los
programas de identificacion de dominios TM disponibles en Internet e
introducidos en el capitulo anterior (apartado ex.1.1) muestra resultados
dispares (tabla r.2.1). p9 contiene dos regiones hidrofdbicas, la primera
(HR1) entre los aminoacidos 1 y 20, y la segunda entre los residuos 33 y 61
(HR2). No todos los algoritmos empleados identifican a ambos dominios
hidrofébicos como regiones TM. Es mas, el TMHMM (Krogh et al, 2001) no
considera a ninguna de estas regiones hidrofébicas como dominio de anclaje
a la membrana, la proteina, segin este programa, seria una proteina soluble.
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Tabla r.2.1. Analisis de la secuencia de p9 del TCV

PROGRAMA fsTM (aa inicio/aa fin)

DAS 2 (5/18 - 40/58)
HMMTOP 1 (33/52)
MEMSAT 1 (38/57)
PHD 2 (11716 - 37/58)
sosul 2 (1/18 - 39/61)
SPLIT 2 (2/18 - 37/59)
TMHMM 0
TMPred 2 (1/19 - 38/57)
TopPRED 2 (1/21 - 37/57)

En la columna de la izquierda se muestran los programas empleados,
en la de la derecha el niimero de fragmentos transmembrana (fsTM)
detectados y los aminodcidos (aa) que los constituyen entre paréntesis.

El analisis de las regiones hidrofdbicas detectadas empleando el AG
Prediction Server (Hessa et al, 2005; Hessa et al, 2007) otorga para la HR1
(aminoacidos 3-20) un valor de AGapp de -0.65 y para HR2 (aminodcidos 38-
57) +0.58 kcal/mol. Es decir, el HR1 tendria una ligera tendencia a insertarse
mientras que el HR2 no deberia ser reconocido por la maquinaria del
translocdn como dominio TM.

r.2.2 Insercion en membranas bioldgicas de las HR1 y HR2 de p9

Para estudiar la capacidad de cada una de estas dos regiones hidrofdbicas
para insertarse en la bicapa se emple¢ el sistema de mapeo por glicosilacion
(apartado ex.1.2) (Hessa et al, 2005; Hessa et al, 2007), sistema empleado
anteriormente para el estudio de la capacidad de insercién de la HR de p7B
del MNSV (figura r.2.1 A). La traduccién in vitro de las quimeras de Lep que
presentaban las regiones HR1 (aminoacidos 3-20) y HR2 (aminoacidos 38-57)
insertadas entre las dianas G1 y G2 produjo una versiéon de Lep mono-
glicosilada en el caso de HR1 (figura r.2.1 B, carrera 3) y una mezcla de
poblaciones de moléculas de proteina mono- y doble-glicosiladas cuando se
empled HR2 de p9 (carrera 4).
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Figura r.2.1. Insercion de HR1 y HR2 de p9 en membranas microsomales. Resultado de la
transcripcion y traduccion in vitro de las quimeras de Lep que contienen entre G1 y G2 la
secuencia control de translocacion (carrera 1) o de insercion (carrera 2), cedidas por el
laboratorio del Profesor von Heijne (Saaf et al, 1998). En las carreras 3 y 4 se muestra el
resultado cuando se emplearon los dominios HR1 y HR2 de p9 del TCV respectivamente. Abajo
se muestran las secuencias insertadas en el dominio P2 en cada una de las quimeras ensayadas.
Un circulo blanco indica no glicosilacién, uno o dos circulos negros indican mono o doble
glicosilacion respectivamente.

r.2.3 Insercion y topologia en membranas microsomales de la proteina de
movimiento p9 del TCV

Tanto las predicciones como los resultados de mapeo por glicosilacion en el
contexto de Lep sefialan a p9 del TCV como una proteina integral de
membrana, para comprobar si p9 realmente se comporta como una proteina
de membrana y como primera aproximacion al estudio de su topologia se
realizé un experimento de traduccion in vitro en presencia y ausencia de
microsomas y PK de la fusién entre p9 y los 50 primeros aminoacidos de P2
(p9/P2), los cuales contienen una diana de glicosilacion (Ans-Ser-Thr) (figura
r.2.2 A). La traduccion en presencia de microsomas produjo un retraso en la
movilidad electroforética de p9/P2 (figura r.2.2 B, carreras 1 y 2) lo que
indica que el extremo C-t de la construccion esta siendo translocado al
lumen de los microsomas. Cuando se sometio a la proteina traducida en
presencia de membranas microsomales a digestion con PK (incluso a
concentraciones elevadas) solo una porcion de la proteina no glicosilada fue
digerida, fraccién que probablemente corresponde a proteina no insertada
en la membrana. La fraccion de proteina glicosilada qued6 completamente
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protegida por los microsomas. Estos resultados se podrian explicar al menos
mediante dos tipos de insercién de la proteina en la membrana, o bien sélo
se inserta la primera HR con una topologia N-t citosdlico o bien ambas HR
son realmente segmentos TM y la proteina tiene una orientacién N-t/C-t
luminales. En este ultimo caso el lazo que une HR1 y HR2 deberia estar
protegido frente a la digestion con PK, lo cual es poco probable. No es
descartable la posibilidad de que HR2 tenga en el contexto de la proteina
completa una baja eficiencia de insercién al igual que ocurre cuando se
encuentra insertada en el dominio P2 de Lep (figura r.2.1), lo que avalaria el
primero de los dos modelos. Situacidon que también explicaria la digestion en
presencia de PK tinicamente de la fraccion de proteina no glicosilada.

A
1 HR1 HRZ 1061 \]/ 50
ﬁ— . T Tt
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Y Pz
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hidds 4 - + - +
(34 - - 02 02 04

Figura r.2.2. Digestion de p9/P2 con PK. A. Esquema de la construcciéon p9/P2, se muestran las
dos regiones hidrofdbicas identificadas por los programas de prediccion de fragmentos TM
(HR1 y HR2) asi como la diana de glicosilaciéon (Y, NST) de los 50 primeros aminodcidos del
dominio P2 de Lep. B. Resultado de la traduccién in vitro de p9/P2 en presencia (+) o ausencia (-
) de microsomas y de PK. La cantidad de PK en mg/mL empleada en cada caso se indica en la
parte superior. Un circulo blanco indica ausencia glicosilacidon mientras que uno negro
glicosilacion, el asterisco muestra la fraccion proteica resistente a la digestion con PK.
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Para comprobar que los 50 aminoacidos de P2 no estaban
provocando la translocacion del extremo C-t, el experimento se repitio con la
proteina silvestre. En este caso como marcador topologico se empled una
diana de glicosilacion afiadida en el extremo C-t de la proteina en el proceso
de amplificacién por PCR del DNA correspondiente a la secuencia de p9
(figura r.2.3 A). Al igual que cuando la proteina se tradujo fusionada a P2 la
adicion de membranas provoca un retraso en la movilidad electroforética,
debido a la glicosilacion de la diana del extremo C-t (figura r.2.3 B, carreras 1
y 2). La adicion de PK no produjo digestion alguna cuando habia
microsomas en la mezcla de traduccién (carrera 3), lo que indica que
ninguna region de la proteina se encuentra expuesta al citosol, excepto
quizas, el corto extremo N-t (1-3 aminodcidos), cuya digestién no puede ser
monitorizada en las condiciones utilizadas de SDS-PAGE (figura r.2.3 C).
Como control de la digestion se afladié PK a una carrera que no contenia
membranas, en este caso la proteina es digerida completamente dado que no
hay membranas que protejan frente a la actividad de la proteasa (carrera 4).
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Figura r.2.3. Topologia de p9 en membranas microsomales. A. Esquema de la proteina p9 del
TCV donde se muestran los aminodcidos afiadidos en la PCR en el extremo C-t, incluyendo la
diana de glicosilacién (Y). B. Digestion con PK de p9. El circulo blanco indica no glicosilacion
mientras que el negro glicosilacion. El asterisco muestra la proteina resistente a la digestion con
PK. C. Disposiciéon mas probable de p9 en membranas microsomales de acuerdo con los
resultados obtenidos en los experimentos de glicosilacion y digestion con PK.
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La topologia de p9 se analiz6é también mediante marcaje especifico
de Cys con Maleimida-metoxy polietilen-glicol (MAL-PEG) (apartado
ex.3.3). Como se ha comentado anteriormente este reactivo es capaz de
unirse especificamente al grupo -SH de las Cys que se encuentren accesibles
y localizadas en el lado citosolico de las membranas microsomales. La uniéon
de MAL-PEG produce un aumento en la masa molecular de la proteina de
aproximadamente 5 kDa por Cys marcada. p9 contiene tres Cys en su
secuencia, dos en el lazo que conecta las dos regiones hidrofébicas y una
tercera dentro de la HR2 (figura r.2.4 A). Tras la transcripcion y traduccion
in vitro de p9 en presencia de microsomas la adicion de MAL-PEG no
produjo retraso alguno en la movilidad electroforética de la proteina (figura
r2.4 B, carrera 1 y 3). S6lo cuando se afiadid el detergente SDS, el cual
desorganiza las membranas microsomales, ademas de MAL-PEG las Cys de
P9 pudieron ser modificadas (carrera 2). Estos resultados indican que todas
las Cys se encuentran en el lumen de los microsomas o insertadas en la
bicapa. Resultado que coincide con la topologia determinada mediante
glicosilacion y digestion con PK (figura r.2.4 C). En este ensayo se empleo la
version de p9 en la que se ha insertado una diana de glicosilaciéon en el
extremo C-t, la proteina es por lo tanto glicosilada cuando se traduce en
lisado de reticulocitos y en presencia de microsomas derivados del ER,
glicosilacion que puede observarse a pesar del marcaje con MAL-PEG.

r.2.4 Insercion y direccionamiento a membranas de la HR1 de p9

Segun los resultados previos la HR1 es la responsable del anclaje y de la
adopcidén de la topologia de p9 en membranas microsomales. Una version
truncada de la proteina que contenga el extremo N-t de la proteina, HR1 y el
lazo que une a los dominios HR1 y HR2 (aminoacidos 1-37) deberia por
tanto insertarse en membranas con la misma topologia que la proteina
completa.
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Figura r.2.4. Marcaje especifico de Cys con MAL-PEG. A. Esquema de la secuencia de
aminoacidos de p9 que muestra la localizaciéon de las Cys y de la diana de glicosilaciéon. B.
Resultado del marcaje con MAL-PEG de la proteina p9 del TCV. La glicosilacién se indica con
un circulo negro y la proteina no glicosilada con uno blanco. Dentro de un rombo negro se
muestra el nimero de Cys modificadas con MAL-PEG.

El DNA correspondiente a esta region fue amplificado mediante
PCR, proceso en el cual se afiadié una diana de glicosilacion en el extremo C-
t de la version truncada de p9. La transcripcion y traduccion in vitro de este
DNA (figura r.2.5 A) produjo una proteina capaz de glicosilarse cuando la
traduccidn se realizo en presencia de membranas (figura r.2.5 B). Ademas el
tratamiento con Na2COs no liberd la proteina de los microsomas (apartado
ex.2.1), lo que confirma que la HR1 es capaz de insertarse en la membrana
con una orientacién N-t citosolico/C-t luminal.
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Figura r.2.5. Insercion en membranas de la primera region hidrofobica de p9. A.
Representacién de la proteina truncada empleada para el estudio de la capacidad de insercion y
topologia en membranas de la HR1. Se muestran los aminoacidos afadidos por PCR incluyendo
el sitio de glicosilacion (Y, NST). B. Traducciéon in vitro de los aminoacido 1-37 de p9 en
presencia (+) y ausencia (-) de membranas y Na2COs. La glicosilacion se indica con un circulo
negro la no glicosilaciéon con uno blanco. C. Disposiciéon en membranas de la versién truncada
de p9 que contiene tnicamente la RHI.

r.2.5 Mecanismo de insercién en membranas de p9

Una vez determinada la topologia de p9 se plante6 el estudio del mecanismo
seguido por esta MP para insertarse en membranas. Para conocer si p9 sigue
un mecanismo co-traduccional o post-traduccional (apartado 1.8) se tradujo
la proteina, a la que se le ha afiadido una diana de glicosilacion en C-t
(figura r.2.3 A), en presencia y ausencia de membranas, para a continuacion
detener la traduccion empleando cicloheximida. La insercién post-
traduccional se analizé afiadiendo microsomas, una vez parada la
traduccién, a las muestras traducidas en ausencia de membranas. Como
puede verse en la figura r.2.6, p9 tnicamente es glicosilada (modificacién
que se produce acoplada a la insercion en la membrana acoplada al
translocon) si las membranas son incorporadas co-traduccionalmente
(carrera 2). Por lo tanto, al igual que ocurre con p7B del MNSV y con p9 del
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CarMV (Sauri et al, 2007), p9 del TCV se inserta en membranas de manera
co-traduccional.
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] i
8] o R s
1 2 3

Figura r.2.6. Mecanismo de insercion de p9 en membranas del ER. La MP p9 del TCV sdlo es
capaz de insertarse en los microsomas a través de la maquinaria del translocén de manera
cotraduccional. En la parte superior de la figura se muestra si la adiciéon de las membranas ha
sido co-traduccional (CO) o post-traduccional (POST), carreras 2 y 3 respectivamente. Los
circulos blanco y negro indican no glicosilacién y glicosilacion de la diana afiadida en el proceso
de amplificaciéon de DNA.

1.2.6 Discusion

Los estudios realizados hasta el momento con las MPs del género
Carmovirus demuestran que al menos una de las dos MP que estos virus
codifican en su genoma es una proteina integral de membrana (apartado
i.3.1) (Vilar et al, 2002). La asociacién a membranas parece ser por tanto un
proceso clave en el ciclo replicativo del virus. El papel de esta interaccion,
MP/membrana del ER, se desconoce pero se ha propuesto que podria ser
importante para el direccionamiento hacia el plasmodesmo y a través de él,
del complejo formado por el RNA viral y la MP con capacidad para unir
RNA.

El TCV tiene al igual que el resto de miembros del género
Carmovirus dos pequenias MPs, p8 y p9. La primera (p8) es capaz de unir
RNA sin especificidad de secuencia, la segunda (p9) seria supuestamente la
encargada de interaccionar con la bicapa. p9 contiene tnicamente 106
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aminoacidos, dentro de los cuales se identifican dos regiones hidrofébicas
(HR1 y HR2), su secuencia y la distribuciéon de dominios hidrofébicos es mas
parecida por lo tanto a la de p9 del CarMV que no a p7B del MNSV. La MP
del CarMV (p9) tiene dos dominios TM, en cambio, ninguna de las dos
regiones hidrofébicas de p9 del TCV es detectada consistentemente por los
programas de prediccion de fragmentos TM como un dominio capaz de
insertarse en la bicapa. Cuando ambas secuencias, de manera independiente,
fueron insertadas en el dominio P2 de Lep para conocer su capacidad para
insertarse en la membrana, solo HR1 demostrd ser reconocida
eficientemente por la maquinaria del translocéon como un dominio TM. Por
el contrario HR2 provocé la doble glicosilacion (indicativo de Ia
translocacién del dominio P2) en aproximadamente el 50% de las moléculas
de Lep correctamente dirigidas a la membrana. La capacidad de HR2 para
insertarse podria variar ligeramente in wvivo, debido a la diferente
composicion lipidica de las membranas de la planta (Schneiter & Toulmay,
2007), y a la presencia de otras proteinas de membrana de la planta. Por otro
lado, puede que HR2 requiera de HR1 para su integracién en la membrana.

Los resultados de glicosilacion, digestion con PK y marcaje de Cys
con MAL-PEG demuestran que p9 es una proteina integral de membrana
anclada a la bicapa unicamente por HR1 y con una topologia N-t
citoplasmatico/C-t luminal. Cuando se traduce in vitro la proteina completa,
HR2 no es capaz de insertarse, resultado que coincide con los datos
obtenidos en los experimentos de mapeo por glicosilacion. Es mas, HR1 en
ausencia de la segunda region hidrofébica y del dominio C-t hidrofilico es
capaz de insertarse en la membrana y adoptar la misma topologia (N-t
citoplasmatico/C-t luminal) que la proteina completa, lo cual ratifica los
resultados anteriores. Es interesante destacar que esta misma topologia es
adquirida también por la primera de las regiones hidrofdbicas de p9 del
CarMV y de p7B del MNSV.

p9 al igual que sus proteinas homologas (p7B del MNSV, y p9 del
CarMV (Sauri et al, 2005)), se inserta de manera co-traduccional en Ia
membrana empleando la maquinaria del translocon. La HR1 es
probablemente la responsable de la insercion y del reconocimiento por la
SRP y por tanto del direccionamiento a las membranas del ER para su
insercion en la bicapa a medida que se produce la sintesis del resto de la
proteina. Asi, p9 carece de capacidad para insertarse en la membrana de
manera post-traduccional.
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La topologia de p9 del TCV, especialmente la localizacién de su
extremo C-t, podria verse afectada en la planta por la presencia de pS§,
proteina que se encuentra en la planta en mayor cantidad que p9 (Li et al,
1998). Si el TCV sigue el mecanismo propuesto para el CarMV p8
interaccionaria con el C-t de p9 en el citosol, lo que forzaria la insercién de la
HR?2 tan pronto interaccionen las dos MP ya que p8 es una proteina soluble
que se localiza en el citoplasma. Esta interaccion entre las dos MPs se
deberia producir por lo tanto antes de la completa translocaciéon del extremo
carboxilo terminal. Proceso dificultado por el mecanismo de inserciéon co-
traduccional que sigue p9, en el cual el extremo C-t de la proteina se
encuentra en los estadios iniciales de su biogénesis protegido por el tanel del
ribosoma cuando la HR2 tiene que ser particionada al lumen o insertada en
la membrana.

No es descartable por lo tanto, que la capacidad de la HR2 para
encontrarse tanto insertada como translocada represente un mecanismo del
virus para poder localizar el extremo C-t en ambos lados de la membrana. Al
igual que ocurriria con el MNSV, cuya topologia “dual” le permitiria
exponer su extremo C-t en los dos lados de la bicapa. Es razonable pensar
que en virus con un tamafno gendmico tan pequefio que una secuencia
pueda actuar en compartimentos celulares diferentes supone una gran
ventaja ya que permite a la proteina acceder a un mayor nimero de
interacciones e influir en mayor nimero de procesos celulares. La
interaccién que se ha propuesto entre el extremo C-t de p9 y p8 se produciria
una vez p9 se ha insertado completamente en la membrana y tinicamente en
aquellos casos en los que el HR2 actia como un verdadero fragmento TM lo
que permitiria orientar el dominio C-t de la proteina al citosol.
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R.3 ASOCIACION A MEMBRANAS DE LA MP p32 DEL PNRSV

La MP del virus de los anillos necréticos del prunero (p32) forma parte de la
superfamilia 30k. Al igual que otras proteinas de este grupo se ha
identificado en p32 un dominio con capacidad para unir RNA sin
especificidad de secuencia (RBD) (Herranz & Pallas, 2004; Herranz et al,
2005a). En cambio, la capacidad para interaccionar con el ER descrita en
otras proteinas de la superfamilia, no ha sido estudiada en la MP del
PNRSV. Dentro de este gran grupo la proteina para la cual se tienen mas
datos sobre su capacidad de unién a las membranas del ER es la MP del
TMV. Estudios preliminares sugieren que ésta es una proteina integral de
membrana con dos fragmentos TM y una topologia N-t/C-t citosélicos (Brill
et al, 2000; Fujiki et al, 2006). Para otras MP de la superfamilia 30k, la
informacion que se tiene es mucho menor, asi por ejemplo la MP del AMV
se ha visto, por medio de fusiones a GFP, que co-localiza con marcadores de
membrana del reticulo (Huang, 1999). La asociacion de la MP del virus del
mosaico del malvavisco (Abutilon mosaic virus, AbMV) a membranas ha sido
demostrada recientemente en levaduras empleando el sistema de doble
hibrido (Frischmuth et al, 2004). El presente capitulo pretende profundizar
en la capacidad de la MP del PNRSV para asociarse a las membranas asi
como identificar el o los dominios implicados en esta interaccion y su
requerimiento en el movimiento célula-célula del virus.

r.3.1 Analisis de la secuencia de la MP del PNRSV

La mayoria de programas empleados para la deteccién de fragmentos TM
(apartado ex.1.1) identificaron en la secuencia de p32 (codigo de acceso
CAG27304 en la base de datos del NCBI) una region lo suficientemente
hidrofobica (HR) como para insertarse en la bicapa, localizada entre los
aminodcidos 90 y 110 aproximadamente. Los resultados para cada uno de
estos algoritmos aparecen resumidos en la tabla 3.1.
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Tabla 3.1. Resultado del analisis in silico de la secuencia de p32.

PROGRAMA fsTM (aa inicio - aa fin)

DAS 1 (95 - 109)
HMMTOP 1 (90 - 109)
MEMSAT 1 (90 - 108)

SOSuI 0

SPLIT 192 -113)
TMpred 1(90-113)
TopPRED 1 (90 - 110)
TMHMM 0

En la columna de la izquierda se muestran los programas empleados,
en la de la derecha el niimero de fragmentos transmembrana (fsTM)
detectados y los aminoécidos (aa) que los constituyen entre paréntesis.

Empleando AG Prediction server (http://www.cbr.su.se/DGpred) se
realiz6 un andlisis exhaustivo de la secuencia comprendida entre los
aminoacidos 89 y 110. Este programa permite estimar la diferencia de
energia libre aparente (AGapp) para la insercidn de cortas secuencias
polipeptidicas en la membrana (Hessa et al, 2005; Hessa et al, 2007). El valor
positivo de AGapp obtenido indica que la regiéon a estudio no seria un
dominio realmente TM (figura r.3.1 A). El programa muestra ademas la
prediccién del valor de AGapp para cada aminoacido perteneciente a esta
region hidrofébica, como puede verse (figura r.3.1 B) fundamentalmente son
la Pro 96 y la Gln 99 los residuos que dificultan la insercion de este segmento
en la bicapa. Es interesante destacar que la sustitucion de la Pro 96 por Ala
reduce el valor de AGapp predicho para la HR en mas de 1 kcal/mol, mientras
que el mutante donde se sustituye la Pro 96 por Ala y la Gln 99 por Leu
alcanza un valor negativo de AGapp, lo que corresponderia a una region con
tendencia a insertarse de forma transmembranal (figura r.3.1 A).
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A
RBD HR
N-t T - C-t
7 g e S AGPp, (keal/mol)
Silvestre  RVFLVYVPIIQATTSGLITLKL + 1.98
P96A RVFLVYVAIIQATTSGLITLKL + 0.87
P96A/Q99L RVFLVYVALILATTSGLITLKL - 1.06
B
AGaa(i)app
1.2
1.0
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0.6 -
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Figura r.3.1. Analisis de la regién hidrofdbica de p32. A. Esquema de la secuencia de p32
donde se muestra la localizacién de la region hidrofébica (HR) y del dominio de unién de RNA
(RBD). Abajo. Valores de AGapp predichos por el programa AG prediction server para la secuencia
silvestre de la HR y los mutantes Pro96Ala (P96A) y Pro96Ala GIn99Leu (P96A/Q99L). Un valor
negativo de AGpredapp indica insercién y un valor positivo no insercién, cuanto mas elevados son
estos incrementos (en valor absoluto) mayor es la tendencia de la secuencia analizada a
insertarse o a ser translocada respectivamente. B. Valor de AGapp por residuo predicho por el
programa AG prediction server. Se puede ver que son la Pro y la Gln los residuos que mayores
restricciones imponen a la insercion de la region en la membrana.

r.3.2 Insercion de la region hidrofébica de p32 en el contexto de una
proteina modelo
Para analizar experimentalmente la capacidad para insertarse en membranas

de esta HR se empled la técnica de mapeo por glicosilaciéon basada en la
proteina de membrana Lep (apartado ex.1.2). Lep presenta dos regiones TM
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(H1 y H2) separadas por un lazo citosdlico (P1) un dominio luminal (P2) en
el que se ha introducido una diana de glicosilacion (figura r.3.2 A), la cual
sera modificada cuando la proteina sea traducida en presencia de
membranas (figura r.3.2 B carreras 1y 2).

Fi
P2
M-t M-t lurmen
H1
citosol
pz
B
_L®P poga wt posasQuaL
Mz + 5 + + +

[
1

Figura r.3.2. Mapeo por glicosilacion de la region hidrofobica (HR) de p32. A. Esquema de las
posibles topologias que puede adoptar Lep segun la secuencia que sustituye a H2 se inserte en
las membranas (derecha) o no (izquierda). B. Resultado de la autorradiografia tras la
transcripcion, traduccién y separacion electroforética de las quimeras de Lep en presencia (+) o
ausencia (-) de microsomas como fuente de membranas. La glicosilacién se indica con un circulo
negro, la no glicosilacién con uno blanco.

En base a las predicciones realizadas por AG prediction server el H2
de Lep fue sustituido por la HR (residuos 89- 109) de p32. El dominio P2 en
este caso solo serd glicosilado, tras la transcripcién y traduccion in vitro en
presencia de microsomas, si la HR de p32 es capaz de insertarse en la
membrana. El porcentaje de glicosilacion de Lep bajo de aproximadamente
un 75% para la proteina modelo a un escaso 20% cuando HR de p32 sustituia
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al H2 de Lep (figura r.3.2 B carrera 4), indicativo de la poca capacidad de
esta secuencia para insertarse en membranas microsomales incluso cuando
utiliza a la proteina Lep como vehiculo de direccionamiento a membranas.

Sin embargo, la sustitucion de la Pro 96 por Ala increment? el grado
de glicosilacién a un 80% (carrera 3). Es mas, el doble mutante P96A/Q99L
provoca unos valores de glicosilacion mayores incluso que los de la
secuencia silvestre de Lep (>95%, carrera 5). Este comportamiento demuestra
que la HR de p32 se inserta con poca eficiencia en membranas bioldgicas y
que son la Pro 96 y la Q99 los principales impedimentos para la integracion
en la bicapa de esta secuencia, al menos en el contexto de Lep; resultado que
coincide con las predicciones realizadas con AG prediction server.

r.3.3 La proteina de movimiento del PNRSV no es una proteina integral de
membrana

Una vez demostrado que la HR de p32 no se inserta eficientemente en
membranas microsomales cuando emplea Lep como vehiculo de
direccionamiento e insercion, se planted el estudio de la capacidad de
integracion en membranas de la secuencia completa de p32. Para visualizar
la translocacién al lumen de los microsomas de los extremos N-t y/o C-t, se
insertd una diana de glicosilacion en cada uno de los lados de la HR (figura
r.3.3 A). La translocacion de cualquiera de los dos extremos provocara la
glicosilacion de la proteina, con el consiguiente retraso electroforético en
geles de SDS-PAGE. La exportacion de la proteina completa al lumen de los
microsomas generaria una version de la proteina doblemente glicosilada. La
adicién de PK a la proteina traducida en presencia de microsomas provocara
la digestion de aquellas regiones de la proteina expuestas al citoplasma
mientras que las insertadas en la membrana y las translocadas al interior de
los microsomas quedaran protegidas frente a la digestion (apartado ex.3.2).

La traduccion in vitro de la proteina en presencia de microsomas
produjo una proteina no glicosilada (figura r.3.3 B carreras 4 y 5) sensible a
la digestién con PK (carrera 6). Como control de glicosilacion y digestion con
PK se empled Lep, cuya traducciéon con membranas provoca la aparicion de
una banda de mayor tamano molecular en geles de acrilamida (carrera 1)
procedente de la glicosilacién de la diana de P2. La digestion con PK de Lep
no es completa debido a la proteccion que ofrecen los microsomas al H2 y al
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dominio P2 de la proteina (figura r.3.3 B carrera 2) (Mingarro et al, 2000). Es
interesante destacar que el doble mutante de p32 (P96A/Q99L) tampoco fue
glicosilado ademas de ser completamente digerido tras el tratamiento con
PK (figura r.3.3 B carreras 7, 8 y 9) lo que implica que ni siquiera este
mutante dispone su HR como un dominio realmente TM.

A
N-t X0 e Y T C-t
RBD HR
B C
Lep p3Z P9BASQIIL
PK = + 4+ = = + = = +
MMz + + — = + + = + +
8-— — — is} —

PK c:—-'{::l ha /

c-;":. *— PK

citoplasma

Figura r.3.3. Inserciéon de p32 en membranas. A. Esquema de la secuencia de p32 donde se
sefialan los sitios de glicosilacién afiadidos (Y), las Cys (C), la region hidrofébica (HR) y el
dominio de unién de RNA (RBD). B. Ensayo de traduccion in vitro en presencia (+) o ausencia (-
) de membranas y PK. La banda glicosilada de Lep (carrera 1) se indica con un circulo negro
mientras que la fracciéon de proteina no glicosilada con un circulo blanco. Una punta de flecha
sefiala la banda de proteccion generada tras el tratamiento con PK. C. Representacién de la
disposicion de Lep y p32 en la membrana de los microsomas. En linea discontinua se muestran
los dominios que son accesibles a la digestién con PK.

Para corroborar los resultados de glicosilacion y digestion con PK se
estudié la disposicion de la proteina en membranas mediante marcaje
especifico de Cys con el reactivo impermeable a las membranas bioldgicas 4—
acetamida-4’-madeimidilestilbeno-2,2’-acido disulfénico (AMS) (apartado
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ex.3.3). E1 AMS es capaz de marcar la MP del PNRSV tras ser traducida in
vitro tanto en ausencia como en presencia de microsomas. La movilidad
electroforética observada en ambos casos corresponde con la modificacion
de las cinco Cys de p32 (figura r.3.4 carreras 1-4), lo que sugiere que la
proteina adopta una disposicion junto a las membranas en la que todas las
Cys son accesibles, de modo que ninguno de los extremos de la proteina esta
siendo translocado al lumen del reticulo (figura r.3.3 C). El mismo patron fue
observado cuando se sometié a la versién de p32 que presenta la Pro 96
sustituida por Ala y la GIn 99 por Leu al tratamiento con AMS (figura r.3.4
carreras 5-8). Resultados que coinciden con los obtenidos en los ensayos de
glicosilacion y digestion con PK.

p32 P96A/Q99L
AMS  — — + 4+ - — + +
MMs — + + — - + + -

Figura r.3.4. Marcaje especifico de cisteinas con AMS. El acido disulfénico 4-acetamido-4'-
madeimidilestilbeno-2,2" (AMS) se une especificamente al grupo sulfidrilo de las Cys que se
encuentran en el lado citosélico de los microsomas. Tanto la secuencia silvestre de p32 (carreras
1-4) como el doble mutante (P96A/Q99L) (carreras 5-8) presentan un retraso electroforético
similar tras la adiciéon de AMS en presencia (+) y en ausencia (-) de microsomas lo que indica
que ninguna Cys se encuentra protegida por los microsomas.

r.3.4 p32 se asocia a las membranas de forma periférica

La MP del PNRSV traducida in vitro en presencia de membranas
microsomales y metionina marcada con %S es recuperada en el sedimento
membranoso tras una utracentrifugacion a 100.000g. Lo que indica que la
proteina se encuentra asociada a las membranas (de manera periférica o
integral) o translocada al lumen de los microsomas. Para diferenciar entre
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estas posibilidades la mezcla de traduccion fue tratada con carbonato sédico
pH 11.5 (apartado ex.2.1) (Navarro et al, 2006; Peremyslov et al, 2004b) antes
de la ultracentrifugacion. Como puede verse en la figura r.3.5, p32 aparece
fundamentalmente en el precipitado (carreras 3 y 4) lo que sugiere que la
MP esta asociada a los microsomas descartando la posibilidad de que
estuviese siendo translocada al lumen de los microsomas. El tratamiento con
urea 4 y 8 M solubiliza el 68% y 95% de la proteina respectivamente (figura
r.3.5 carreras 5-6 y 7-8), confirmando que p32 no es una proteina integral de
membrana, dado que ésta es solubilizada en presencia del agente

desnaturalizante.
5in tratar Ma,C0; Urea 4M Urea BM Triton X-114
P S P S P S P S FO FA kDa
- 97
e s ; — 46
e T - - | s -0
12 3 4 5 & 7 8 g 10

Figura r.3.5. p32 se asocia de manera periférica a las membranas microsomales. Izquierda,
sedimento (P) y sobrenadante (S) tras la ultracentrifugacion de la mezcla de traduccion de p32
(carreras 1y 2). Tras la traduccion las muestras fueron tratadas con carbonato sodico (carreras 3
y 4), urea 4M (carreras 5 y 6) 6 urea 8M (carreras 7 y 8) y a continuaciéon sometidas a
ultracentrifugacion. Derecha, reparto de fases en presencia de Triton X-114, FO fase organica
(carrera 9), FA fase acuosa (carrera 10).

La mezcla de traduccién fue tratada también con Triton X-114
(apartado ex.2.2), detergente capaz de formar dos fases en funcién de la
temperatura, una organica donde residen las proteinas integrales de
membrana y otra acuosa con el resto de proteinas (aquellas solubles y
asociadas de manera periférica a la membrana) (Bordier, 1981). Como puede
observarse p32 se detect6 en la fase acuosa (figura 1.3.5, carreras 9 y 10)
reforzando la idea de una asociacion periférica a membranas.
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Finalmente, se decidié analizar la interaccién con membranas de la
MP del PNRSV realizando experimentos de flotacion de membranas en
gradiente de sacarosa (apartado ex.2.3). Como muestra la figura r.3.6 cuando
p32 fue traducida in vitro en presencia de membranas y sometida a
centrifugacién en gradiente, la mayoria de la proteina (>98%) fue recuperada
en las fracciones inferiores (fracciones 3 y 4) indicando que p32 no es una
proteina integral de membrana. En paralelo se realiz¢ el mismo experimento
empleando Lep (proteina integral de membrana) a modo de control. Como
se puede ver (figura 1.3.6, carreras 1-4) Lep al contrario que p32 se encontro
en las fracciones superiores (1 y 2), en las cuales se acumulan las
membranas.

Lep 32
, P -
fraccion 1 2 3 4 1 2 3 4
et o inm Z concentracian
el
i - 4 R 3 de sacarosa
LY AN LAY AN J +

% proteina 77 22,9 1,8 98,2

Figura r.3.6. Flotacidn alcalina de membranas. Experimento realizado en con Lep, como control
de una proteina integral de membrana, y p32. Tras la centrifugacion de la mezcla de traduccion
(4 horas a 55000 rpm y 4°C) las fracciones superiores (1 y 2) corresponden a la fraccién donde se
localizan las proteinas integrales de membrana. En las fracciones inferiores (3 y 4) se acumulan
proteinas periféricas de membrana y el resto de proteinas solubles. El calculo del porcentaje de
proteina en cada una de las fracciones se realizé empleando el programa de analisis de imagen
Image Gauge v4.0.

Los resultados previos sugieren que la MP del PNRSV se asocia a
membranas pero su HR, a pesar de ser probablemente la responsable de la
asociacion a la bicapa no es una region TM. Péptidos correspondientes a los
dominios que interaccionan con membranas de varias glicoproteinas virales
(péptidos de fusion), han sido empleados como modelos de estudio para la
caracterizacion funcional y estructural de estas regiones (White et al, 2008).
Aunque existen diferencias particulares entre cada uno de estos péptidos de
fusién la mayoria de ellos comparten como caracteristica comun la presencia
de una prolina en la parte central de la secuencia hidrofébica (Delos et al,
2000; Gomara et al, 2004; Ito et al, 1999), que induce que estas regiones se
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dispongan en la membrana con una estructura acodada. Como puede
observarse en su secuencia la HR de p32 también presenta una prolina en el
centro (figura r.3.1 A) que junto a la glutamina 99 evitan probablemente la
insercion de esta region en las membranas de la planta. A continuacién se
estudié la estructura y la interaccion con membranas de la HR de p32
silvestre y p32 P96A/Q99L empleando péptidos sintéticos como andlogos
estructurales.

1.3.5 Determinacion del efecto de los cambios Pro96Ala y GIn99Leu en la
estructura secundaria de la HR de p32

La MP del PNRSV no es capaz de insertase en membranas de manera co-
traduccional, esto implica que la proteina es traducida en el citosol antes de
su asociacion a la membrana. La energia libre asociada a la transferencia
desde el agua a la interfase de la membrana de la HR de p32 plegada como
hélice alfa (AGwit = -11.5 kcal/mol) (apartado i.7.1) es claramente menor que
el valor de AG para la transferencia a la interfase de la misma secuencia
desplegada (AGwit = -0.98 kcal/mol) o que la energia libre de insertar esa
secuencia como una alfa hélice TM en el ntcleo hidrofébico de la membrana
(AGwoct = -3.8 kcal/mol) (Ladokhin & White, 1999; Wimley & White, 1996).
Estas predicciones de los valores de AG fueron obtenidas con el programa
MPEXx (Jaysinghe S et al, 2006). Estos calculos implican que desde un punto
de vista energético la HR de p32 prefiere permanecer asociada a la interfase
de la membrana adoptando una estructura en hélice alfa cuando es
transferida desde el agua a la membrana.

El andlisis de la secuencia de la HR de p32 indica que ésta podria
adoptar una estructura en hélice alfa con un giro en la region central. En la
figura r.3.7 se muestra la tendencia a formar giros de los aminoacidos de la
secuencia de la HR (Monne et al, 1999). Como puede observarse la Pro 96 y
la GIn 99, localizadas en la zona central de la secuencia, presentan una
elevada tendencia a formar giros, ambos aminodcidos serian los
responsables de la posible adopcion de una estructura acodada dentro de la
HR una vez ésta se dispone en la interfase de la membrana.
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Figura r.3.7. Tendencia a formar giros de la secuencia de la HR de p32. Probabilidad de giro de
cada aminoacido dentro de la region hidrofébica de p32. Valores obtenidos de (Monne et al,
1999).

1.3.6 Dicroismo circular

Para estudiar el efecto de la Pro y la GIn en la estructura de la HR se
disefiaron y sintetizaron dos péptidos mediante quimica Fmoc, uno
correspondiente a los residuos 89-109 de la secuencia silvestre de p32 y otro
con las sustituciones Pro 96 por Ala y Gln 99 por Leu (apartado M.7). La
estructura secundaria de ambos péptidos fue analizada mediante dicroismo
circular (CD) en el ultravioleta lejano (apartado Ex.4). Los espectros fueron
medidos en mezclas agua:trifluoroetanol 80:20, 60:40, 40:60, 20:80, 0:100
(figura r.3.8). Ambos péptidos presentan unos espectros caracteristicos de
una estructura fundamentalmente helicoidal, con un maximo entorno a 190
nm y dos minimos a 208 y 222 nm respectivamente. Los valores mas
elevados en el doble mutante P96A/Q99L asi como la presencia de un
minimo a 208 nm mas marcado (figura r.3.8) sugieren un mayor porcentaje
de estructura helicoidal en este péptido que en el basado en la secuencia
silvestre.
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Figura r.3.8. Espectros de CD de péptidos hidrofébicos. CD en el ultravioleta lejano de los
péptidos de la HR de p32 (correspondientes a la secuencia silvestre y al doble mutante) en
solucidn acuosa con diferentes porcentajes de TFE. Se puede observar el maximo entorno a 190
nm y los minimos a 208 nm y 222 nm caracteristicos de estructuras helicoidales.

r.3.7 Disposicion en interfases aire/agua

Las isotermas area/presién (m-A) de monocapas peptidicas pueden ser
empleadas para obtener informacion sobre la conformacién de los péptidos
en interfases aire-agua (Perez-Gil et al, 1992; Plasencia et al, 2001; Serrano et
al, 2007) (apartado ex.5.2). La figura r.3.9 muestra las isotermas m-A de los
péptidos correspondientes a la HR de p32 (silvestre y P96A/Q99L), cuando
son depositados en la interfase aire/agua. Ambas moléculas tienen un area
molecular maxima (Ama) de aproximadamente 85 A?/residuo, cuando la
monocapa se encuentra poco comprimida, es decir, cuando la presion
superficial (7t) es baja, valores de area por residuo que corresponden con una
disposicion bastante extendida de las secuencias. Sin embargo ambos
péptidos presentan un area molecular minima (Amn), obtenida a presién
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maxima antes del colapso, muy diferente. Mientras que el doble mutante
(P96A/Q99L) puede ser comprimido hasta ~40 A?/residuo, el péptido
correspondiente a la secuencia silvestre alcanza Amin de ~55 A?/residuo. Esto
indica que la secuencia silvestre ocupa, una vez ha sido comprimida al
maximo, bastante mads espacio en la interfase que la secuencia sin la Pro y la
Gln, probablemente debido al giro en la hélice que promueven estos dos
aminoacidos. Las monocapas formadas por el péptido mutante pueden ser
comprimidas hasta alcanzar presiones mas elevadas (mmax ~45 mN/m) que
las formadas por la secuencia silvestre (Ttmax ~32 mN/m), lo que refleja una
mayor estabilidad del péptido P96A/Q99L en monocapas interfaciales, como
era de esperar dada su menor AGapp.
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Figura r.3.9. Monocapas interfaciales de péptido. Isotermas de area/presion de monocapas
formadas por los péptidos correspondientes a la secuencia de la HR de p32 (silvestre y
P96A/Q99L, circulo negro y blanco respectivamente). Amax y Amin se obtienen de proyectar sobre
el eje de abcisas los puntos donde la isoterma gana (linea de puntos) y pierde (linea
discontinua) respectivamente la linearidad.
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Insercion de péptidos hidrofébicos en monocapas de fosfolipidos

Para analizar las diferencias intrinsecas en la habilidad de los péptidos,
silvestre y mutante (P96A/Q99L), para insertarse en interfases de
fosfolipidos se empled la técnica de monocapas (apartado ex.5.3) (figura
r.3.10 A). La asociacién o inserciéon de un péptido en una monocapa de
POPC, pre-formada a una determinada presion, es detectada por el aumento
que se produce en la presidn superficial tras la inyeccion del péptido en la
subfase (figura r.3.10 B).

La capacidad para insertarse en membranas de los dos péptidos
sintetizados fue estudiada en monocapas lipidicas puras de lipidos
zwitteridnicos (palmitoil oleoil fosfatidil colina, POPC) y anidnicos
(palmitoil-oleoil-fosfatidil glicerol, POPG). Ambos péptidos presentan
presiones criticas de insercion (ric) mayores de 30 mN/m tanto en monocapas
zwitteridnicas como en monocapas anidnicas, lo que confirma la habilidad
de ambos para asociarse a membranas de fosfolipidos (figura r.3.10 C).

En monocapas de POPC las rectas de Am/mo presentan pendientes
diferentes para cada uno de los péptidos, lo cual puede ser consecuencia de
una diferencia en la orientacién que adoptan los péptidos al insertarse en la
monocapa (Serrano et al, 2006). Este resultado confirmaria que el péptido
silvestre y el mutante se asocian a los lipidos a través de una conformacion
diferente. Cuando se emplearon monocapas de POPG no se observan
diferencias significativas ni en la 7tc ni en la pendiente de la grafica Am/mo.
Las cargas negativas del lipido probablemente estén anclando los dos
extremos (N-t y C-t) cargados positivamente de ambos péptidos a la
superficie de la monocapa eliminandose con esto el efecto de la estructura.
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Figura r.3.10. Monitorizacion de la interaccion entre la HR de p32 y monocapas de lipidos. A.
Representacion esquematica de la técnica de monocapas empleada para cuantificar la capacidad
de los péptidos derivados de la secuencia de p32 para insertarse en monocapas lipidicas. B.
Depositando cantidades crecientes de lipido en la interfase aire/agua se pueden formar
monocapas a diferentes presiones iniciales (3 mN/m circulos negros o 13 mN/m circulos
blancos). La capacidad para interaccionar con las membranas de un péptido se calcula a partir
de la variacion de presion superficial (An) producida tras inyectar el péptido en la subfase de
una monocapa lipidica. C. Determinacion de la presion critica de insercién para los péptidos
derivados de la HR de p32, con circulos negros se muestran los At obtenidos con el péptido que
representa la secuencia silvestre y con circulos blancos los correspondientes al doble mutante
(P96A/QIIL).
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Monocapas péptido/lipido

Para analizar la estabilidad relativa de las secuencias silvestre y mutante una
vez insertadas en monocapas de fosfolipidos se obtuvieron las isotermas -
A de dipalmitoil-fosfatidil colina (DPPC) en ausencia o en presencia de 0.75,
15 0 2.3% de cada uno de los péptidos. La compresion de monocapas
formadas exclusivamente por DPPC produce isotermas bien definidas, con
un hombro de condensacion entorno a 9 mN/m y una elevada presion de
colapso (entorno a 70mN/m), que permiten una clara evaluacion del efecto
de las interacciones lipido-proteina (figura r.3.11). La incorporacion de
ambos péptidos produce una progresiva expansion (hacia areas mayores) de
la isoterma de DPPC, como resultado del area ocupada por el péptido en la
monocapa. La expansién de la monocapa en ambos casos es dependiente de
la concentracién de péptido. Las monocapas con el péptido silvestre
presentan un hombro de exclusién entorno a 47-48 mN/m, mientras que el
péptido mutante permanece en la monocapa hasta presiones mas elevadas.
Efecto que de nuevo indica que la secuencia silvestre (con la Pro y la GIn) es
menos estable en las monocapas, probablemente debido a su menor
hidrofobicidad y a su estructura de hélice alfa acodada.
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Figura r.3.11. Estabilidad de péptidos hidrofobicos en monocapas. Isotermas de area/presion
de monocapas de DPPC en ausencia y presencia de péptido (0.75, 1.25, 0 2.3% p/p).
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1.3.8 Liberacion de contenidos

Las secuencias de las regiones de interacciéon con membrana de muchas
glicoproteinas virales (péptidos de fusién) han sido extensivamente
caracterizadas (White et al, 2008). Muchos de estos dominios hidrofébicos
presentan caracteristicas similares a la HR de p32, siendo, como ya se vio
anteriormente, la presencia de una prolina critica en el centro de la secuencia
una de ellas (Delos et al, 2000; Gomara et al, 2004; Ito et al, 1999). Esta
prolina provoca un giro en un fragmento helicoidal analogo al que se podria
estar produciendo en p32. En numerosos casos estos péptidos de fusién son
capaces de perturbar las membranas y liberar el contenido de vesiculas
lipidicas. La HR de PNRSV dada su similitud con estas secuencias y su
habilidad para asociarse a membranas podria a su vez ser capaz de
permeabilizar membranas.
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Figura r.3.12. Liberacion de contenidos. El péptido correspondiente a la secuencia hidrofdbica
de p32 es capaz de permeabilizar liposomas formados por POPC/POPG (60%/40%) tanto pH 5
como apH7.

El péptido correspondiente a la secuencia silvestre de la HR de p32
se afladid a liposomas de POPC y POPC/POPG (60/40), que contenian la
pareja fluoréforo-extintor ANTS-DPX, para conocer su capacidad para
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liberar contenidos (apartado Ex.6). La adicién del péptido sobre liposomas
formados exclusivamente por POPC no produjo liberacién alguna a ninguno
de los pH ensayados. Mientras que cuando los liposomas contenian ademas
de POPC un 40% de POPG, el péptido si fue capaz de permeabilizar las
membranas, tanto a pH 5 como a pH 7 (figura r.3.12). El porcentaje de
liberacién en ambos casos es dependiente de la concentracion de péptido.
Este efecto, si bien no puede ser relacionado directamente con la funcién in
vivo de la MP, demuestra inequivocamente la interaccién entre el péptido y
las bicapas lipidicas de los liposomas.

r.3.9 Requerimiento de la HR en el movimiento célula-célula de PNRSV

Para conocer el requerimiento de la regién hidrofofica de p32 en el
movimiento intra- e intercelular del PNRSV se emple¢ la técnica descrita en
el apartado Ex.7. Al RNA 3 del AMV se le afnadié en su extremo 5 la
secuencia de la GFP y la region codificante para la MP del AMV fue
sustituida (respetando los 44 aminodcidos del extremo C-t) por la de la MP
del PNRSV. Este RNA transgénico puede ser traducido en plantas de tabaco
P12. Cuando la MP sea capaz de llevar a cabo su funcién el RNA viral sera
transportado de una célula a otra, fendmeno que podra ser detectado por la
fluorescencia emitida por la GFP (Herranz et al, 2005b; Sanchez-Navarro et
al, 1997).

Cuando el RNA conteniendo la secuencia completa de la MP fue
inoculado en hojas P12 se observaron células individuales fluorescentes dos
dias después de la inoculacién (2 dpi) que se transformaron en focos de
infeccién, con multiples células expresando la GFP, a los cuatro dias de la de
la inoculacién (4 dpi). Resultados que demuestran que la quimera es activa y
que permite el estudio de la actividad de p32 (figura r.3.13).

La eliminacion de la region hidrofobica, aminoacidos 89-109 (AHR),
produjo células fluorescentes a los 2 dpi, pero esta infeccién no pudo
extenderse y formar focos de infeccion a los 4 dpi. Cabe mencionar que la
construccion fue expresada en protoplastos con los mismos niveles que la
quimera con la secuencia silvestre de p32, lo que confirma la correcta
expresion de la proteina aunque ésta no sea funcional para el transporte del
RNA viral. Resultados similares se produjeron cuando la prolina 96 fue
sustituida por alanina, tanto en el caso del mutante simple (P96A) como en
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el del doble mutante (P96A/Q99L). Cabe destacar que cuando la Gln 99 fue
sustituida por leucina en presencia de la Pro96 (Q99L), la MP mantuvo su
capacidad para transportar RNA. La presencia de la Pro 96 en la HR es por
tanto indispensable para el movimiento célula-célula del PNRSV al igual que
el conjunto de la HR, no asi la Glu 99.

Se ha sugerido que la regulacion de la localizacién de las MP de la
superfamilia 30k estaria controlada por fosforilacion (Lee & Lucas, 2001;
Waigmann et al, 2000). Dado que la HR presenta dos Thr en su secuencia se
decidid eliminarlas para conocer su relevancia en el movimiento célula-
célula. La sustitucion de las Thr 101 y 102 por Ala no impidio6 la expansion
de la infeccién por lo que su fosforilacion, de producirse, no debe
desempeniar un papel relevante en el movimiento del virus.

Hojas

2 dpi 4 dpi  Protoplastos

PNRSV MP

LGP R I YA
GRVELLVYVP I 1QATTSGLITLKL

Silvestre | GRVFLLVYVPII1QATTSGLITLKL + + +
AHR G L + - +
P96A GRVFLLVYVAT 1QATTSGLITLKL + - +
Q9L GRVFLLVYVPIILATTSGLITLKL + + +
P96A/Q99L | GRVFLLVYVAIILATTSGLITLKL + - +
T101,102A | GRVFLLVYVAI ILAAASGLITLKL + + +

Figura r.3.13. Movimiento célula-célula del RNA viral. Deteccion en hojas (2 dpi y 4 dpi) y en
protoplastos de plantas P12 de los RNA virales mediante microscopia confocal, la barra
representa 200 um (hojas) o 20 pm (protoplastos). Las modificaciones sobre la secuencia
silvestre de la HR de la MP del PNRSV se indican a la derecha. Sobre la secuencia hidrofébica se
indica en cursiva los aminoacido flanqueantes, en gris los aminoacidos eliminados y en negrita
las sustituciones. En la parte superior se muestra un esquema del RNA empleado en el ensayo
que contiene la GFP (verde), la MP del PNRSV (gris) fusionada a los 44 aminodacidos de la MP
del AMV (naranja) y la CP del AMV (naranja); en gris oscuro se sefiala la HR de p32.
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1.3.10 Discusion

Para atravesar la barrera que supone la pared celular, los virus de plantas en
su movimiento célula-célula aprovechan los plasmodesmos, los cuales
conectan células adyacentes mediante derivaciones del ER. Las proteinas de
movimiento, proteinas virales encargadas de transportar el RNA viral a
través del plasmodesmo son capaces de interaccionar con las membranas del
ER (Brill et al, 2000; Peremyslov et al, 2004a; Vilar et al, 2002). En aquellos
virus que presentan mas de una proteina de movimiento, al menos una de
ellas es una proteina integral de membrana, es el caso de los virus del género
Carmovirus o de los pertenecientes al TGB. Dentro de la superfamilia 30k, a
la cual pertenece el PNRSV, los estudios realizados se han centrado en la MP
del TMV. Se ha postulado que esta proteina se insertaria en membranas a
través de dos dominios TM, localizando ambos extremos N-t y C-t en el
citosol. Para el resto de las MP de esta superfamilia viral, se asume una
asociacion a las membranas similar. Los analisis realizados con la secuencia
de aminodcidos de la MP del PNRSV muestran que p32 contiene inicamente
una regién hidrofdbica, identificada por varios de los algoritmos empleados
como un segmento TM. Con un solo dominio TM p32 sélo podria exponer
uno de sus extremos (N-t o C-t) al citoplasma, a diferencia de lo propuesto
para la MP del TMV.

Los experimentos de mapeo por glicosilaciéon muestran que la HR de
P32 no es capaz de adoptar una disposicion transmembranal, ni siquiera en
el contexto de la proteina de membrana Lep, y que los residuos que
fundamentalmente estdn evitando esta insercién son la Pro 96 y la Gln 99.
La proteina completa (tanto en su version silvestre como tras la sustitucion
de la Pro 96 por Ala y la Gln 99 por Leu) es a su vez incapaz de insertarse en
membranas microsomales como se demuestra en los experimentos de
glicosilacién, marcaje especifico de Cys con AMS, digestion con PK y
flotacion de membranas. A pesar de que la HR P96A/Q99L es
termodindmicamente estable en la bicapa, la secuencia no es capaz de
integrarse en la membrana fuera del contexto de Lep. Esto es debido
probablemente a que esta region no es reconocida por la SRP como una
secuencia sefnal y por lo tanto la proteina no es integrada en la membrana de
manera co-traduccional. p32, tras la sedimentacién de membranas mediante
ultracentrifugacion, se encuentra sin embargo en el precipitado, incluso
después de ser sometida a wuna extraccién alcalina o a agentes
desnaturalizantes como urea 4 M, lo que indica su capacidad para asociarse
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a las membranas. Interaccién que probablemente este mediada por la HR.
Sin embargo la proteina se encuentra en la fase soluble tras la
desnaturalizacion con urea 8M y en la fase acuosa después del reparto de
fases en presencia de Triton X-114, lo que sugiere de nuevo que p32 no es
una proteina integral de membrana.

Los péptidos sintetizados muestran la capacidad de la HR (tanto de
la silvestre como de la doble mutante) para interaccionar con membranas,
aunque probablemente cada uno con una conformacién diferente. La Pro y
la GIn definen la estructura de esta region asi como las interacciones que se
establecen con los lipidos. La HR de p32 adoptaria una estructura en alfa
hélice con un codo en centro producido, fundamentalmente, por la presencia
de estos dos residuos. El péptido con la secuencia silvestre probablemente se
dispone paralelo a la bicapa, no como el doble mutante, el cual se
encontraria perpendicular al plano de la membrana y paralelo a las colas
hidrocarbonadas de los lipidos lo que le otorgaria junto a su menor area por
molécula la mayor estabilidad observada en las monocapas.

La sustitucion de la prolina central impide el transporte célula-célula
del virus in vivo, lo que demuestra la importancia que tiene la estructura de
la region hidrofdbica. En algunos virus animales ocurre un proceso similar,
en éstos la sustitucion de la Pro localizada en el dominio de interaccién con
membranas bloquea la capacidad infecciosa del virus y su habilidad para
desestabilizar membranas (Gomara et al, 2004; Ito et al, 1999).

La capacidad para liberar el contenido de liposomas que muestra el
péptido silvestre (también observada en los péptidos de fusion de las
glicoproteinas de virus animales) es una prueba de la interaccion directa del
péptido derivado de la HR de p32 con las bicapas lipidicas. Esta habilidad
para permeabilizar membranas podria ser un efecto asociado a la capacidad
que presentan las MP de la superfamilia 30k in vivo para desorganizar la
membranas de la planta (Reichel & Beachy, 1998).
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Figura r.3.14. Papel de la HR en la asociacion de p32 a la membrana del reticulo. A.
Alineamiento de las secuencias de las MP de los Ilarvirus (segun la base de datos VIDEL
(http://image.fs.uidaho.edu/vide/refs.htm) (Brunt et al, 1996 onwards)) realizado empleando el
servidor CLUSTAL W2 del EMBL ubicado en http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
(Larkin et al, 2007), todos los parametros se dejaron en sus valores por defecto. American plum
line pattern virus APLPV, Apple mosaic virus ApMV, Citrus variegation virus CVV, Citrus leaf rugose
virus CiLRV, Hydrangea mosaic virus HAMV, Lilac ring mottle virus LRMV, Prune dwarf virus PDV,
Elm mottle ilarvirus EMoV, Prunus necrotic ringspot virus PNRSV, Tobacco streak virus TSV, Spinach
latent virus SpLV, Tulare apple mosaic virus TAMV, Parietaria mottle virus PMoV, Humulus
japonicus virus HJV. B. Modelo de interaccién con membranas de la MP del PNRSV, en el que se
muestra el dominio de unién a RNA (RBD, cuadricula), la HR (negro) y los extremos amino y
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El alineamiento de las secuencias! de las HR de los virus del género
Ilarvirus muestra a la Pro 96 como un residuo conservado en todos los virus
(figura r.3.14 A), lo que confirmaria su importancia en la capacidad de la
proteina para transportar el RNA viral a través de los plasmodesmos. Cabe
destacar que la GIn 99 no se encuentra conservada en las secuencias de las
MPs de este género estudiadas, lo que coincidiria con los resultados que
muestran qué no desempefian un papel relevante en el movimiento célula-
célula del genoma viral. Al igual que la Pro 96 la T102 esta conservada en
todos los Ilarvirus, excepto en el APLPV. La sustitucion de la Thr 101 y la Thr
102 por Ala no afecta sin embargo, a la capacidad de la MP para promover el
movimiento entre células adyacentes. Estos residuos (T101 y T102) a pesar
de ser posiciones conservadas no parecen ser importantes ni en la regulacion
de la localizacién, ni en la disposicion que la HR adopta en la membrana
(figura r.3.14 B).

Los resultados en conjunto son consistentes con los datos que
muestran una intensa interaccion entre las MP de la superfamilia 30k y las
membranas de la planta. p32 seria capaz de asociarse a membranas de
manera periférica, a través de su tunico dominio hidrofébico, cuya
estructura, permitiria localizar ambos extremos en el citosol, permitiendo
interacciones con el genoma viral y con los componentes necesarios de las
células infectadas (figura r.3.14 B).

I Los nuimeros de acceso en la base de datos del NBCI para las secuencias empleadas en el
alineamiento son: PNRSV CAG 27304, ApMV NP_604484, CiLRV NP_613279, CVV
YP_001285480, LRMV AAA64839, EMoP NP_619577, HAMJV AAF89807, SpLV NP_620680,
TAMV NP_620752, PMoV CAJ58677, TSV NP_620773, HJV YP_054424, PDV YP_611152 y
APLPV ABS19899.
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R.4 ASOCIACION A MEMBRANAS DE LA MP p30 DEL TMV

El virus del mosaico del tabaco (TMV) ha sido objeto de estudio desde los
origenes de la virologia y es por tanto, un referente y modelo de trabajo
tanto de la virologia en general como de la virologia de plantas en particular.
Gran cantidad de los conocimientos que tenemos acerca de como los virus
de plantas son capaces de atravesar la pared celular en su movimiento
célula-célula provienen del estudio del TMV y de su MP. p30, como se
conoce a la MP del TMV, es una proteina de 30 kDa (apartado i.5.4) con
capacidad para unir RNA, interaccionar con el citoesqueleto y aumentar el
SEL de los plasmodesmos. Hasta la fecha se ha considerado a p30 de TMV
como una proteina integral de membrana (Fujiki et al, 2006; Mas & Beachy,
1999), con dos fragmentos TM localizados aproximadamente entre los
residuos 61-81 y 150-170 de su secuencia (Brill et al, 2000) (figura r.4.1).
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Figura r.4.1. Modelo topologico de TMV. Modelo propuesto por Brill et al. (Brill et al, 2000)
para la topologia de TMV en la membrana del ER. Los aminoacidos hidrofébicos se indican en
amarillo, los basicos en azul, en rojo los acidos y las Cys en verde. Segin este modelo p30
presenta un extremo N-t citoplasmatico de aproximadamente 60 aminoacidos, un primer
fragmento TM (residuos 61-81) un lazo luminal (aproximadamente entre los aminoacidos 82 y
149), un segundo dominio TM (150-170) y finalmente un largo extremo C-t (171-268) localizado
en el citosol. Figura adaptada de (Brill et al, 2000).
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Dados nuestros resultados previos con otra MP de la superfamilia
30k (p32 del PNRSV), la cual parece asociarse a las membranas de manera
periférica, y la importancia que tiene para el movimiento intercelular e
intracelular del TMV la asociacién de su MP a las membranas del ER (siendo
ademas como ya se ha comentado, p30 un modelo en el estudio del
mecanismo de accidn del resto de MPs de la superfamilia 30k) se decidio
estudiar la capacidad de p30 para asociarse a membranas, empleando para
ello diversas técnicas in silico e in vitro.

r.4.1 Analisis de la secuencia de la proteina de movimiento de TMV

Ninguno de los programas de deteccion de fragmentos TM empleados pudo
identificar dominios de anclaje a la bicapa tras el andlisis de la secuencia de
p30 (niimero de acceso en NBCI BAF93925), excepto DAS (Dense Aligment
Sequence) (Cserzd et al, 1997). Este algoritmo detecté dos secuencias lo
suficientemente hidrofébicas para insertarse en la membrana, localizadas
entre los aminoacidos 68 y 78 la primera y 158 y 168 la segunda. Ninguna de
estas secuencias presenta una longitud lo suficientemente larga como para
considerar a estas regiones como verdaderos dominios TM. A modo de
ejemplo en la figura r.4.2 se muestran los resultados obtenidos con los
programas de prediccion DAS y TMHMM (Krogh et al, 2001).
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Figura r.4.2. Analisis de la secuencia de p30. A. Resultado obtenido empleando DAS. El
programa detecta dos regiones con capacidad para insertarse en la membrana las cuales
corresponden con los dos picos que superan el umbral estricto. B. TMHMM por el contrario no
detecta ninguna region lo suficientemente hidrofébica para insertarse en la bicapa, éstas
deberian aparece como un pico rojo sobre los aminoacidos con suficiente probabilidad para ser
insertados. El valor de probabilidad para que el programa reconozca la secuencia como TM ha
de ser cercano a 1.

r.4.2 Insercion de los putativos dominios TM en membranas derivadas del
reticulo endoplasmatico

El modelo descrito por el laboratorio del Prof. Beachy (Brill et al, 2000)
propone dos dominios de anclaje a la membrana los cuales corresponden
aproximadamente con las regiones TM detectadas por el programa DAS.
Para comprobar la capacidad de cada uno de estos segmentos para
insertarse de manera independiente en membranas derivadas del ER se
empled el sistema de mapeo por glicosilaciéon basado en la proteina Lep
(apartado ex.1.2) y descrito en capitulos anteriores. Brevemente, las
secuencias a estudio son insertadas en el dominio luminal P2 de Lep, donde
se encuentran flanqueadas por dos dianas de glicosilacion. Si se produce
insercion de la putativa region TM sélo una de las dianas (G1) es glicosilada,
si la secuencia es por el contrario translocada tanto G1 como G2 podran ser
glicosiladas (Hessa et al, 2005; Hessa et al, 2007) (figura r.4.3 A). El estado de
glicosilacion de las quimeras puede seguirse por SDS-PAGE ya que cada
glicosilaciéon aumenta la masa molecular de la proteina en aproximadamente
2.5 kDa. El resultado de la transcripcion y traduccion in vitro de las quimeras
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de Lep (figura r.4.3 B) muestra que tanto el primer (HR1, residuos 58-82)
como el segundo (HR2, residuos 147-171) de los dominios predichos como
TM por Brill et. al., (figura r.4.1), son incapaces de insertarse en la membrana
a través de la maquinaria del translocén, lo que se deduce de la doble
glicosilacion del dominio P2 de Lep.
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Figura r.4.3. Inserciéon en membranas de los dominios hidrofébicos HR1 y HR2 de p30 de
TMV. A. Esquema del ensayo de mapeo por glicosilacion. B. Autorradiografia realizada tras la
traduccion in vitro en presencia de membranas y Met 35S de las diferentes quimeras de Lep,
como se puede ver ni la HR1 ni la HR2 del TMV son insertadas por el translocén en membranas
microsomales cuando se encuentran en el contexto de Lep (carreras 4 y 5). La ausencia de
glicosilacion se indica con un circulo blanco, la mono-glicosilacién o doble glicosilacién con uno
o dos circulos negros respectivamente. Las carreras 1, 2 y 3 corresponden a secuencias control
descritas anteriormente (Saaf et al, 1998). Abajo se muestran las secuencias insertadas entre G1 y
G2 en cada uno de los casos.
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Existe la posibilidad de que los fragmentos HR1 y HR2 de TMV no
sean capaces de insertarse de manera independiente pero que si lo hagan de
manera coordinada, es decir, cuando ambos estan presentes. Para investigar
esta posibilidad se insert6 la horquilla formada por HR1, HR2 y el lazo que
los une (residuos del 58 al 171 en la secuencia de p30) en el sistema de Lep
anteriormente descrito. En este caso tanto si la horquilla se inserta como si
no ambos sitios de glicosilacion G1 y G2 se localizaran en el lumen por lo
que seran modificados (figura r.4.4).

Gl

®G2

citosol

Figura r.4.4. Disposicion de la horquilla de p30 de TMV en el sistema de Lep. Las dianas de
glicosilacién Gly G2 quedaran expuestas en el lumen tanto si la horquilla formada por HR1,
HR2 y el lazo que las une (marrdén) (residuos 57-171) es capaz de insertarse, izquierda, como si
es completamente translocada, derecha.

Para poder diferenciar entre la insercién y translocaciéon de la
horquilla, se tuvo que modificar el sistema de Lep. Se realizaron dos
mutantes, en el primero de ellos se afiadié una diana de glicosilacion extra
(G3, Asn-Ser-Thr) tras la horquilla de p30, concretamente en la posicién 277
del dominio P2 de Lep (figura r.4.5 A, 2). En otro mutante se inserté una
diana de glicosilacion (G4, Asn-Tyr-Thr) (figura r.4.5 A, 3) en el lazo que une
ambas regiones hidrofdbicas, exactamente en la posicion 108 de la MP del
TMV. Si ambos mutantes presentan una movilidad electroforética igual y
ligeramente inferior a la de la construccién de partida cuando son
traducidos in vitro en presencia de membranas significa que las dos nuevas
dianas se estan glicosilando, es decir, que tanto el lazo de p30 como el
extremo C-t del dominio P2 de Lep se encuentran en el lumen de los
microsomas, y por tanto la horquilla de p30 no es capaz de insertarse (figura
r.4.5 C). Si por el contrario esta horquilla se insertase en la membrana, la
diana de glicosilacion localizada en el lazo de p30 (G4) quedaria en el lado
citosdlico de los microsomas y no seria modificada, mientras que la diana
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incorporada en el extremo C-t de P2 (G3) continuara siendo modificada. En
este ultimo caso existira por tanto una diferencia en la movilidad
electroforética de estos dos mutantes en una electroforesis desnaturalizante
en geles de poli-acrilamida. Como se puede ver en la figura r.4.5 B, los dos
nuevos mutantes (2 y 3) presentan una igual masa molecular y ligeramente
superior a la construccion de partida, lo que inequivocamente indica que la
horquilla de p30 (residuos 58-171) no es capaz de insertarse en membranas
microsomales cuando esta localizada en el contexto de una proteina de
membrana como Lep (figura r.4.5 C).

A
Gl G2
™1 T™2 HR1 HR2
1 e Y — —Y
™1 T™M2 e
HR1 HR2
72— Y — —Y Y
™1 T™2 e
HR1 HR2
3 e Y — X —Y
B C G4
1 2 3
MMs + - + + [)
G3
124 © © membrana
O — —

citosol

Figura r.4.5. Modificacion del sistema de Lep. A. Mutantes realizados para el estudio de la
insercién en membranas de la horquilla de p30. Construccién de partida (1) y mutantes con
diana de glicosilaciéon extra tras la horquilla de p30 (2) y en el lazo entre los dominios
hidrofdbicos (3). Se muestra la horquilla de p30 (HR1-lazo-HR2) en marrén mientras que la
secuencia correspondiente a Lep en negro. Las dianas de glicosilacion se indican con el simbolo
Y. B. Resultado de SDS-PAGE y posterior autorradiografia de las construcciones descritas (1, 2 y
3). Se puede observar que 2 y 3 presentan igual movilidad electroforética. El nimero de dianas
modificadas en cada caso se indica dentro del circulo negro, el circulo blanco indica ausencia de
glicosilacion. C. Diagrama de la orientaciéon en la membrana de los mutantes con las dianas de
glicosilacion G3 o G4.
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La confirmacién de estos resultados se obtuvo por medio de una
digestion con PK de la construccion que contenia tinicamente G1 y G2 (1, en
figura .4.5 A). Si la horquilla de p30 es completamente translocada al lumen
de los microsomas quedara protegida frente a la digestion (figura r.4.6 B),
por el contrario si fuese capaz de insertarse el lazo de p30 seria susceptible
de digestion generando un producto de digestion de menor tamafio (Lerch-
Bader et al, 2008; Martinez-Gil et al, 2008) (apartado ex.3.2). Tras el
tratamiento con PK se observé una banda en los geles de SDS-PAGE de un
tamafio correspondiente a H2 y el dominio P2 de Lep mas la horquilla de
p30 (figura r.4.6 A). Lo que de nuevo indica que esta region de p30 no es
capaz de insertarse en membranas microsomales.
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Figura r.4.6. Digestion con PK de las regiones expuestas al citosol. A. Resultado de la
digestion con PK tras la traduccion in vitro en presencia (+) o ausencia (-) de membranas de la
quimera Lep-horquilla p30. La cantidad de PK empleada en cada carrera se indica en mg/mL.
Al igual que en la figura anterior el nimero de dianas de glicosilacién modificadas se indica
dentro de un circulo negro, el circulo blanco indica ausencia de glicosilacion. El asterisco sefiala
la fraccién de proteina protegida tras el tratamiento con PK. B. Esquema de la digestiéon con PK
de la construccién en la que la horquilla formada por los dos fragmentos hidrofébicos de p30 y
el lazo que los une se introdujo en el dominio P2 de la proteina de membrana Lep. Tanto en el
caso en el que la horquilla se insertase como en el que no lo hiciese. En linea discontinua se
muestra la region digerida por la PK.
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r.4.3 p30 del Virus del Mosaico del Tabaco no es una proteina integral de
membrana

Una vez determinada la incapacidad de los fragmentos hidrofobicos de p30
para insertarse en la membrana dentro del contexto de la proteina Lep, nos
planteamos estudiar la capacidad de la proteina completa (p30) para
insertarse en la bicapa lipidica. Tras la traduccién de la proteina in vitro en
presencia de meteonina marcada con %S y microsomas como fuente de
membranas se sometio a la mezcla de traduccion a una digestion con
Proteinasa K para determinar que dominios quedaban expuestos al citosol y
cuales al lumen de los microsomas. Este tratamiento digirié6 completamente
la proteina (figura r.4.7 A), lo que apunta a que p30 se encuentra
enteramente localizada en el citosol y es incapaz de translocar ninguno de
sus dominios al lumen de los microsomas. A modo de control se emple6 la
proteina integral de membrana Lep, tras la adicion de PK, en este caso, se
pudo ver una banda de proteccion correspondiente al segundo segmento
TM (H2) mas el dominio luminal P2 de Lep.

Para confirmar estos resultados se fusion6 la MP del TMV a los 50
primeros aminoacidos del dominio P2 de Lep (p30/P2) los cuales contienen
una diana de glicosilacién. La traduccién de esta quimera no produjo
ninguna banda de glicosilacion ademas de digerirse completamente tras el
tratamiento con PK (figura r.4.7 B). Sobre esta proteina de fusion se obtuvo
un mutante (p30’/P2) en el cual se anadié un sitio de glicosilacién en el lazo
de p30 entre los dos dominios hidrofébicos (residuo 108). En este caso, la
traduccion en presencia de membranas microsomales tampoco produjo
ninguna banda de mayor peso molecular debida a glicosilaciéon. Indicando
que ni el lazo entre HR1 y HR2 ni el extremo C-t son trasnlocados al lumen.
Estos resultados indican que al menos in vitro p30 no se inserta en
membranas microsomales derivadas de ER.
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Figura r.4.7. Tratamiento con PK de p30 y p30/P2. A. Traduccién in vitro y posterior
tratamiento con PK de p30, tras el cual la proteina es completamente digerida (carreras 5 y 6).
Como control se empleé Lep, la cual muestra una banda resistente a la acciéon de la proteasa
(carrera 1) ya que el H2 y el dominio C-t (P2) se encuentran protegidos frente a la digestién por
los microsomas. Un circulo negro indica glicosilacién mientras que uno blanco ausencia de
glicosilacion. El asterisco sefiala la banda de proteccion tras el tratamiento con PK. Se indican las
cantidades de PK en mg/mL empleadas en cada caso. B. p30 fusionada a los 50 primeros
aminoacidos de P2 (p30/P2) no es glicosilada (carrera 1) ademas de ser digerida por completo
por la PK (carreras 2 y 3). Glicosilacién que no se produjo incluso cuando se introdujo una diana
de glicosilacion en el lazo entre HR1 y HR2 de p30 del TMV (p30’/P2, carrera 5).

155




Resultados

r.4.4 Asociacion de p30 a membranas microsomales

A pesar de no ser una proteina integral de membrana p30 podria encontrase
asociada a las membranas de manera periférica al igual que ocurre con p32
del PNRSV. Tras la traduccién in vitro de p30 en presencia de membranas
estas se precipitaron mediante ultracentrifugacion (apartado Ex.2). p30 se
encontré junto a la fraccion de membranas (sedimento de Ila
ultracentifugacion) lo que indica que presenta algtin tipo de asociacion con
los microsomas (figura r.4.8 carreras 1 y 2). El tratamiento con Na:COs
(carreras 3 y 4) solubiliz6 una cantidad significativa de proteina. El
tratamiento con urea 4 M (carreras 5 y 6) produjo la solubilizaciéon de mas
del 50% de la proteina y la incubacion con urea 8M previa a la
ultracentrifugaciéon produjo la disociacion de mas del 95% de p30 de los
microsomas, confirmando que p30 no es una proteina integral de membrana
(carreras 7 y 8) sino mas bien una proteina periférica.
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Figura r.4.8. Asociacién a membranas de p30 del TMV. Tras la transcripcion y traduccion in
vitro de p30 en presencia de microsomas la mezcla de traducciéon se ultracentrifugd,
obteniéndose asi una fraccion soluble (S) y un sedimento (P) que contiene las membranas y las
proteinas asociadas a éstas. El tratamiento al que fueron sometidas las muestras tras la
traduccion y previo a la centrifugacion se indica en la parte superior de la figura (E.A extraccion
alcalina).

Como se ha expuesto anteriormente la flotacion de membranas en
gradiente discontinuo de sacarosa (apartado ex.2.3) permite separar aquellas
proteinas fuertemente asociadas a la membrana de aquellas solubles o
periféricas (Deitermann et al, 2005). En estas condiciones, la proteina integral
de membrana Lep se concentra en la fraccién de membranas (figura r.4.9,
carreras 3 y 4) mientras que p30 se dirige exclusivamente a la fraccién

156



Asociacion a membranas de p30 del TMV

soluble. El comportamiento opuesto de estas dos proteinas confirma de
nuevo que la MP del TMV no es una proteina integral de membrana.
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Figura r.4.9. Flotacion de membranas. Tras la ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa las
proteinas integrales de membrana se concentraran en la fraccion de membrana (M) mientras
que aquellas solubles o periféricas permaneceran el la fraccién soluble (S) en el fondo del tubo
de centrifugacion. La glicosilacién de Lep (lo que confirma su integracion de en microsomas) se
indica con un circulo negro, la no glicosilacién con uno blanco.

r.4.5 Discusion

La asociaciéon de la MP del TMV (p30) a las membranas de la célula es un
proceso indispensable para el movimiento intra- e inter-celular del virus
(Boevink & Oparka, 2005; Kawakami et al, 2004; Reichel et al, 1999). A pesar
de que p30 es un referente en la virologia de plantas la naturaleza de esta
interaccién no ha sido hasta la fecha abordada en profundidad. Con dnimo
de ahondar en este aspecto se inici6 el estudio de la asociacién a membranas
de la MP del TMV. De los programas utilizados en el analisis informatico de
la secuencia de aminoacidos de p30 tinicamente DAS detecta dos regiones
con capacidad para insertarse en la bicapa (aunque ambas de una longitud
insuficiente para atravesar la membrana), el resto de algoritmos no fueron
capaces de identificar ningtin dominio TM en p30. Los experimentos de
mapeo por glicosilacion mostraron claramente que ninguna de las dos
regiones TM propuestas para p30 (HR1 y HR2) (Brill et al, 2000) es capaz de
insertarse en membranas microsomales en el contexto de Lep de manera
independiente, ni tampoco cuando estdan formando parte de una horquilla.
Este resultado no resulta sorprendente si se analizan con detenimiento las
secuencias de HR1 y HR2, ya que ambas presentan residuos polares con
carga (Lys, Asp y Glu) y aminodcidos que dificultan la formacion de
estructuras en hélice alfa como Pro y Gly. La proteina completa tampoco es
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capaz de insertarse in vitro en membranas microsomales derivadas del ER, lo
que se desprende de los experimentos de digestiéon con PK y glicosilacion.
Finalmente una vez establecido que p30 no es una proteina de membrana, al
menos in vitro, se planted el analisis del tipo de asociacion que p30 mantiene
con las membranas microsomales. Los experimentos de sedimentaciéon de
membranas, extraccion alcalina, tratamiento con urea y flotacién de
membranas confirman que la MP del TMV no es una proteina integral de
membrana sino mas bien que ésta podria asociarse a los microsomas de
manera periférica aunque se desconoce el o los dominios responsables de
esta interaccion.

Hasta ahora se ha considerado a p30 como una proteina integral de
membrana (Brill et al, 2000; Kahn et al, 1998). Nuestros resultados indican
sin embargo que esta MP se encuentra asociada a las membranas de manera
periférica y no atravesando la bicapa lipidica, lo cual coincide con algunos
de los resultados de la bibliografia; en este sentido Heinlein y colaboradores
ya apuntaron que p30 no era capaz de insertarse en membranas
microsomales (Heinlein et al, 1998). En cualquier caso los extremos, N- y C-
terminal, se localizarian en el citosol en cualquiera de los dos tipos de
asociacion (integral o periférica); lo que permite explicar los datos previos de
la bibliografia que muestran interacciones entre los extremos de p30 (tanto
N-t como C-t) con proteinas residentes en el citosol (Citovsky et al, 1990;
Waigmann et al, 2000). La asociacion de p30 a las membranas se podria
realizar de varias maneras. En primer lugar la MP del TMV podria asociarse
a las membranas de manera periférica por medio de algun dominio propio.
En este sentido seria importante conocer la capacidad de las regiones
hidrofobicas de la MP para asociarse a membranas. Por otro lado la MP de
TMV podria interaccionar con alguna proteina de membrana, su localizacion
en este caso estaria supeditada a la de la proteina de anclaje. Para poder
modificar su localizacidn, ya que se ha visto que p30 varia su patrén de
localizacion segun la fase del proceso infectivo en la que se encuentre, la MP
deberia ser capaz de, (1) modificar la localizacién de la proteina de anclaje,
(2) interaccionar con diferentes proteinas de membrana localizadas en
diferentes microdominios de membrana de la célula huésped o (3) asociarse
a una proteina de membrana que de por si sea transportada hacia los
plasmodesmos, proteina que podria ser en principio tanto del huésped como
del propio virus.
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En aquellos trabajos en los que se estudia la implicacion de p30 en el
movimiento intra e intercelular de TMV se asume que ésta es una proteina
integral de membrana, al igual que en los trabajos en los que se emplea p30
como proteina modelo para profundizar en el mecanismo de transporte de
proteinas de membrana a través de los plasmodesmos. En vista de los
resultados obtenidos en este trabajo seria necesario replantearse los modelos
propuestos para el movimiento célula-célula del TMV y para el mecanismo
de transporte de los plasmodesmos. Dado el impacto que pueden tener estos
resultados sobre los actuales modelos de trabajo seria necesario conocer el
tipo de asociacién a membranas y la disposicion de p30 in vivo.
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R.5 DISCUSION GENERAL: ANALISIS GLOBAL DE LA
INTERACCION ENTRE LAS MPs VIRALES Y LA MEMBRANA

A pesar de que no se conocen los detalles del proceso de transporte célula-
célula de los virus de plantas es evidente que en él las membranas celulares
juegan un papel fundamental. Desde las primeras etapas del ciclo infeccioso,
el virus, o alguna de sus proteinas, se encuentran asociadas con algin
organulo de la célula vegetal. En este sentido se ha demostrado que la
replicacién, ya ocurre asociada a las membranas del ER (Miller et al, 2003;
Nagy & Pogany, 2006; Reichel & Beachy, 1998; Zhang et al, 2005), al igual
que el transporte hasta los PDs (Beachy & Heinlein, 2000; Boevink & Oparka,
2005; Kawakami et al, 2004). Dada la naturaleza membranosa del canal que
atraviesa los PDs (desmottbulo) se ha especulado que el transporte del virus
a través de éstos se produciria también gracias a la interaccion entre las MPs
del virus y el desmotiibulo (Boevink & Oparka, 2005; Heinlein et al, 1998).
Pese a todo, el tipo de interaccion que se establece entre las MPs viral y el
sistema de endomembranas de la célula vegetal no ha sido identificado con
detalle para aquellos virus que no pertenecen al TGB (Lukhovitskaya et al,
2005; Verchot-Lubicz, 2005). Es decir, los miembros de la Superfamilia 30k y
del DGB.

Dentro del DGB el virus mas estudiado en cuanto a su relaciéon con
las membranas celulares es el CarMV, virus que contiene dos MPs p7 y p9.
La primera de ellas, es una proteina soluble capaz de unir RNA (Marcos et
al, 1999; Vilar et al, 2001; Vilar et al, 2005), p9 como ya se ha comentado es
sin embargo una proteina integral de membrana con dos dominios TM y con
los extremos amino-terminal y carboxilo-terminal orientados hacia el
citoplasma (Vilar et al, 2002). Se ha propuesto que p7 reclutaria el RNA viral
e interaccionaria con el extremo C-t de p9, la cual se encargaria del anclaje
del complejo MPs-RNA a la membrana del ER, a través de la cual se
produciria el movimiento hacia los PDs en primer término y finalmente a las
células adyacentes gracias al desmottbulo. Esta interaccién entre las dos
MPs no ha podido sin embargo ser demostrada hasta el momento, ni in vivo
ni in vitro. Con el propdsito de conocer si el tipo de interaccion con las
membranas de ER exhibido por la MP p9 del CarMV era una caracteristica
general de los virus del género Carmovirus se inicid el trabajo con p7B del
MNSV y con p9 del TCV.
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Los resultados obtenidos en la presente tesis demuestran que tanto
p7B del MNSV como p9 del TCV son proteinas integrales de membrana. Es
mas, el andlisis de la secuencia de las MPs del resto de virus del género
Carmovirus muestra que en cada uno de los virus puede haber una MP con
capacidad para insertarse en la bicapa. Esta parece ser por tanto una
caracteristica necesaria de los virus pertenecientes al DGB para su
supervivencia.

La MP p7B del MNSV, al igual que p9 del TCV, se asocia a las
membranas microsomales por medio de un solo fragmento TM, a diferencia
de lo que ocurre en p9 del CarMYV, lo que supone que al menos uno de los
extremos de estas dos proteinas debe ser translocado al lumen del ER. Dada
la similitud que existe en la secuencia de los extremos C-t (figura r.5.1) de
todas las MP de Carmovirus con capacidad potencial para interaccionar con
membranas, se ha propuesto una misma funcién para esta region en las
diferentes MPs. Concretamente se ha propuesto que esta region seria la
encargada de interaccionar con la MP del virus con capacidad para unir el
RNA viral (Vilar et al, 2002). En el caso de las MPs estudiadas en este trabajo
(p7B del MNSV y p9 del TCV) el C-t se encuentra preferentemente
localizado en el lumen, mientras que en p9 del CarMV este mismo extremo
se orienta hacia el citosol, lo que plantea una controversia con el actual
modelo.

Muy probablemente y debido a la multifuncionalidad que exhiben
las proteinas virales, el extremo C-t de estas MPs es capaz de desempefiar
multiples funciones. Funciones que no necesariamente deben ser
desarrolladas en un dnico lado de la membrana del ER. Aparentemente,
estos virus han desarrollado estrategias para localizar el dominio C-t de su
MP de membrana en ambos lados de la bicapa. Si bien p7B del MNSV
orienta fundamentalmente su extremo N-t hacia el citosol y el C-t hacia el
lumen, nuestros resultados muestran que podria existir cierta poblaciéon de
moléculas con una topologia inversa. p9 del TCV por su parte, presenta
mayoritariamente una topologia igual a la de p7B, es decir N-t citosolico/C-t
luminal, definida por su HR1. Para localizar el extremo C-t de la proteina en
el citosol la HR2 debe insertarse en la bicapa, lo cual ocurre con muy poca
probabilidad, como se desprende de los resultados del mapeo por
glicosilacién de cada una de las regiones hidrofdbicas de p9 del TCV y del
estudio de la topologia de la proteina completa.
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Figurar r.5.1. Alineamiento del extremo C-t de las MP del género Carmovirus con capacidad
para integrarse en la membrana. Se muestra el alineamiento de los 28 ultimos aminoécidos de
las MP de los Carmovirus con potencialidad para ser proteinas de membrana, obtenido con
ClustalW2  (Larkin et al, 2007) a través del servidor del EMBL-EBI
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). En la parte superior de la figura se indica la
posicién de los aminodcidos en la secuencia del MNSV. MNSV, Melon necrotic spot virus
(ABC67518 en la base de datos del NBCI) ; PSNV, Pea steam necrosis virus (NP_862838); TCV,
Turnip crinkle virus (AAP78488); CCFV, Cardamine chlorotic fleck virus (AAB02618); CarMV,
Carnation mottle virus (CAC22324); SCV, Saguaro cactus virus (NP_044387); HCRSV Hibiscus
chlorotic ringspot virus (NP_619675); PEBV Pelargonium flower break virus (NP_945126); JINRV,
Japanese iris necrotic ring virus (NP_038457); GaMV, Galisonga mosaic virus (NP_044735). Junto a
las siglas de cada uno de los virus se indican los aminoacidos de la MP incluidos en el
alineamiento.

Este escenario no es del todo incompatible con el modelo de
transporte intra-celular del RNA viral propuesto hasta ahora para aquellos
virus pertenecientes al genero Carmovirus (Vilar et al, 2002) (apartado i.3.1).
Asi, sélo un pequeiio porcentaje de las moléculas de p7B en el caso del
MNSV y de p9 para TCV orientarian el C-t de la MP hacia el citosol lo que
permitiria el anclaje a la membrana del ER del complejo MP soluble-RNA,
como se habia propuesto anteriormente. Por otro lado, la mayoria de
moléculas de proteina localizaria su dominio C-t en lumen lo que permitiria
su interaccion con proteinas de la célula huésped localizadas en el interior
del ER (figura r.5.2).

Las MPs del género Carmovirus a diferencia de lo que ocurre con
otras proteinas integrales de membrana de bacteridéfagos (Kiefer & Kuhn,
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1999; Soekarijo et al, 1996) son incapaces de integrarse espontdneamente en la
membrana, su insercién en la bicapa se produce, como se ha demostrado en
esta tesis, co-traduccionalmente, y muy probablemente empleando el
complejo del translocén. La topologia que adquieren las MPs quedara por lo
tanto definida y fijada en este proceso de integracion.

;? 7B MNSY 2 P9 TCY

H-t lumen lurnen

- +—
membrana ER membrana ER
citozol M-t M-t citosol

M-t

R Ay

]
p7A - P .
— "" ] b

Figura r.5.2. Modelo de actuacién de las MP p7B del MNSV y p9 del TCV. La capacidad de
estas dos proteinas para localizar sus extremos C-t en lados opuestos de la membrana les
permite tener cierta poblacion de moléculas que se asocian a través del C-t con la otra MP del
virus en el lado citosdlico para fijar el complejo MP-RNAv a la membrana, mientras que el resto
de moléculas interaccionan con proteinas del huésped para realizar el resto de las funciones que
se atribuyen a las MP (aumento del SEL, interaccién con el citoesqueleto, etc.).

Las MPs pertenecientes a la superfamilia 30k, debido a los trabajos
anteriormente realizados con la MP p30 del TMV (Brill et al, 2000), han sido
consideradas hasta ahora como proteinas integrales de membrana. Tanto
P30 como p32 ademas de asociarse a la membrana contienen un dominio de
union a RNA (Citovsky et al, 1990; Herranz & Pallas, 2004); son por lo tanto
capaces de unir RNA y a su vez anclarse a las membranas del ER para
facilitar el movimiento del virus de una célula a otra, con un mecanismo
analogo al descrito para los Carmovirus.

El trabajo realizado en esta tesis con p30 del TMV y p32 del PNRSV,

ambas pertenecientes a la superfamilia 30k, muestra sin embargo que estas
dos MPs no son capaces de integrarse en membranas microsomales
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derivadas del ER. Sus dominios hidrofobicos (uno en el caso de p32 y dos en
el caso de p30) no son capaces de atravesar la bicapa lipidica de los
microsomas, ni siquiera cuando emplean como vehiculo de
direccionamiento hacia el translocon la proteina integral de membrana Lep.

A pesar de la falta de integracion que demuestran sus regiones mas
hidrofébicas, estas MPs (tanto p30 como p32) exhiben in vitro una elevada
capacidad para asociarse de manera periférica a las membranas. Resultado
que permite explicar la localizacion in vivo de estas proteinas.

A diferencia de lo que ocurre en el caso de los virus con dos
pequetias MPs, la integracion en la membrana no parece ser un requisito en
la superfamilia 30k, aunque si una fuerte asociacién a ésta; mediada en el
caso de p32 por su Unica region hidrofébica. Dado el impacto que estos
resultados pueden tener en el campo de la virologia de plantas ya que hasta
ahora han sido consideradas proteinas integrales de membrana seria
necesario comprobar el tipo de asociacién que presentan estas MPs con las
membranas i1 vivo.

La asociacion periférica a las membranas puede presentar sin
embargo ventajas, por un lado es independiente de la maquinaria celular, ya
que se produce post-traduccionalmente y muy probablemente de forma
espontanea de acuerdo con los datos incluidos en la presente tesis. Por otro,
ofrece una mayor variabilidad y un mayor control sobre la localizacién de la
proteina en las diferentes etapas del ciclo del virus dentro de la célula
vegetal.

A pesar de las diferencias entre las pequefias MPs de los Carmovirus
y las de la superfamilia 30k es evidente que se requiere de la interaccion
entre las membranas del ER y las MPs para la viabilidad de estos virus. Esta
capacidad para interaccionar con membranas de una u otra manera,
presente en todos los virus de plantas estudiados hasta la fecha, muy
probablemente esté relacionada con la necesidad del virus de interaccionar
con el canal membranoso (desmottiibulo) procedente del ER que cruza los
PDs, ya que ésta es la via utilizada por todos los virus de plantas para
atravesar la rigida pared vegetal y extender la infeccion de una célula a otra.
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1. La proteina de movimiento p7B del MNSV es una proteina integral de
membrana anclada a la bicapa por un tinico fragmento transmembrana y con
una topologia N-t citoplasmatico/C-t luminal. La inserciéon de p7B en
membranas derivadas del ER se produce de manera co-traduccional.

2. La hipotética proteina de movimiento p14 del MNSV seria una proteina
integral de membrana, con un solo dominio transmembrana y una topologia
igual a la de p7B, es decir N-t citosdlico/C-t luminal.

3. La proteina de movimiento p9 del TCV es una proteina integral de
membrana con dos regiones hidrofobicas pero con un solo dominio
transmembrana que orienta el extremo N-t de la proteina hacia el citosol y el
C-t hacia el lumen. El direccionamiento de p9 a las membranas microsomales
se produce de forma co-traduccional.

4. p32 de PNRSV es una proteina asociada periféricamente a la membrana del
ER a través de su tnica regién hidrofébica. Esta es capaz de interaccionar con
monocapas y bicapas lipidicas modelo. La estructura del dominio de
asociacion a membranas es fundamental para el movimiento célula-célula del
virus.

5. El residuo de prolina ubicado en el centro de la region hidrofébica de p32
resulta critico para la asociaciéon a membranas de esta regién, muy
probablemente debido a las restricciones conformacionales que induce.
Ademas, se ha demostrado que in vivo resulta vital para el movimiento célula-
célula del virus.

6. p30, proteina de movimiento del TMV, no es una proteina integral de

membrana, se encuentra sin embargo asociada a la bicapa lipidica de forma
periférica.
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M.1 MATERIAL BIOLOGICO
m.1.1 Manipulacién de Escherichia coli
Cepas empleadas

En el presente trabajo se emplearon diferentes cepas de E.coli tanto
para la amplificacion del DNA plasmidico como para la sobre-expresion de
proteinas recombinantes. En la siguiente tabla (tabla m.1) se resume la

procedencia y la utilidad de cada una de ellas.

Tabla m.1 Cepas de E. coli empleadas

Cepa Procedencia Utilidad
Cepa preparada en el Empleada para la amplificacion y
DH5a laboratorio segun transformacion rutinaria de DNA
Sambrook et al 1989 plasmidico
Cepa obtenida e iy
. Amplificacion y transformacion
XL1Blue comercialmente del DNA sometido a mutagénesis
procedente de Stratagen dirigida
(La Jolla, EE.UU)
Cepa obtenida siguiendo
BL21 el protocolo descrito por | Expresion de proteinas de fusién.
Sambrook et al 1989
Amplificaciéon de DNA no

Preparada segin

JMI10 Sambrook et al 1989

metilado para su posterior
tratamiento con el enzima Bcl I

Genotipo DH5a: F- end Al hsd R17 (rk-, mk-) sup E44 thi-1 1- rec Al gyr
A96 rel Al D(arg F-lac ZYA) U 169 y80d lacZDM15

Genotipo XL1Blue: rec Al end Al gyr A96 thi-1 hsd R17 (rk-, mk-) sup E44
rel Al lac {F' pro AB laclqZ M15 Tn 10 (tetr)}

Genotipo BL21 (DE3) pLysS: F— ompT hsdSB(rB— mB-) gal dem (DE3) pLysS
(CmR)

Genotipo JM110: rpsL (Strr) thr leu thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam
dem supE44 A (lac-proAB) [F” traD36 proAB laclqZAM15]
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Condiciones de crecimiento

Para el crecimiento de las diferentes cepas de E. coli en medio liquido se
empled LB (Lysogenic broth, Luria broth o Luria-Bertani broth) autoclavado 20
minutos a 1212 C y 1 atmoésfera de presion; compuesto de: extracto de
levadura 0.5% (p/v) (Pronadisa), triptona 1% (p/v) (Pronadisa) y NaCl 1%
(Sigma). Para el crecimiento en medio sélido al medio LB se le anadié agar
bacteriolégico 1.5% (p/v) (Pronadisa). Tanto el medio liquido como el sélido
fueron suplementados con el antibidtico requerido en cada caso. Las células
se cultivaron a 37° C con agitacion (250 rpm) durante un periodo de tiempo
variable seguin el experimento.

Transformacion

La transformacion de DNA se realiz6 sobre células competentes preparadas
mediante el método del Cloruro de Rubidio (Sambrook et al, 1989). Junto a
50 uL de células competentes se incubaron 10 ng de DNA en hielo durante
30 minutos, a continuacién la mezcla se sometié a choque térmico (42° C, 1
min. y 30 s) después del cual las células se mantuvieron 5 minutos en hielo,
tras los cuales se afadieron 500 pL de LB y se dejaron crecer las células
durante 50 min. a 37° C y 175 rpm. Pasado este tiempo el cultivo celular fue
centrifugado (3000 rpm 3 minutos) y 400 pL de sobrenadante eliminados. A
continuacion las células fueron resuspendidas en el volumen restante
(aproximadamente 100 uL) y sembradas en una placa petri de LB
suplementada con el antibiético requerido. Dichas placas se mantuvieron en
un incubador a 372 C durante al menos 12 horas.

En aquellas ocasiones que se requeria una alta eficiencia de
transformacion se recurrié a la transformacién de DNA por medio de
electroporacion. En este caso 50 pL de células electro-competentes se
incubaron con 5 ng de DNA plasmidico. A continuacidén las células fueron
sometidas a un choque eléctrico de 1.8 kV/cm? durante 5 mili segundos,
para lo cual se emplearon cubetas de electroporacién con una distancia entre
los electrodos de 0.1 cm. Para permitir la recuperacion de las células a la
mezcla de transformacion se le afladié medio LB y se mantuvo a 37° C
durante 45 minutos, pasados los cuales las células fueron sembradas en una
placa petri como se explica anteriormente.
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m.1.2 Manipulacién de Nicotiana tabaccum
Transfeccion de RNA a plantas transgénicas P12 y protoplastos

El DNA codificante para el RNA gendémico del PNRSV fue linearizado con
Pst I (Fermentas) y tratado posteriormente con T4 DNA polimerasa para
generar extremos romos. El DNA fue entonces sedimentado y resuspendido
en agua mili Q libre de RNasa. Los transcritos obtenidos mediante
transcripcion in vitro (apartado m.3.1) se utilizaron para infectar hojas de
plantas transgénicas P12 de Nicotiana tabaccum y protoplastos derivados de
éstas. En el caso de los protoplastos se empled el método del Polietilenglicol
descrito en la referencia (Loesch-Fries et al, 1985). Para las plantas
transgénicas se empled un método mecanico; a 10 pL de la mezcla de
traduccion se le afiadié tampon de inoculacion 10x (100 mM glicina, 60 mM
K:HPOs 0.2% bentonit y 0.2% celit pH 9.2) y carburundum. Dicha mezcla
fue frotada sobre las hojas de la planta. Transcurridos 2 y 4 dia de la
infeccion se buscd la presencia de focos infecciosos utilizando un
microscopio confocal TCS SL Leica (con los filtros BP/450-490 LP 515)
empleando la GFP como indicador de la infeccién (longitud de onda de
excitacion de 488 nm y de emision entre 500 y 535 nm).

M.2 AISLAMIENTO Y MANIPULACION DE DNA
m.2.1 Aislamiento de DNA plasmidico

Para la obtencion de DNA plasmidico a pequefia escala y procedente de E.
coli se empled el sistema extraccion comercial conocido como QIAprep Spin
Miniprep kit (Hilden, Alemania Quiagen).

m.2.2 Secuenciacion de DNA

Las reacciones de secuenciacion del DNA plasmidico se realizaron de
manera automatica en el Servei de Segiienciacio de la Universitat de Valéncia
(5.C.S.I.E) La reacciéon de marcaje se realizd empleando el BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit de Applied Biosystems (Foster City, California,
USA) siguiendo las instrucciones del proveedor. En dicha reaccién tras un
primer paso de 1 minuto a 95° C se someti6é a la mezcla de reaccion a 99
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ciclos, cada uno de los cuales constituido por 10 segundos a 95° C, 5
segundos a 50° C (como etapa de hibridacién) y 4 minutos a 60° C.

m.2.3 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones en cadena de la polimerasa se realizaron en un termociclador
Eppendorf Mastercycler Personal (Hamburgo, Alemania). La mezcla de
reacciéon presentaban 0.1-1 ng de DNA molde, 1 mM de cada
oligonucledtido (servidos por Isogen Life-Science (Maarsen, Holanda)),
dNTPs 0.25 mM, MgCl> 1.5 mM, 1 unidad de Taq polimerasa BioTaq (Bioline,
Londres, UK) y la cantidad de tampoén 10x adecuada para un volumen final
de reaccién de 25 uL ajustado con HxO milliQ esterilizada. Para la
amplificaciéon del DNA de manera rutinaria se utilizo el siguiente programa:
2 min a 95° C de desnaturalizacion inicial seguidos de 30 ciclos (95° C 30 s,
52¢ C 1 min., 72° C 1 min.) para finalizar con una extension final de 5 min. a
72¢ C. Para la purificacion del DNA obtenido se empleé un sistema
comercial de purificacion de productos de PCR (QIAquick PCR purification kit
Qiagen) si el tamafio de DNA amplificado era mayor de 200 pares de bases.
Para fragmentos de PCR mas pequenos se opto6 por la precipitacién del DNA
mediante deshidratacion con etanol (Sambrook J et al 1989).

m.2.4 Reacciones de mutagénesis dirigida

Para la realizacién de mutagénesis dirigida se empleo el sistema comercial
Quikchange (Stratagene, La Jolla, EE.UU). Una vez realizada la mezcla de
reaccion (5 gL tampodn de reaccion 10x, 1 puL mezcla de dNTPs 25 mM, 100-
250 ng de cada uno de los oligos y 2.5 U de Pfu Turbo en 50 uL de reaccién
ajustados con agua miliQ) ésta se sometiéo a 20 ciclos de amplificacion
ajustando la temperatura de hibridacién segin la temperatura de fusion
(Tm) de los oligos. Cada ciclo de amplificacion consta de un primer paso de
30 segundos a 94° C seguido por 1 minuto a la temperatura de hibridacién
seleccionada y 10 minutos a 68° C para la amplificacion del plasmido. El
DNA resultante fue sometido a digerstion con Dpn I (enzima que reconoce
tunicamente el DNA metilado), y seguidamente transformado en E. coli XL1
Blue utilizando 1 pL del producto de PCR. Para seleccionar las células
transformadas estas se sembraron en placas de LB que presentaban el
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antibiético requerido e incubadas a 372 C durante 12 h. El resultado de la
mutagénesis fue comprobado mediante.

m.2.5 Digestiones y ligaciones de DNA

Para la realizacién de las construcciones empleadas en este trabajo tanto los
insertos (obtenidos por PCR) como los vectores pertinentes fueron digeridos
con los enzimas adecuados en un volumen de reaccién de 25 pL siguiendo
las instrucciones del fabricante. Posteriormente los insertos fueron
purificados empleando el paquete comercial QIAQuick PCR purification kit.
Los vectores se purificaron en gel mediante el sistema QIAquick Gel
Extraction. Ambos productos de Qiagen (Hilden, Alemania).

Las reacciones de ligacion se realizaron en un volumen final de 10
puL con una relacién inserto vector 3:1 durante una noche a 16° C. El
producto de la ligacion se transformd en células DH5a seleccionadas con el
antibiotico correspondiente. La secuencia de las construcciones fue
comprobada por secuenciacion de DNA.

m.2.6 Vectores utilizados y disefio de construcciones
pGEM-Lep

Para los estudios de insercion en membranas, asi como para alguno de los
ensayos topoldgicos, se empleo el plasmido pGEM-Lep (Prof. von Heijne,
Univ. Estocolmo, Suecia). Aprovechando las dianas de restriccion para los
enzimas Ncol y Ndel se subclonaron bajo el promotor SP6 las secuencias de
las MPs p7B, pl4, ambas pertenecientes al MNSV, p9 de TCV, p32 del
PNRSV y p30 de TMV asi como la primera region TM y el dominio luminal
de p9 del CarMV; quedando todas fusionadas a la region que codifica para
el dominio P2 de la proteina Lep de E. coli (figura m.1 A). Empleando una
combinacién adecuada de oligos directo y reverso sobre este plasmido se
obtuvieron por PCR fragmentos de DNA, para su posterior transcripcion y
traduccion in vitro, que codifican tinicamente para la secuencia de la MP o
para una fusion entre la MP y los 50 primeros aminoacidos de P2 o entre la
MP y el dominio P2 completo. Para estudiar la capacidad intrinseca de la
region hidrofdbica de p32 para insertarse en membranas bioldgicas se
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sustituyd el segundo fragmento TM de Lep por la regiéon a estudio,
utilizando los sitios de restriccion Bcl Iy Nde I (figura m.1 A). Las secuencias
que codifican para las regiones hidrofébicas de los virus MNSV, TCV y TMV
fueron introducidas entre las dianas de restriccion para Spe [ y Kpn I, en la
secuencia de Lep que codifica para una segunda diana de glicosilacién en la
posicion 258. La horquilla formada por las dos regiones hidrofébicas de
TMV vy el lazo que las une también fue introducida entre los sitios Spe 'y
Kpn I (figura m.1 B).

Lep

P2

1]

Mo f Bl ) Mde |

o

Moo f fpe i Kpn T

Figura m.1. Construcciones derivadas de pGEM-Lep. DNA de partida para la obtencion de las
construcciones utilizadas en los estudios topolégicos y de insercion en membranas. Se indica la
posicion de los sitios de restriccion y de las dianas de glicosilacion una vez el mRNA haya sido
traducido (Y).

pWaldo-GFP

Para realizar estudios de topologia en E.coli se emplearon construcciones
derivadas del plasmido pWaldo-GFP (Waldo, 2003). El cual presenta en el
esqueleto del pET28 bajo el promotor T7 la secuencia de la GFP. Utilizando
los sitios de restriccion EcoR I y Nde I se obtuvieron secuencias de DNA

178



Materiales y Métodos

codificantes para las proteinas de fusion p7B-GFP y TM2-GFP. Como
controles topologicos se emplearon las fusiones a GFP, Lep-GFP e InvLep-
GFP (de Gier et al, 1996; Drew et al, 2001).

pX032

Un vector derivado del pX032 modificado por (Sanchez-Navarro et al, 2001)
y cedido por el Prof. Vicente Pallas (I.B.M.C.P, Valencia) (Herranz & Pallas,
2004) fue utilizado en los ensayos de movimiento del PNRSV. El plasmido
consta del promotor T7, la GFP, una versiéon quimérica de la MP del PNRSV
que presenta en el extremo carboxilo terminal 44 nucleétidos de la MP del
AMYV vy finalmente la CP del AMV (figura m.2). En el extremo 3’ de dicha
region (clon infeccioso) tras la CP del AMYV existe un sitio de restriccion Pst I
que permite la linearizacion del DNA previa a su transcripcion in vitro
(apartado m.3.1).

44 a.a. WP AMY

MP PNRSY |-

o T

hco f hihe | Pt

Figura m.2. RNA viral empleado en los ensayos de actividad de la MP del PNRSV. El cDNA
3 modificado del AMYV fue utilizado para comprobar la actividad in vivo de la MP del PNRSV.
En la figura se muestran las proteinas que expresa la construccion asi como alguno de los sitios
de restriccion que ésta presenta.

m.2.7 Mutantes utilizados
En las tablas que aparecen a continuacion se muestran los diferentes

mutantes utilizados en este trabajo, realizados a partir de los plasmidos y
construcciones descritas anteriormente.
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Tabla m.2 Mutantes para el estudio in vitro de la topologia y la capacidad de insercion en

membranas

Mutante

Plasmido de

Caracteristicas

origen
Insercién de diana de glicosilacion
p7B NST pGEM-p7B-P2 en el extremo N-t de p7B, entre la
Ala2ylaCys3
Eliminacion de la diana natural de
p7B ANSS pGEM-p7B-P2 glicosilacion de p7B, mediante el
cambio de la Asn45 por Met.
Eliminacion de la diana natural de
p14 ANSS pGEM-p14-P2 glicosilacion de pl4, mediante el
cambio de la Asn 45 por Met.
Eliminacion de la region
7BAH EM-p7B-P2
p pGEM-p hidrofébica de p7B
Sustitucién de Pro 8 y Ala 130 por
p32 G8 G130 | pGEM-p32-P2 Thr para obtener dianas de
glicosilaciéon en N-ty C-t
QoIL. G8G130 8 . poep
y Leu respectivamente
Lep p32 pPGEM Lep(TM1- Cambio de la Pro de la region
P96A RHp32) hidrofdbica de p32 por Ala
Lopp2 | poantiapmn | St de e o) 6
P96A Q9L | RHp32) & . PP y
Leu respectivamente
Insercién de diana de glicosilacion
pGEM Lep(TM1- ..
Lep G277 TM2-horquilla p30) en a.a 277 de de dominio P2 de Lep
Introduccion ~ de  diana  de
EM Lep(TM1-
p30 G108 ?S/IZ hOI‘eIzl(ﬂIl:l/I 30) glicosilacion en posicion 108 de p30
AP | deTMV
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Tabla m.3 Estudio de la topologia in vivo

Plasmido de

Materiales y Métodos

Mutante . Caracteristicas
origen
Inserciéon de tres Lys en C-t de
p7B3K-GFP | p7B-GFP fragmento hidrofébico de p7B 37,
38y39
TM2-GFP Sustitucién de la Arg 60 por Glu en
TM2p9-GFP
R60E po-G el lazo luminal de p9 del CarMV
TM2-GFP Sustitucién de la Ly 75 por Glu en
TM2p9-GFP
K75E po-G el lazo luminal de p9 del CarMV
TM2-GFP Sustitucion de la Arg 60 y la Lys 75
TM2p9-GFP
R60E K75E po-G por Glu

Tabla m.4 Estudio del papel de l1a RH de p32 en el movimiento célula-célula del virus

Plasmido de

‘Mutante . Caracteristicas
origen

p32 en RNA3 Eliminacion region hidrofébica de
po2AH AMV p32

p32 en RNA3 Cambio de la Pro 96 de la region

2 P96A
po2 P96 AMV hidrofobica de p32 por Ala
p32 clon p32 en RNA3 Cambio de la Glu 99 de la region
Q99L AMV hidrofdbica de p32 por Leu
p32 P96A p32 en RNA3 Cambl.o, de lla Pro,9_6yla Glu 99 de
Q99L AMYV la region hidrofébica de p32 por
Ala y Leu respectivamente

p32 p32 en RNA3 Cambio de las Thr 101 y 102 por
T101,102A AMV Ala

M.3 TRANSCRIPCION Y TRADUCCION IN VITRO

m.3.1 Transcripcion in vitro
Para la obtenciéon de los diferentes RNA el fragmento de DNA

correspondiente fue amplificado por PCR utilizando los oligonucledtidos
directo y reverso adecuados. Los productos de PCR que contenian el
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promotor SP6 fueron transcritos in vitro utilizando el sistema RiboMAX large
scale RNA production system SP6 de Promega (Madison, WI, U.S.A) siguiendo
las instrucciones del fabricante. El RNA resultante fue purificado usando el
sistema de purificacion de RNA de Qiagen (RNeasy RNA clean up kit).

Para aquellos fragmentos de DNA que presentaban el promotor T7
se realizd una mezcla de reaccidon que contenia 1 pg de DNA, 1.5 pL de una
solucion 10 mM de rNTPs, 40 U de inhibidor de RNasa (Fermentas,
Burlington, Ontario, Canada), 30 U de T7 RNA polimerasa (Fermentas) y 1.5
puL del tampon 10X proporcionado por el fabricante de la T7 RNA
polimerasa en un volumen final de 15 uL.

m.3.2 Traduccion in vitro

Los mRNA fueron traducidos en presencia de 10 uL de extracto de lisado de
reticulocitos (Promega) o extracto de germen de trigo (Promega), 0.2 pCi de
metionina marcada radiactivamente [3*S-Met] (Amersham BioScience), 0.5
ml de una mezcla de aminoacidos excepto metionina, 1 ug de mRNA y 1 pL
de microsomas derivados de ER de pancreas de perro (Promega) en los
experimentos en los que se requeria la presencia de membranas. La reacciéon
se realiz6 a 30° C durante 2 horas (Vilar et al, 2002).

Ensayo de insercion co/post-traduccional

Para los estudios de insercién co-traduccional o post-traduccional en
membranas de las MP de interés la secuencia se amplificé por PCR tal y
como se explica en el apartado m.2.3. El DNA fue transcrito in vitro
empleando la SP6 RNA polimerasa. Los mRNA fueron traducidos durante 1
hora a 30° C en lisado de reticulocito en presencia de metionina marcada con
[%S], mezcla de aminoacidos sin metionina y microsomas en los
experimentos de insercién co-traduccional, tal y como se describe en al
apartado anterior. En los ensayos de insercion post-traduccional las
membranas se afiadieron después de inhibir la traduccion empleando
cicloheximida (2 mg/mL) durante 10 minutos a 26° C. Posteriormente las
muestras se incubaron con membranas durante 1 hora para permitir la
translocacion antes de proceder a la sedimentacion de membranas mediante
ultracentrifugacion.
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m.3.3 Sedimentacion de membranas, tratamiento con Urea, extraccion
Alcalina y reparto de fases con Triton X-114

Sedimentacion de membranas

Para la sedimentar membranas tras la traduccion in vitro, al producto de la
reaccion se le afiadieron 8 volimenes del tampoén A (35 mM Tris-HCl a pH
7.4 y 140 mM de NaCl). La mezcla fue depositada sobre 50 uL de tampon A
suplementado con 0.2M de sacarosa y sometida a utracentrifugacion (20
minutos 100.000 g a 4° C) en una centrifuga Beckman TL 100 con un rotor
TLA-55 o TLA-45. Finalmente tanto el precipitado como el sobrenadante
fueron analizados por SDS-PAGE y posterior autorradiografia.

Flotacion de membranas

Para estudiar la capacidad de ciertas proteinas para asociarse a las
membranas biologicas se empleé una técnica de centrifugacién conocida
como flotacion de membranas (Deitermann et al, 2005; Moise et al, 2004). A
la mezcla de traduccidn en presencia de membranas (apartado m.3.2) se le
anadio 50 pL de Na2COs 0.2 M pH 11 y se dejé incubar la mezcla durante al
menos 1 hora en hielo. A continuaciéon empleando una solucién de sacarosa
4M en Na2COs 0.2 M pH 11 y el mismo tampdn en ausencia de sacarosa se
ajusto la solucién a un volumen de 475 uL y una concentracién de sacarosa
de 2M. Dicha mezcla se depositd en el fondo de un tubo de centrifuga de
Policarbonato (11 x 34 mm) de Beckman (Beckman Instruments, Palo Alto,
California, USA). Sobre la solucion de sacarosa 2 M se depositaron
cuidadosamente 275 puL de 1.25M de sacarosa Na2COs 0.2 M pH 11 y enzima
de todo 250 uL de 0.25M sacarosa en Na2COs3 0.2 M pH 11. Todo el gradiente
se centrifugd en una ultracentrifuga Beckmann TL 100 empleando un rotor
basculante (TLS-55) durante 4 horas a 55000 rpm y 4° C. Tras la
centrifugacion 4 fracciones de 250 pL se extrajeron cuidadosamente
empezando por la parte superior, donde se encuentran las membranas,
resuspendiendo en la tultima de ellas el precipitado. Cada una de las
fracciones fue analizada por SDS-PAGE y posterior autorradiografia,
determinando en cada caso en qué fraccion/es se encontraba la proteina a
estudio.
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Tratamiento con urea y extraccion alcalina

Para el estudio del grado de asociacién de las proteinas a las membranas
éstas se sometieron a un tratamiento con urea o a una extraccion alcalina
dependiendo del caso (Garcia-Saez et al, 2004). Ambos procesos se realizan
siguiendo el mismo procedimiento que la sedimentacion de membranas
pero suplementando el tampén A con Urea 4 M o 8 M segun el caso para el
tratamiento con Urea y con 100 mM NaxCOs (pH 11.5) en el caso de la
extracciéon alcalina. Tras la centrifugacion tanto el precipitado como el
sobrenadante fueron analizados por SDS-PAGE.

Reparto de fases con Triton X-114

Al producto de la reaccion de traduccion in vitro en presencia de microsomas
se le anadid 1/5 vol de Triton X-114. Tras una incubacién de 30 minutos en
hielo y 10 minutos a 37¢ C, para permitir la formacion de una fase organica y
otra acuosa las muestras se sometieron a centrifugacion a 10.000 g a
temperatura ambiente. La fraccidn inferior (rica en detergente) fue entonces
lavada dos veces mediante la adicion de 10 volimenes de tampdn A sin
detergente y la repeticién del proceso de separacion de fases. El contenido
proteico de las dos fases fue analizado por SDS-PAGE y posterior
autorradiografia tras la precipitacion de las proteinas con acetona (Navarro
et al, 2006).

m.3.4 Tratamiento con Proteinasa K

Tras la traduccion in vitro en presencia o ausencia de membranas (segtn el
requerimiento) a las muestras seleccionadas se les afiadié 1 uL de PK a una
concentracion de 2mg/mL y 1 uL de CaCl> 50 mM vy se las incubo 45 minutos
en hielo. Para detener la digestion se afiadi6 1 pL de PMSF a una
concentracion de 0.2M. La centrifugacion de membranas se realizo segun el
protocolo descrito en el aparatado m.3.3 con la excepcion de que se empled
un tampon HEPES 140 mM, acetato magnésico 4 mM y acetato potasico 100
mM suplementado con PMSF 1 uM (concentracion final). El sedimento,
conteniendo las membranas y las proteinas asociadas a éstas se analiz6 por
electroforesis en geles de acrilamida.
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m.3.5 Deglicosilacion con Endoglicosidasa H

Con el fin de eliminar los residuos de aztcar afiadidos por la Oligo-Sacaril-
transferasa al resultado de la traduccion in vitro en presencia de membranas
microsomales se le afiadié 6 volimenes de Citrato tri-sédico 70 mM pH 5.5
(tampon A). La mezcla se depositd sobre 50 uL de tampoén A 0.2 M sacarosa
y se sometio a centrifugacion (25 minutos 40.000 rpm, Beckman TL 100 rotor
TLA-45). El precipitado se resuspendi6 en 50 uL de tampén A (1% SDS 5%
B-mercaproetanol) y se sometié 10 minutos a 95° C. Posteriormente se afiadié
0.1 mU/pL de Endoglicosidasa H y se incubaron las muestras 1 hora a 37° C.
Tras la incubacién las muestras se analizaron mediante SDS-PAGE y
posterior autorradiografia.

m.3.6 Marcaje especifico de de cisteinas
Marcaje con AMS

Para el marcaje de cisteinas se utilizo la sal disddica del acido 2,2'disulfénico
4-acetamido-4'maleimidilestilbeno (AMS) de Molecular Probes (Invitrogen
California, EE.UU.) a una concentraciéon de 10 mM en presencia de EDTA 3
mM (Joly & Swartz, 1997). Tras una incubacion de 60 minutos a temperatura
ambiente las membranas se recuperaron mediante sedimentacion.

Marcaje con MAL-PEG

El marcaje especifico de Cys empleando un derivado del polietilenglicol
conocido como mPEG-SMB-5000 (Maleimida-Metoxy polietilen-glicol, MAL-
PEG) de Nektar (Nektar Therapeutics, Huntsville, Alabama, USA) se realiz6
basandose en el protocolo descrito por Deutsch y colaboradores (Lu &
Deutsch, 2001). En este protocolo experimental tras las transcripcion y
traduccion in vitro, las membranas fueron precipitadas como se ha descrito
previamente y resuspendidas en PEG-PBS (137 mM NaCl, 1.2 mM KH2PO4,
2 mM EDTA, 15.3 mM Na:HPOs, 2.7 mM KCl, 1 mM DTT, pH 7.3) con o sin
SDS (1%). En las muestras que lo requerian se afiadié 50 pL de 40 mM
MAL-PEG disuelto en PEG-PBS sin DTT, en el resto, 50 pL del mismo
tampon sin MAL-PEG, de manera que para todas las muestras la
concentracion final de DTT fue de 20mM. Tras un periodo de 12 horas a 42 C
se aftadi6 10 pL de tampodn de carga (7.2% SDS, 2 M Tris base, 34% glicerol,
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171 mM de DTT, 0.85% de azul de bromofenol). Las muestras se analizaron
por SDS-PAGE y posterior autorradiografia (Drew et al, 2006).

M.4 ENSAYO TOPOLOGICO BASADO EN LA GFP

Para la expresion de fusiones a la GFP se siguid el protocolo descrito en
(Drew et al, 2002). Las colonias seleccionadas se inocularon en cultivos de LB
con Kanamicina (50 pg/mL) y Cloranfenicol (30 pug/mL) y se crecieron
durante al menos 12 horas a 37° C. A continuacion los cultivos se diluyeron
1000 veces en un volumen total de 20 mL de LB en presencia de antibidticos.
Los cultivos se dejaron crecer a 37° C en agitacion constante hasta alcanzar
una densidad optica (OD) a 600 nm de 0.4. A dicha OD se afiadié IPTG
(concentracidn final de 0.5 mM) permitiendo que los cultivos alcanzasen una
OD igual a 2. Las células fueron recogidas por centrifugacion (3000 rpm 5
minutos) y resuspendidas en 1 mL de 50 mM Tris-HCI a pH 8.0, 200 mM
NaCl, y 15 mM EDTA. Tras 2 horas de incubacién a temperatura ambiente
se midio el espectro de emision de fluorescencia entre 495 y 530 nm con una
longitud de onda de excitacion de 485 nm en un fluorimetro Perkin Elmer LS
50 B.

M.5 ANALISIS INFORMATICO DE LAS SECUENCIAS VIRALES

Para la prediccién de fragmentos TM en las proteinas a estudio se emplearon
diferentes programas todos ellos disponibles en la red:

PHDhtm (Rost et al, 1996) http://www.predictprotein.org

SOSUI (Hirokawa et al, 1998) http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/
Tmpred (Hofmann, 1993) http://www.ch.embnet/cgi-
bin/TMPRED_from.htm

SPLIT (Juretic et al, 1993) http://split.pmfst.hr/split/4/

MEMSAT (Jones et al, 1994) http://bioinf.cs.ucl.ac.uk

DAS (Cserzo et al, 1997) http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/
TMHMM (Krogh et al, 2001) http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/
HMMTOP (Tusnady & Simon, 2001) http://www.enzim.hu/hmmtop/
TOPPRED (Claros & von Heijne, 1994)
http://www.sbc.su.se/~erikw/toppred2/

AG prediction server (Hessa et al, 2007) http://www.cbr.su.se/DGpred/
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Todos los parametros se dejaron en sus valores por defecto excepto aquellos
que hacen referencia al reino al que pertenece el organismo cuya secuencia
esta siendo analizada.

M.6 SINTESIS QUIMICA EN FASE SOLIDA Y PURIFICACION DE
PEPTIDOS

La sintesis en fase solida de los péptidos empleados
(RVFLVYVPIQATTSGLITLK-NH2 y RVFLVYVAIILATTSGLITLK-NH?2) se
realiz6 de manera automatica empleando un sintetizador 433A de Applied
Biosystems. La sintesis se basé en la quimica Fmoc descrita por Fields G.B. y
Noble R.L (Fields & Noble, 1990). Se emple6 una resina de poliestireno AM
RAM de 0.74 meq/gr (RAPPpolymere). Los aminoacidos se obtuvieron de
Senn Chemicals e Iris Biotech, el resto de reactivos de Sigma, Merck y
Applied Biosystems. Para la purificacion de los péptidos se empleo
cromatografia liquida de alta resoluciéon en fase reversa (RT-HPLC)
utilizando una columna preparativa C18 Lichrosorb RP-18 (Merk, Rahway,
USA) y un sistema de cromatografia Delta Prep 3000 de Waters. Las
fracciones obtenidas se analizaron por espectrometria de masas MALDI-
TOFF para comprobar la masa molecular de los péptidos sintetizados en el
Servicio de Protedmica de la Universidad de Valencia (S.C.S.L.E).

M.7 DICROISMO CIRCULAR

Los espectros de dicroismo circular se realizaron en un espectropolarimetro
Jasco ]J-810 CD unido a un bafio Neslab RTE 110 y un controlador de
temperatura. Los espectros obtenidos son una media de al menos 10
barridos de cada muestra, tomados a intervalos de 0.2 nm. Como blanco o
linea base se empled un espectro realizado tnicamente con tampdn. La
concentracién de péptido se ajusto a 30 uM en todos los casos. Dicha
concentracion se determiné por espectroscopia UV empleando un
coeficiente de extincion molar para la Tyr de €220=1490 M-! cm.
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M.8 INSERCION DE PEPTIDOS EN MONOCAPAS LIPIDICAS

La insercion de péptidos en monocapas de fosofolipidos con diferente
presion superficial inicial (i), se monitoriz6 midiendo los cambios de
presion superficial con el tiempo (Am) tras la inyeccion de la soluciéon de
péptido en la subfase (agua bi-destilada) de la monocapa. Para la realizaciéon
de las medidas se empled una balanza de monocapas Langmuir-Blodgett
(NIMA Technologies, Coventry, UK) acoplada a un controlador de
temperatura el cual se mantuvo a 25° C. Las monocapas de fosfolipido se
obtuvieron depositando una solucién concentrada de lipido (POPC o POPG)
en cloroformo/metanol (3:1 v/v) sobre la superficie acuosa. Tras 10 minutos
de estabilizaciéon 5 pg de péptido disuelto en metanol se inyectaron en la
subfase calculandose el incremento de presién producido. La subfase fue
agitada y mantenida a 25° C continuamente.

La representacion grafica de Am frente la presion inicial permite
calcular la presion critica de insercidn (), definida como la maxima m a la
cual el péptido puede insertarse en la monocapa lipidica.

Isotermas de lipido, péptido y péptido/lipido

Las monocapas se realizaron depositando mezclas concentradas de lipido,
péptido o lipido/péptido disueltas en cloroformo/metanol sobre la superficie
de la subfase en un balanza Langmuir-Blodgett (NIMA Technologies,
Coventry, UK) atemperada a 25° C, tras 10 minutos de reposo para permitir
la evaporacion del disolvente el area de la interfase fue comprimida a
medida que se monitorizaba las variaciones en la presion superficial.

M.9 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

Antes de la electroforesis las muestras fueron suplementadas con tampdn de
carga (concentracion final Tris-HCl 625 mM pH 6.8, glicerol 10% (v/v), SDS
2% (p/v), p-mercaptoetanol 4% (v/v), azul de bromofenol 0.025% (p/v)) y
sometidas a desnaturalizacion durante 5 minutos a 95° C. Las electroforesis
se hicieron a un amperaje constante de 16 mA y un voltaje maximo de 110 V,
empleando geles con un porcentaje de poli-acrilamida del 12%, 15%, 16% y
20% segun los casos. Tras la electroforesis, en geles con proteinas marcadas
radiactivamente éstas se fijaron con una solucion de acético 5% y metanol
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20% durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacién los geles se
secaron empleando un secador de geles Slab Gel Dryer modelo SGD 5040 de
Savant (EE.UU) y se expusieron durante al menos 12 horas en una pantalla
BAS-MP 2025 (Fujifilm) finalmente se analizaron en un Fujifilm Fluorescent
Image Analyzer modelo FLA-300R (Tokyo, Japén) usando el programa Image
Gauge 3.12 Science Lab 98 de Fuji Photo Film.

Los geles que no contenian proteinas marcadas radiactivamente
fueron tefiidos empleando una solucion 46% metanol (v/v), 8% acido acético
(v/v), 0.1% Azul de coomasie (p/v) durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Para decolorar los geles se emplearon diversos lavados con la
solucion de fijacion descrita anteriormente.

Inmunodeteccion

Tras la electroforesis de las muestras en geles de poli-acrilamida al 12% las
proteinas fueron transferidas (1 hora 20 minutos, 100 V) a una membrana de
nitrocelulosa Hybond-ECL (Amersham Bioscience). Para la inmuno-
deteccion se empled sistema ECL advance de Amersham Bioscience (Little
Chalfon, UK) siguiendo las instrucciones del proveedor. El anticuerpo
primario se utilizé diluido en una proporciéon 1:20000 y el secundario
1:30000. La membrana una vez marcada se expuso frente a una pelicula
fotografica Fujifilm durante un tiempo variable segtin las condiciones del
experimento, para luego ser revelada.

M.10 PREPARACION DE VESICULAS UNILAMELARES GRANDES
(LUVs)

Todos los lipidos utilizados en la elaboracion de liposomas fueron obtenidos
de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Los lipidos liofilizados se resuspendieron
en una solucién de cloroformo:metanol (3:1) y mezclados segun la
proporcién molar adecuada (60:40 en el casos de las mezclas de POPC y
POPG). La solucién orgénica se secd usando un flujo de N2 para producir
una fina pelicula en la pared de un matraz de fondo redondo. A
continuacion para asegurar un completo secado, las muestras fueron
sometidas a vacio empleando un rotavapor durante al menos 30 minutos.
Los lipidos se re-hidrataron empleando el volumen necesario de una
solucion NaCl 20 mM, HEPES 5 mM, ANTS 125 mM y DPX 45 mM
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(ajustada al pH adecuado), para obtener una concentracion final de lipidos
de 7.5 mg/mL. Tras al menos seis ciclos de congelacién-descongelacién los
lipidos se pasaron por un doble filtro de policarbonato con un tamano de
poro de 100 nm empleando dos agujas de extrusion de Avanti Polar Lipids
(Alabaster, AL, USA), para finalmente obtener vesiculas unilamelares
grandes (100 nm). Para eliminar el exceso de sonda fluorescente no
encapsulada se pasd la muestra a través de una columna de exclusion
molecular Sephacryl S-200 de GE (General Electric Company) previamente
equilibrada con tampoéon C (HEPES 5 mM NaCl 100 mM EDTA 0.1 mM)
empleando un sistema de baja presion AKTA prime (Amershan Pharmacia
Biotech AB, Uppsala, Sweden). La concentracion de lipidos en las fracciones
seleccionadas tras la cromatografia se estimé empleando el sistema de
cuantificacién de fosfolipidos Phospholipid B kit de Wako (Wako Chemicals
GMBH, Neuss, Alemania) siguiendo el protocolo indicado por el fabricante.

Liberacion de contenidos

Las diferentes cantidades de péptido se anadieron a 1 mL de tampoén C en
agitacion continua con una concentracion de LUVs que contenian la pareja
ANTS/DPX de 50 uM. La fluorescencia se midi6 a temperatura ambiente en
un espectrofluorimetro Perkin Elmer LS 50 a una longitud de onda de
excitacion de 360 nm y de emision de 530 nm.

El porcentaje de liberacién producido por el péptido (R) se obtuvo
empleando la siguiente ecuacion:

R=(FSS—FO)/(Fmax-F0)

Donde Fss es el valor de fluorescencia en el estado estacionario, Fo es el valor
inicial de fluorescencia antes de la adicion del péptido (tampén y LUVs) y
Fmax es el valor maximo de fluorescencia, obtenido tras la adicion de Triton
X-100 (concentracion final 100 mM).
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