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INTRODUCCION GENERAL

1. EL OJO HUMANO

El ojo humano es un érgano complejo que, por su capacidad de deteccion de la luz, es el
encargado de la vision. Estd formado esencialmente por una pared constituida por tres capas
(externa, media e interna), por el cristalino que actia como una lente y por dos liquidos de
relleno, uno llamado humor vitreo, que se encuentra en el espacio posterior del ojo entre la
porcién posterior de la pared y el cristalino, y el otro llamado humor acuoso, que rellena el
espacio anterior del ojo entre el cristalino y la porcion exterior de la pared del ojo o cérnea

(Curcio y Hendrickson, 1991) (Figura 1).

Coroides

Esclerdtica

Cornea

\ , luz

Iz —————p Pupila —

Cristalino /

Iris

Nervio 6ptico

Cuerpo ciliar

Figura 1 (adaptada Kolb et al., eds., 1995). Seccion esquematica del ojo humano. Se muestran las
tres capas del ojo. La capa externa (en blanco), la capa media (en azul) y la interna (en rojo). A la
derecha se muestra un detalle de la retina. La luz pasa a través de la pupila y del cristalino y llega a la
retina, atravesandola hasta llegar a los fotorreceptores, que son células sensibles a la luz. Una vez
excitadas, estas células transmiten la sefial recibida hasta las células ganglionares y estas ultimas,
mediante sus largos axones, forman el nervio 6ptico que manda la sefial al cerebro.

A continuacion se describirdn brevemente las diferentes capas de la pared del ojo.
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Capa externa de la pared del ojo

Forma el tejido sostén que da resistencia al ojo. En la parte posterior de este érgano forma la

esclerdtica y en la parte anterior la cornea.
Capa media de la pared del ojo

Estd formada principalmente por tejido conjuntivo que, debido a su alto contenido en vasos
sanguineos, tiene como principal funcién la de nutrir al resto de las capas de la pared del ojo.
En la parte posterior del ojo forma la coroides y en la parte anterior forma el iris y el cuerpo

ciliar.
Capa interna de la pared del ojo

Esta formada por la retina, que constituye un tejido sensible a la luz que estd encargado de
convertir las sefiales luminosas que recibe del exterior en sefiales eléctricas. Su componente
principal son unas células sensibles a la luz, llamadas fotorreceptores, que son en definitiva
las responsables de la vision. Ademds, forman parte de esta capa otras células polarizadas,
como son las células bipolares, las células horizontales, las células amacrinas, las células de
Miiller y las células ganglionares. En la parte externa de la capa interna de la pared del ojo se

encuentran también las células del epitelio pigmentario.

2. LA RETINA

Forma la capa interna del ojo y sus funciones son: 1) captar la sefial luminosa a través de los
fotorreceptores (conos y bastones) y convertirla en sefial electroquimica (mediante una
cascada de sefializacion de la transduccion luminosa), y ii) transmitir la sefial electroquimica
a otras células retinales mediante la secrecion secuencial de neurotransmisores. Esas sefales
llegan a las células ganglionares desde donde sus largos axones convergen finalmente en el
nervio optico que las manda al cerebro para ser interpretadas como vision.
La retina, por su parte, estd formada a su vez por diversas capas (Figura 2) constituidas por
diferentes tipos celulares o porciones de los mismos (Kolb et al., eds., 1995). Estas capas de
la retina (desde el exterior al interior) son:
1. Epitelio pigmentario: Es la capa mds externa de la retina. Estd formada por unas
células no neuronales, las células del epitelio pigmentario, llamadas asi porque poseen

granulos conteniendo el pigmento de color negro melanina.
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Capa de las células fotorreceptoras: Formada por los segmentos mds externos de
los conos y los bastones. Esta capa constituye el compartimento fotosensible de la
retina y es aqui donde reside la maquinaria necesaria para la cascada de la
transduccion luminosa.

Capa limitante externa: Formada por las uniones entre los fotorreceptores y las
células de Miiller.

Capa nuclear externa: Formada por los nticleos de los conos y los bastones.

Capa nuclear o granular interna: Formada por los nicleos de las células bipolares,
amacrinas y horizontales.

Capa plexiforme externa: Formada por las conexiones sindpticas entre los
fotorreceptores y las células bipolares.

Capa plexiforme interna: Formada por las conexiones sindpticas que se producen
entre las células bipolares y las células ganglionares.

Capa de las células ganglionares: Estd formada por los nicleos de las células

ganglionares.

Figura 2 (adaptada de Hart-

mann y Schmid, 2007).

Buas Capas celulares de la retina.
Se indican a la izquierda los
nombres abreviados de las
diferentes capas de la retina y
o B % ¥ &4 8 a la derecha los tipos celulares
que las componen (ver texto).

Abreviaturas: RPE (epitelio

pigmentaria retinal); OS e IS

(segmentos externo e interno

Células Horizontales  de los fotorreceptores); ONL e

Conos

Células Bipolares INL (capa nuclear externa e

Q . Q O O (-',éll.llas de Miiller interna); OPL e IPL (capa

@) Células Amacrinas - plexiforme externa e interna)

= y GCL (capa de células
E - ganglionares).

Células Ganglionares
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En las capas mencionadas arriba se encuentran por tanto diversos tipos celulares (ver Figura

2), cuyas caracteristicas describimos brevemente a continuacion:

Capa de células del epitelio pigmentario: Estas células ejercen diversas funciones, entre
ellas la fagocitosis de los segmentos externos de los conos y bastones para ayudar en el
proceso de renovacion de estos segmentos (Nguyen-Legros y Hicks, 2000), la participacion
en el reciclaje de la vitamina A (esencial para la vision), concretamente en la isomerizacién
de todo-trans-retinol a 11-cis-retinal (Saari, 2012), el suministro a los fotorreceptores de
nutrientes esenciales como la glucosa o los aminodécidos, la recogida de desechos téxicos y el
mantenimiento del equilibrio i6nico en el espacio extracelular donde residen los

fotorreceptores (Adijanto et al., 2009).

Capas limitante externa y nuclear externa de las células fotorreceptoras: Estin formadas
por los fotorreceptores y por las células de Miiller. Los primeros son las células sensibles a la
sefal luminosa y pueden ser de dos tipos: conos y bastones. Los segmentos externos de estas
células forman la capa nuclear externa. Aparte de los nucleos, los fotorreceptores tienen
segmentos internos, donde residen organulos celulares como las mitocondrias, el reticulo
endoplasmatico, el complejo de Golgi y el sistema vesicular; segmentos externos, donde se
localizan los discos sensibles a la sefial luminosa (ver también, mas adelante, la Figura 3); y
el axonema. Este dltimo es una estructura conteniendo numerosos microtibulos y que se
considera la responsable de mantener la morfologia de los segmentos externos y del

transporte activo del material bioldgico en los segmentos externos.

Las células de Miiller, por su parte, son células de tipo nodriza con funcién de soporte y
mantenimiento de otros tipos celulares de la retina, como son los propios fotorreceptores
(Newman y Reichenbach, 1996). Los ntcleos de estas células se sitian en la capa nuclear
interna de la retina y sus prolongaciones citoplasmaticas se extienden a lo largo de toda la
retina. Entre las funciones mds importantes de estas células estd la de sintetizar el glucégeno
y la de convertirlo en glucosa para proporciondrsela a otras células retinales, incluyendo los

fotorreceptores.

Capas plexiforme externa, nuclear interna y plexiforme interna: Estidn formadas por
células bipolares, amacrinas y horizontales. Los nucleos de las células bipolares forman la
capa nuclear interna de la retina. Estas células forman sinapsis con los conos y bastones y
transmiten asi la sefial nerviosa desde los fotorreceptores a las células ganglionares de la

retina (Nawy y von Gersdorff, 2011).

6
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Las células horizontales y amacrinas son interneuronas moduladoras. Las células horizontales
forman sinapsis con los conos y bastones en la capa plexiforme externa, modulando asi las
conexiones de estas células con las células bipolares. Las células amacrinas, por otro lado,
forman sinapsis con los axones de las células bipolares y las dendritas de las células
ganglionares en la capa plexiforme interna, ejerciendo una funcién moduladora de tipo
inhibitorio en el paso de la sefial electroquimica desde las células bipolares a las ganglionares

(de Vries et al.,2011).

Capa de las células ganglionares: En la dltima capa de la retina, las células ganglionares
forman sinapsis con las células bipolares y son las que transmiten la sefial recibida por estas

al cerebro a través de sus largos axones reunidos en el nervio 6ptico (Sernagor et al., 2001).

3. LA FOTOTRANSDUCCION

Este es el proceso mediante el que la sefial luminosa captada por las células fotorreceptoras se
convierte en sefal electroquimica y se trasfiere al cerebro, donde se interpreta como una
imagen. Los segmentos externos de los fotorreceptores, mediante sus discos membranosos
especializados, constituyen el compartimento que realiza el proceso, ya que disponen de toda
la maquinaria necesaria para ello. Se pueden distinguir tres fases diferentes en el proceso:

excitacion, amplificacion de la sefial y recuperacion (Lamb et al., 2009).

En ausencia de una sefial luminosa, los canales catidonicos de los segmentos externos de los
bastones estdn abiertos. En la fase de excitacidn, la sefial luminosa (los fotones) se capta
mediante la rodopsina en la membrana de los discos de esos segmentos y la energia de los
fotones causa una isomerizacion del 11-cis-retinal (derivado de la vitamina A) que estd unido
a la parte proteica de la rodopsina a todo-trans-retinal. Esta isomerizacion cambia la
conformacién de la rodopsina y, en esta nueva conformacion, la proteina se une a una
proteina G heterotrimérica llamada transducina y la activa, reemplazando su molécula de
GDP por una molécula de GTP. La transducina activada (unida a GTP) activa a su vez a la
proteina fosfodiesterasa que hidroliza el GMP ciclico y causa una bajada en la concentracion
de ese segundo mensajero. Esta bajada causa el cierre de los canales catiénicos de los
segmentos externos, impidiendo asi la entrada de cationes en la célula y, por consiguiente,
produciendo una hiperpolarizacion de los bastones. El proceso de excitacion en los conos es

muy parecido al que acabamos de describir para los bastones, con la diferencia de que en los
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conos, en vez de rodopsina, existen 3 tipos diferentes de opsinas responsables de distinguir

los diferentes colores (Figura 3).
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Figura 3 (adaptada de Larhammar et al., 2009 y de Casiday y Frey, 2000) Componentes
moleculares de la cascada de fototransduccion en vertebrados. La opsina (rodopsina en los
bastones) se activa mediante absorcién de un fotén por el cromoéforo 11-cis-retinal (un derivado de la
vitamina A), que estd asociado a ella y que se convierte en todo-trans-retinal. La rodopsina activada
se une entonces a la proteina transducina (una proteina G heterotrimérica) que a su vez activa a
fosfodiesterasas (PDE) de GMP ciclico (¢cGMP) que hidrolizan a este segundo mensajero. La
disminucién en la concentracion de ¢cGMP cierra los canales catiénicos (CNG) de la membrana
plasmética de los segmentos externos impidiendo la entrada del cation Na®, hiperpolarizando los
fotorreceptores. En la fase de recuperacion la opsina se fosforila mediante una quinasa y, junto a la
unién de arrestina, el complejo se inactiva y se separa de la transducina, lo que, por consiguiente,
inactiva a la fosfodiesterasa. En paralelo, debido a la bajada de concentracién del calcio, la proteina
GCAP activa, mediante un cambio conformacional, a la enzima guanilato ciclasa y esta ultima
produce cGMP que activa a los canales catiénicos y permite la entrada de Na*. Ver mds detalles en el
texto. En los cuadrados se indica el nombre de los genes codificantes para cada proteina, con color
rojo en los conos y color azul en los bastones. Los recuadros rojos muestran los genes (en azul)
mutados en la retinosis pigmentaria con un patrén de herencia autosémico recesivo.

Durante el proceso de transduccién existen dos pasos de amplificacion de la sefal. Primero,
cada molécula de rodopsina activada es capaz de activar a su vez a muchas moléculas de
transducina. Después, cada molécula de fosfodiesterasa activada es capaz de hidrolizar a
varias moléculas de GMP ciclico. Como consecuencia de esto, con un tnico fotoén se produce

una sefial nerviosa amplificada y mas potente (Lamb y Pugh Jr., 2006).

La ultima fase de la transduccién es la de recuperacion. Durante ella, el estado de

activacion/desactivacién de las proteinas involucradas en la fototransducciéon vuelve a su
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situacion de inicio. Durante esta fase, la rodopsina activada se une a la proteina arrestina y se
inactiva al producirse su fosforilacion por la proteina rodopsina quinasa. En esas condiciones,
la rodopsina vuelve a estar lista para volver a ser excitada mediante otra sefal luminosa.
Ademas, en este paso la molécula de todo-frans-retinal unida a la rodopsina excitada se
reemplaza con una molécula de 11-cis-retinal (el croméforo fotoexcitable). La enzima
transducina activa y unida a GTP hidroliza el GTP y vuelve a unirse a una molécula de GDP,
retornando a su estado inactivo inicial y perdiendo también su interaccién con la
fosfodiesterasa de GMP ciclico. Al inactivarse la fosfodiesterasa, la enzima guanilatociclasa
produce, a partir del GTP, GMP ciclico, que se une a los canales catidnicos y los mantiene
abiertos. Esto permite la entrada de cationes a los segmentos externos de los fotorreceptores
y, de esta manera, se neutraliza la hiperpolarizacion producida durante el proceso de
excitacion, con lo que la carga idnica de los segmentos externos vuelve a su estado inicial

(ver Figura 3).

4. DISTROFIAS DE RETINA

Las distrofias de retina engloban a todas aquellas patologias que afectan a la retina de forma
hereditaria. En este tipo de patologias pueden afectarse diferentes tipos de células retinales
por alguna anomalia de origen genético que cause la muerte de los fotorreceptores y la
pérdida de la visién (Francis, 2006).

Hay diferentes tipos de retinopatias, siendo las mas frecuentes la degeneracion macular
asociada a la edad, la distrofia de conos y bastones, la enfermedad de Stargardt, la amaurosis
congénita de Leber y la retinosis pigmentaria. A continuacion describiremos brevemente esas

retinopatias.
4.1. DEGENERACION MACULAR ASOCIADA A LA EDAD (AMD)

La mécula se encuentra en la parte central de la retina (ver Figura 1), donde hay un elevado
nimero de conos y donde apenas existen bastones, por lo que esta parte de la retina define la
agudeza visual y permite percibir los detalles de las imdgenes. Los pacientes de esta patologia
(AMD) sufren, al comenzar la edad adulta y de forma gradual, una degeneracion de la macula
debida a la muerte de fotorreceptores (principalmente conos). La muerte de estos conos causa
la pérdida de la vision central, apareciendo manchas borrosas en la visién e incapacitando a
los pacientes para ver los detalles del campo visual (Michaelides et al., 2003). Existe una

estrecha asociacion entre mutaciones en el factor H del sistema del complemento y la

9
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enfermedad. Dicha proteina es un inhibidor de proteinas del sistema del complemento a
través de su unién a marcadores de tipo glicosaminoglicanos en la superficie de las células.
Esta unién inhibe el reconocimiento de estos marcadores celulares por componentes del
sistema de complemento, evitando asi un ataque inmunoldgico a las propias células. En ese
sentido, se ha observado una respuesta inflamatoria en la macula que causa la muerte celular
de los conos en enfermos en los que se ha encontrado una mutacién que reemplaza a la
tirosina 402 en el factor H por histidina. Esto ocurre porque la afinidad del factor H por los
glicosaminoglicanos disminuye, lo que produce la activaciéon de una respuesta autoinmune

(Zipfel et al., 2010).

4.2. DISTROFIA DE CONOS Y BASTONES (RCD)

Es otro tipo de retinopatia donde, debido a alteraciones genéticas, se produce una
degeneracion mas temprana de los conos seguida, de forma mas tardia, por la de los bastones.
Su prevalencia es de 1 individuo afectado por cada 40.000. Los primeros sintomas pueden
aparecer en la edad adulta, aunque a veces se observan incluso antes, afectando a ambos ojos
y empeorando con la edad. Como consecuencia de la pérdida temprana de los conos,
disminuye la agudeza visual y se produce dificultad en la percepcion de los colores, asi como
fotofobia. Después, la muerte de los bastones determina la pérdida de la visién nocturna. La
distrofia de conos y bastones se considera una variedad de retinosis pigmentaria, con la
diferencia de que en la retinosis pigmentaria el primer sintoma es la pérdida de la visién
nocturna mientras que esta ocurre aqui, como hemos visto, de forma mas tardia (Michaelides
et al., 2006). A nivel genético es una alteracion heterogénea, en la que pueden intervenir
varios genes. El gen andmalo puede tener un patron de herencia autosémico dominante, como
en el caso de las mutaciones en el gen GUCY2D que codifica para la guanilato ciclasa 1
retinal, una proteina que se expresa en los conos y bastones y que interviene en la
transduccion de la sefial luminosa. El patrén de herencia puede ser también recesivo, como
ocurre con la proteina ataxia espinocerebelar tipo 7 (abreviada SCA7), que actia como un
coactivador en la transcripcion de genes. Los pacientes, ademds de presentar otras
sintomatologias, como deterioro muscular, presentan también la distrofia de conos y bastones
caracteristica de la enfermedad. Finalmente, entre los genes alterados en esta forma de
distrofia de retina existen genes ligados al sexo, como es el caso del regulador de GTPasa
llamado RPGR, que codifica una proteina que se asocia al citoesqueleto y que interviene en el

transporte intraflagelar y en la regulacion del transporte a los cilios primarios (Hamel, 2007).
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4.3. ENFERMEDAD DE STARGARDT

Consiste en una degeneracion macular progresiva que produce una pérdida de la agudeza
visual. Ademas, los pacientes muestran manchas ciegas en sus campos visuales y son muy
sensibles a la luz. Presenta una prevalencia de una persona afectada entre 10.000 individuos.
La causa mayoritaria de esta enfermedad es la disfuncién del gen ABCA4 que codifica la
proteina transportadora “ATP-bindingcassette”, que se expresa exclusivamente en la retina y
que se localiza en los discos de los segmentos externos de los fotorreceptores. Esta proteina
interviene en el reciclaje de todo-frans-retinol, actuando como una flipasa (proteinas que
facilitan el movimiento flip-flop de lipidos en las membranas), al unirse al todo-trans-retinol
y translocdndolo desde la cara interna de la bicapa lipidica de los discos de los segmentos
externos de los fotorreceptores a la cara externa, donde se une a su proteina transportadora
con el fin de reciclarse. Las mutaciones en este gen se heredan de manera autosOmica

recesiva (Han et al., 2014).
4.4. AMAUROSIS CONGENITA DE LEBER (LCA)

En este tipo de distrofia retinal (LCA), los pacientes poseen, desde el momento del
nacimiento, una afectacion grave de la vista debida a la muerte de los conos y bastones. Tiene
una prevalencia de un individuo afectado entre 35.000. Se conocen diversos genes, que se
expresan en los fotorreceptores y en el epitelio pigmentario de la retina, cuyas mutaciones

causan la enfermedad, la mayoria de una forma autosémica recesiva (Koenekoop, 2004).
4.5. RETINOSIS PIGMENTARIA

La retinosis pigmentaria es una enfermedad rara con una prevalencia aproximada en
poblaciones europeas y de Estados Unidos de un afectado por cada 4.000 individuos
(Parmeggiani, 2011). Su principal caracteristica consiste en que los pacientes sufren una

progresiva pérdida de vision a lo largo de sus vidas (Hartong et al., 2006).

La enfermedad normalmente se manifiesta en la adolescencia, con una pérdida de la visién
nocturna debida a la muerte de los bastones, seguida de la pérdida de la vision diurna debida
a la muerte de los conos. La muerte de los fotorreceptores en la retina de los pacientes se
inicia en la periferia, desde donde va progresando, de tal forma que los pacientes van
perdiendo de forma gradual la vision periférica, lo que ocasiona una alteracion en la visién

que en esa situacion se ha denominado como visién tinel (Figura 4).
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Normal Retinosis pigmentaria

Figura 4 (tomada de Garin, 2014). Pérdida de vision periférica (efecto tinel) en la retinosis
pigmentaria. En el panel izquierdo se muestra como ve un paisaje una persona normal y en el panel
derecho se muestra el mismo paisaje visto por una persona que padece retinosis pigmentaria.

Debido a la muerte de los fotorreceptores, las células del epitelio pigmentario de la retina
migran hacia la capa nuclear externa donde residen los fotorreceptores con el fin de fagocitar
los restos de las células muertas. Esto se pone de manifiesto al producirse, como
consecuencia del progreso de las células epiteliales hacia la capa nuclear externa para realizar
la funcién que hemos mencionado, unos depdsitos del pigmento melanina en la retina de los

pacientes (Figura 5) (Jaissle et al., 2010).

Normal

Retinosis pigmentaria

Figura 5 (adaptada de Kolb et al., eds., 1995). Imagen de la retina por el oftalmoscopio, un
instrumento que se emplea para ver el fondo del ojo. En la imagen de la izquierda se observa la
retina de una persona normal con un fondo transparente. En la imagen de la derecha se observa la
retina de un paciente de retinosis pigmentaria con un fondo formado por manchas negras, que son
debidas a la migracién de las células epiteliales pigmentarias a la capa nuclear externa.

12
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La muerte celular de los fotorreceptores se manifiesta por anormalidades morfoldgicas en sus
segmentos externos y por una reduccion del grosor de la regién que comprende su capa

nuclear externa (Figura 6).

Normal

Bastones

0s Retinosis pigmentaria

Bastones

IS

« ONL
ONL
INL
INL
GCL
GCL

Figura 6 (adaptada de Fariss y Milam, 2009). Secciones de retina de un individuo normal
(izquierda) y de un paciente con retinosis pigmentaria (derecha), observadas por microscopia de
fluorescencia confocal de alta resolucion. La degeneracion de la capa de fotorreceptores es evidente
en la imagen del paciente. Se indican abreviadas las diferentes capas de la retina. Abreviaturas: OS e
IS (segmentos externo e interno de los fotorreceptores), ONL e INL (capa nuclear externa e interna) y
GCL (capa de células ganglionares).

Durante las manifestaciones tempranas de la enfermedad, las otras capas celulares retinales
muestran morfolégicamente una apariencia sana, pero cuando progresa mds la enfermedad
estas capas también se muestran afectadas. Para conseguir retrasar la retinosis pigmentaria, e
incluso para evitar la aparicién de sus sintomas, es muy importante realizar una deteccién
temprana de la enfermedad, ya que, de esta manera, pueden utilizarse a nivel clinico los
tratamientos que existen hoy en dia (ver mas adelante, apartado 4.5.2) antes de que comience
la degeneracion de los fotorreceptores. Estos tratamientos incluyen, como veremos,
antioxidantes, acidos grasos y factores neurotréficos. El estudio del electrorretinograma
(ERG) permite el diagnostico de la enfermedad. En este procedimiento se emplean electrodos
corneales y de superficie para medir la respuesta eléctrica de las células retinales tras
estimular el ojo del paciente con sefiales estdndar para este tipo de estudios. Asi, pueden

distinguirse entre anomalias funcionales de diferentes tipos celulares de la retina y, por tanto,
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puede tenerse una informacién aproximada del progreso de la enfermedad (Vincent et al.,
2013). Asimismo, el ERG puede poner de manifiesto anomalias precoces en la
fototransduccion, al detectar las sefiales electroquimicas incluso antes del comienzo de las

primeras alteraciones de la funcion visual (en concreto aqui, la ceguera nocturna).

4.5.1. Genes implicados en la retinosis pigmentaria

La retinosis pigmentaria presenta una gran heterogeneidad genética, ya que hasta la fecha se
han identificado mas de 50 genes cuyas mutaciones causan la enfermedad. Algunos de esos
genes son ademads responsables de otras sintomatologias que afectan a otros tejidos, como por
ejemplo el gen SAG que codifica para la arrestina y que causa la enfermedad de Oguchi,
donde los pacientes sufren una forma de ceguera nocturna por una adaptacién muy lenta a la
oscuridad (Waheed et al.,2012) o el gen USH2A que codifica para la proteina usherina y que
produce el sindrome de Usher tipo IIA, que ademds de la disfuncién visual produce una
pérdida en la audicion (Yang et al., 2010). La mayor parte de los genes cuyas mutaciones
causan retinosis pigmentaria codifican proteinas con una localizacién abundante, pero no
exclusiva, en los fotorreceptores, especialmente en los segmentos externos. Esto explica que

las primeras células afectadas en esta enfermedad sean precisamente los fotorreceptores.

Como se puede observar en la Tabla 1, existe un gran nimero de genes implicados en la
retinosis pigmentaria con tres patrones de herencia: autosémica dominante, autosomica
recesiva o ligada al cromosoma X (Rivolta er al., 2002; Daiger et al., 2007). También
mencionaremos tras describir en mas detalle estos tres tipos de herencia, algunas alteraciones

en el genoma mitocondrial que pueden dar origen a retinosis pigmentaria.
4.5.1.1. Patron de herencia autosomica recesiva

Este caso corresponde a la pérdida de funcién de ambos alelos de un mismo locus (Tabla
1A). Este patron de herencia se observa normalmente en los genes que codifican para
proteinas que intervienen en la transduccion de la sefial luminosa, como por ejemplo los
genes de canales al y B1 regulados por nucleétidos ciclicos, de las fosfodiesterasas 6A y 6B
y de la arrestina, y también en genes que codifican proteinas implicadas en el metabolismo de
la vitamina A y en el reciclaje de todo-trans-retinol a 11-cis-retinal, como por ejemplo los de
los canales de unién a ATP de la subfamilia A (ABC1), de la lecitina retinolaciltransferasa y
de la proteina de union a retinaldehido 1. El reciclaje de todo-trans-retinol a 11-cis-retinal

ocurre entre los fotorreceptores y las células del epitelio pigmentario, donde la molécula de
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todo-trans-retinol se retira de la membrana de los discos de los fotorreceptores y, mediante la
unidén a sus transportadores proteicos, puede llegar hasta las células del epitelio pigmentario.
Alli, mediante la actuacién de enzimas del reticulo endoplasmatico liso, el todo-trans-retinol
se convierte en 11-cis-retinal. Una vez sintetizada, la molécula 11-cis-retinal se transporta a
los discos de fotorreceptores donde se une a la opsina/rodopsina para poder excitarse de

nuevo mediante la sefial luminosa (Figura 7) (Lamb y Pugh Jr., 2006).

Tabla 1. Genes implicados en la retinosis pigmentaria

SIMBOLO PROTEINA CODIFICADA OTRASPATOLOGIAS
ABCA4 Miembro 4 de la subfamilia A del casete de | Degeneracion macular, Distrofia
unicn a ATP de conos v bastones
CERKL CERKL: DProtema parecida a ceramida | Distrofia de conos v bastones
quinasa
CNGAI Canal proteico ol de union a nucledtido | Ninguna
ciclico
CNGB1 Canal proteico [l de union a nucledtide | Ninguna
ciclico
CRE! Proteina homologa a Crumbs 1 Amaurosis congénita de Leber
LRAT Lecitina retinol aciltransferasa Amaurosis congenita de Leber
MERTK Tirosina quinasa del proto-oncogen c-mer Ninguna
NR2EZ Miembro 3 del receptor nuclear grupo E, | Smmdrome de incremento de
subfamilia 2 conos 5
NRL Proteina  retino-neural con cremallera de | Eetinosis pigmentaria dominante
leucina
PRCD Proteina de degeneracion progresiva de conos | Ninguna
v bastones.
PDE6A Fosfodiesterasa 6A Ninguna
PDEGE Fosfodiesterasa 6B Ceguera noctuma estacionaria
congenita
RGR Eeceptor acoplado a protema G retinal Esclerosis coroidal dominante
RHO F.odopsina Fetinosis pigmentaria dominante
RIBP] Proteina 1 de union a retinaldehida Distrofia de retina de Bothnia
RP? Proteina RP1 Fetinosis pigmentaria dominante
RP22 Desconocida Ninguna
RP25 Desconocida Ninguna
RP2S Desconocida Ninguna
RP292 Desconocida Ninguna
RP32 Desconocida Ninguna
RPE&S Proteina de 63 kDa especifica de EPE Amaurosis congénita de Leber
SAG Arrestina Enfermedad de Oguchi
TULP] Proteina 1 parecida a Tubbyw Amaurosis congénita de Leber
USH24 Proteina de Sindrome de Usher 2A Smdrome de Usher
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B. PATRON DE HERENCIA AUTOSOMICA DOMINANTE

SIMBOLO PROTEINA CODIFICADA OTRASPATOLOGIAS
C44 Anhidrasa carbonica IV Ninguna
CRX Protema Homeobox de conos v bastones Amaurosis congénita de Leber
FSCN2 Protema homologa a fascina 2 Ninguna
GUCAIB Protema activadora de guanilato ciclasa 1B Degeneracion macular
IMPDHI Inosina monofosfato deshidrogenasa 1 Amaurosis congenita de Leber
NRL Protema retino-neural con cremallera de Retinosis pigmentaria recesiva
leucina
PRPF3 Factor de procesamiento de pre-mENA 3 Ninguna
PRPFS Factor de procesamiento depre-mRNA 8 Ninguna
PRPF31 Factor deprocesamiento depre-mBEINA 31 Ninguna
RDS Peniferina 2 Degeneracion macular, Retinosis
pigmentaria digénica junto con
ROMI
RHO Rodopsina Retinosis pigmentaria recesiva,
Ceguera noctuma estacionaria
congenita
ROMI Proteina 1 demembrana del segmento externo | Retinosis pigmentaria digénica
dela retina junto con periferina 2
RPI Proteina EP1 Eetinosis pigmentaria recesiva
RPY Proteina RP9 Ninguna
RP31 Desconocida Ninguna
RP33 Desconocida Ninguna
SEMA44 Semaforina 4A Distrofia de conos v bastones
C. PATRON DE HERENCIA LIGADA AL CROMOSOMA X
SIMBOLO PROTEINA CODIFICADA OTRASPATOLOGIAS
RP2 Protena XRP2 Ninguna
RPs Desconocida Ninguna
RP23 Desconocida Ninguna
RP24 Desconocida Ninguna
RP34 Desconocida Ninguna
RPGR Proteimnareguladora de GTPasa deretinosis Distrofia de conos ligada al
pigmentaria cromosoma X, Ceguera nocturma
estacionaria congenita ligada a
CrOImOsOma -

‘ RDH5 Isomerasa
Trans Esier

Figura 7 (adaptada de Lamb y Pugh Jr., 2006).
Ciclo del retinoide. El reciclaje de retinoides ocurre

ROHS RO 3
RLBP1 5

en 4 etapas diferentes: (1) Liberacién del todo-trans-
retinol (cuadrado verde) de la membrana de los discos

CRAIBP@
AJ RAL SER

l IPM
7

de los fotorreceptores. (2) Transporte del todo-trans-
retinol unido a transportadores proteicos hasta las
células del epitelio pigmentario retinal (RPE, cuadrado

e/ S o - azul oscuro). (3) Conversion del todo-trans-retinol a
& \M - — -+ 11-cis-retinal (cuadrado azul claro) mediante enzimas
e —'1:&,;;;7'} del reticulo endoplasmatico liso (SER). (4) Transporte

o RDHS,”;‘;“‘“ del 11-cis-retinal a los discos de fotorreceptores

(cuadrado naranja) donde se une a opsina/rodopsina

I RHO, OPN1LW/MW/SW, SWS2, RH2 ‘

para poder excitarse de nuevo mediante la sefial
luminosa. Mutaciones en los genes de los recuadros

causan retinosis pigmentaria. Abreviaturas: OS, segmento externo; IPM, matriz inter-fotorreceptor;
RPE, epitelio pigmentario de retina; SER, reticulo endoplasmatico liso; RAL, retinaldehido. Enzimas
(en rojo): RDH, deshidrogenasa de todo-trams-retinol; LRAT, aciltransferasa de lecitina:retinol;
RDHS5, 11-cis-retinol deshidrogenasa. Proteinas chaperonas (en azul): IRBP, proteinas de unién a
retinol inter-fotorreceptor; CRBP, proteina de unién al retinol celular; RPE6S, proteina de 65 kDa del
epitelio pigmentario retinal; CRALBP, proteina de uni6n al retinal celular.
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4.5.1.2. Patron de herencia autosomica dominante

Se trata de un patréon de herencia bastante comun en la retinosis pigmentaria, en el que la
disfunciéon de un solo alelo de un /locus causa la patologia (Tabla 1B). En retinosis
pigmentaria, el gen mutado mas frecuentemente con este patron de herencia es el gen RHO
que codifica la rodopsina, una proteina esencial para el comienzo de la sefial luminosa y
situada en la membrana de los discos de los segmentos externos de los fotorreceptores (ver
Figura 3). La rodopsina es una proteina integral de membrana y su porcién proteica esta
unida a un derivado de la vitamina A, llamado 11-cis-retinal, que es sensible a la sefal
luminosa. Una vez excitado y mediante un proceso de isomerizacion, el 11-cis-retinal se
convierte en todo-frans-retinal y esto causa un cambio conformacional en la rodopsina que
sefiala el inicio de la fototransduccion (ver Figura 3) (Lamb y Pugh Jr., 2006; Larhammar et

al.,2009).

Otras proteinas que presentan este patrén de herencia son varias integrales de membrana
localizadas en la membrana plasmatica y en la de los discos en los segmentos externos de
fotorreceptores. Entre estas proteinas podemos destacar a la proteina del segmento externo de
retina, a la semaforina 4A y a la periferina 2. En este grupo de proteinas, cabe mencionar
también varias que intervienen en el “splicing” de los RNAs mensajeros, como son la
proteina Prp3 que se encuentra en la snRNP U4/U6 y que estd codificada por el gen PRPF3,
la proteina “pre-mRNA-processing-splicing factor 8” codificada por el gen PRPFS8, el “pre-
mRNA-processing factor 317 codificado por PRPF31 y la proteina retinosis pigmentaria 9
codificada por el gen RP9 (Towns et al., 2010).

4.5.1.3. Patron de herencia ligada al cromosoma X

Las mutaciones en algunos /oci presentes en el cromosoma X (Tabla 1C) pueden también
causar retinosis pigmentaria. Una de las proteinas de esta clase es la proteina XRP-2 que se
expresa abundantemente en los fotorreceptores. Esta proteina se localiza principalmente en la
membrana plasmadtica de las células y actia como una proteina GAP, es decir, como una
proteina que acelera la hidrélisis del GTP unido a proteinas G. En concreto, la XRP-2 de los
conos y bastones parece estar involucrada en el transporte desde el complejo de Golgi hasta

la membrana ciliar (Donaldson y Jackson, 2011).
4.5.1.4. Alteraciones en el genoma mitocondrial

Finalmente, ademas de las mutaciones en el genoma nuclear, se ha visto también que algunas

alteraciones en el genoma mitocondrial pueden dar origen a retinosis pigmentaria. Un
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ejemplo de ello es la disfuncion del gen mitocondrial ATP6 que codifica una subunidad que
opera junto al anillo de subunidades c en el canal de protones Fy, de la ATP sintasa
mitocondrial, que como es sabido es la responsable de la produccion por las células de la
mayor parte del ATP en condiciones aerdbicas. Debido a ciertas mutaciones en dicho gen, los
pacientes ademds de padecer retinosis pigmentaria presentan otras sintomatologias, como
ataxia y debilidad muscular, que se incluyen bajo el término NARP y que corresponde a

neuropatia, ataxia y retinosis pigmentaria (Nijtmans et al., 2001).

4.5.2. Tratamientos de la retinosis pigmentaria

Aunque no existe todavia una cura definitiva para las distrofias retinales, entre las que se
encuentra la retinosis pigmentaria, se investigan diversas formas para tratar de prevenir la
muerte celular de los fotorreceptores producida por mutaciones patoldgicas en diferentes loci.
Junto a su diagndstico precoz, para retrasar la aparicion de la retinosis pigmentaria, se
recomienda una dieta apropiada, un ritmo de vida saludable y una proteccién adecuada de los
ojos contra la luz solar. Ademas de esto, existen tratamientos algo mas especificos para
retrasar la manifestacion de la patologia que enumeramos a continuacién y que, aunque no

estan totalmente optimizados, podrian dar lugar a nuevas terapias para la enfermedad.
4.5.2.1. Factores neurotroficos y de crecimiento

Aunque se siguen estudiando mas profundamente sus efectos a nivel de investigacion basica,
constituyen ya uno de los tratamientos que se utilizan hoy en dia a nivel clinico, puesto que
ha podido comprobarse que su uso previene la muerte celular y aumenta la supervivencia de
los fotorreceptores. Entre estos factores podemos citar el neurotréfico ciliar, el neurotréfico
derivado del cerebro, el de crecimiento de fibroblastos, etc. Su uso tiene el inconveniente de
la dificultad que tienen dichos factores para acceder a los fotorreceptores, ya que deben
atravesar la barrera hematorretiniana. Ademads, cuando se suministran, pueden producir el
crecimiento y la proliferacién de otros tipos celulares, lo que puede dar lugar a anomalias no

deseadas (Birch et al., 2013).
4.5.2.2. Trasplante de fotorreceptores

Este es un método esperanzador en la cura de la retinosis pigmentaria, ya que su uso puede
restablecer las funciones de los fotorreceptores que se han perdido. Existe una limitacién
importante en ese tratamiento que deriva de la muerte de los fotorreceptores trasplantados. En

la retina, los fotorreceptores estdn en contacto fisico entre si y controlan su supervivencia
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secretando diferentes tipos de factores de supervivencia, tanto de células del mismo tipo
(conos y bastones) como de diferente tipo. Por eso, los fotorreceptores alterados en los
pacientes de retinosis pigmentaria, afectarian también a los fotorreceptores sanos recién
introducidos en la retina y, como resultado de estas interacciones, los fotorreceptores
trasplantados acabarian también muriendo por apoptosis (Pearson et al., 2012). Por eso es
importante combinar el implante de nuevos fotorreceptores con la adicion de factores de
supervivencia, ya que estos impiden esa muerte por apoptosis de los fotorreceptores recién

introducidos.
4.5.2.3. Implante de células troncales

Una de las estrategias terapéuticas mds recientes consiste en la introduccién de células
troncales en la retina para tratar de reemplazar los fotorreceptores muertos. En esta terapia
hay que impedir, en un primer paso, la muerte de los fotorreceptores del paciente mediante el
empleo de factores neurotréficos, para después inducir, en las células troncales introducidas
en la retina, la diferenciacion hasta fotorreceptores u otras células retinales perdidas con el fin

de que establezcan las conexiones adecuadas entre ellas (Tucker et al., 2014).
4.5.24. Terapia génica

Otra estrategia para el tratamiento de la retinosis pigmentaria consiste en la introduccion del
gen mutado en la retina de los pacientes. De esta forma, el gen introducido codifica para una
proteina funcional que sustituirfa a la alterada en los pacientes. Debe aplicarse en las etapas
tempranas de la enfermedad, cuando la mayoria de los fotorreceptores atun funcionan. Los
dos principales métodos que se estdn investigando intensamente para actuar como vehiculos
que transporten e integren el transgen en el genoma de los fotorreceptores son los adenovirus
y diferentes tipos de nanoparticulas. En cualquier caso, conviene recordar que para poder
aplicar adecuadamente este tipo de terapia es necesario conocer en detalle el gen que esta

mutado y cudl es su funcién (Petrs-Silva y Linden, 2014).

4.5.2.5. Acidos grasos

Los 4cidos grasos juegan un papel importante en el correcto funcionamiento de los
fotorreceptores ya que, ademds de desempefiar numerosas funciones, constituyen un
componente fundamental de los discos que se encuentran en los segmentos externos de estas
células. Los &cidos grasos son un factor clave en el transporte vesicular de componentes
esenciales de los discos, como el de la proteina rodopsina, que parte del complejo de Golgi y

que se dirige a los segmentos externos de los fotorreceptores. Entre estos dcidos grasos hay
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que mencionar el dcido docosahexaenoico (DHA), un 4cido graso de la serie omega 3 que
posee una larga cadena insaturada de hidrocarburos y que, en comparacién con otros tejidos,
se encuentra en una elevada concentracion en la retina, sobre todo en los conos y los bastones
donde constituye la mayor parte de los acidos grasos de los discos. Por tanto, su correcto
reciclaje es importante para el funcionamiento adecuado de los fotorreceptores. Por ello, son
varios los estudios que afirman que el DHA es muy eficaz para ralentizar y retrasar los
sintomas de la retinosis pigmentaria, ya que afladiendo este acido graso a la dieta se observa
una proteccion frente a la muerte de los fotorreceptores y un aumento en su supervivencia
(Politi et al., 2001; Bazan 2009). Ademds, al ser un producto final en el metabolismo de los
acidos grasos, puede tener un gran valor terapéutico para el tratamiento, no solo de

retinopatias, sino también de otros tipos de patologias.
4.5.2.6. Antioxidantes

Debido a su exposicién a la luz, la produccién de radicales libres en la retina es muy elevada.
En las retinopatias, entre las que se encuentra la retinosis pigmentaria, los niveles de estos
radicales libres aumentan y causan dafios a diversos componentes celulares por su alta
capacidad oxidativa, lo que resulta, finalmente, en la muerte celular. Puesto que los
antioxidantes son unos componentes indispensables para neutralizar los radicales libres, la
incorporacién en la dieta de los enfermos de una dosis adecuada de antioxidantes tendria
efectos beneficiosos para evitar la muerte celular de los fotorreceptores. Entre los
antioxidantes que se han utilizado se incluyen antocianinas, carotenoides y retinoides, como
la luteina, la zeaxantina y el 4cido retinoico, el dcido a-lipoico, la vitamina E, la coenzima

Q10, el glutation reducido, la vitamina C y la taurina (Komeima et al., 2007).

Las antocianinas son unos pigmentos hidrosolubles que absorben los fotones de alta energia
(correspondientes a la franja espectral azul) y neutralizan las especies reactivas de oxigeno,
protegiendo asi a los fotorreceptores frente a estos agentes que se han producido por la
exposicion a la luz. Los carotenos son unos pigmentos liposolubles de gran importancia en la
visién y que intervienen en la activacion de la rodopsina. Los retinoides, por su parte,
también tienen una alta capacidad de combatir los radicales libres, por lo que son capaces de
proteger a las células frente al dafo oxidativo. De hecho, existe una amplia variedad de genes
mutados en la retinosis pigmentaria cuyas funciones son importantes para la sintesis y el
reciclaje de los retinoides (Perusek y Maeda, 2013). El acido a-lipoico protege a los dcidos
grasos de las células de la lipoperoxidacion, ayudando asi a las células a mantener sus

membranas lipidicas intactas y sin alteraciones. La vitamina E es un potente quelante de los
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radicales libres. La coenzima Q10 es un lipido que se encuentra en varias membranas, como
la membrana interna de las mitocondrias, donde es un componente esencial de la cadena de
transporte de electrones por lo que contribuye a la produccion eficaz del ATP por las
mitocondrias. Ademds, debido a su capacidad redox, la coenzima Q10 puede neutralizar los
radicales libres. El glutation se sintetiza inicialmente a partir del L-glutamato y la L-cisteina
en el higado. Existe en forma reducida y oxidada (esta dltima formando el disulfuro de
glutatiéon, con un puente disulfuro entre dos moléculas de glutation) y por eso posee una
elevada capacidad antioxidante, neutralizando los radicales libres. Ademds, ayuda a que otros
antioxidantes, como las vitaminas C y E, se encuentren en su forma reducida que, por tanto,
estd preparada para captar los electrones y neutralizar los radicales libres (Komeima et al.,
2006). La taurina es un acido organico que se considera como un derivado del aminoacido
cisteina y que interviene en la formacion de la bilis. Esta altamente concentrada en la retina y
reduce los productos de la oxidacién producida por los radicales libres en las membranas
celulares (Pasantes-Morales et al., 2002).

Por tanto, se considera que el suministro a los pacientes de retinosis pigmentaria de una
mezcla adecuada de algunos de estos antioxidantes, como suplemento en la dieta, combatiria
eficazmente las especies reactivas de oxigeno producidos en la retina, evitando la muerte de

los fotorreceptores y retrasando asi la aparicion de los sintomas de la patologia.

S5.CERKL

Uno de los genes mutados en la retinosis pigmentaria es CERKL y el estudio de la proteina
que codifica es el objeto de esta tesis. Fue identificado, en 2004, como causante de esta
patologia por el grupo de la Dra. Roser Gonzalez-Duarte de la Universidad de Barcelona,
cuando estudiaron una familia espafola con varios miembros afectados por retinosis
pigmentaria (Tuson et al., 2004). Aunque las mutaciones patologicas de CERKL estidn
asociadas con la retinosis pigmentaria, hay estudios (Alemén et al., 2009) que las asocian
ademas con la distrofia de conos y bastones (ver apartado 4.2). Este gen esta localizado en la
region q31.3 del cromosoma 2 y debe su nombre (CERKL, que es la abreviatura de
“CERamide Kinase Like”) a la alta homologia de la proteina que codifica con la proteina
CERK (“CERamide Kinase”). Esta es una quinasa de lipidos que fosforila varias especies de
ceramidas y que se encuentra en varias localizaciones, incluyendo el citosol, la red trans-

Golgi y los endosomas (Lamour ef al., 2007).
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5.1. CARACTERISTICAS DEL GEN CERKL Y DE LA PROTEINA QUE CODIFICA

El gen CERKL esta formado por 13 exones y codifica en humanos 6 isoformas de la proteina
que se producen mediante “splicing” alternativo (Figura 8). El nimero de isoformas varia
dependiendo de la especie y asi, existen 7 isoformas en el raton por ejemplo (Vekslin y Ben-
Yosef, 2010), mientras que en pez cebra, rana o pollo el nimero de estas es de 3,2 o 5,
respectivamente (Riera et al., 2013). La isoforma mds conservada entre especies es la
isoforma a (CERKLa), que tiene 532 aminodacidos (ver la primera de todas las isoformas en la
Figura 8). CERKL tiene una expresion que es especifica de tejido. Sus niveles son mayores
en la retina y en el cerebro, aunque también se expresa, con niveles mucho més bajos, en
células del epitelio pulmonar y en el rifion (Tuson er al., 2004). Si bien la proteina esta
presente en mayor cantidad en el citoplasma celular (Tuson et al., 2009), contiene, en su
porcion N-terminal, dos sefiales de entrada al nucleo y, en su porcion C-terminal, tiene
también sefiales de salida del nicleo, lo que indica su posible ciclaje entre el nicleo y el
citoplasma (Inagaki et al., 2006). Existe controversia respecto a su localizaciéon en el
citoplasma, pero parece que CERKL no se asocia ni a mitocondrias ni a varios componentes
del sistema endosomal-lisosomal (lisosomas, endosomas tempranos y tardios) (Tuson et al.,
2009). Aunque se ha descrito la asociaciéon de CERKL con el reticulo endoplasmatico y con
el complejo de Golgi (Tuson et al., 2009), otros trabajos no han encontrado esa asociacion
(Bornancin et al., 2005). En la retina, CERKL se expresa de forma abundante en los conos,
donde esta presente tanto en los nucleos como en los segmentos externos. También se
expresa con un nivel elevado en la células ganglionares y, en menor cantidad, en las células

bipolares de la retina (Mandal et al., 2013).

Se han identificado (ver la Figura 8) tres dominios en la proteina CERKLa (CERKL WT). En
primer lugar, existe un dominio del tipo PH (“Pleckstrin Homology”) situado en la porcién
N-terminal de la proteina y que comprende los aminoacidos 48 hasta el 160. Se han descrito
dos funciones diferentes para estos dominios, una de unién a lipidos y otra de unién al
citoesqueleto. Un segundo dominio en la proteina CERKL WT es el DAGK (DiAcyl
Glycerol Kinase), que se encuentra entre los aminodcidos 165 y 332 y que se ha identificado
también en varias quinasas de lipidos (de diacilglicerol, de ceramida o de esfingosina).
Finalmente, existe un tercer dominio en la porcién C-terminal de la proteina que es muy
parecido al dominio de unién a la calmodulina de la proteina CERK (Vekslin y Ben-Yosef,

2010) y que, en principio, podria relacionarse con algun tipo de regulacion por calcio.

N
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Figura 8 (adaptada de Vekslin y Ben-Yosef, 2010). El gen CERKL y su “splicing’”’ en humanos.
Arriba a la izquierda se puede observar el gen CERKL y abajo las diferentes variantes que se generan
mediante “splicing” alternativo. A la derecha se puede ver el producto proteico de cada variante. Los
cuadrados negros representan los exones y los rojos los exones de “splicing” alternativo. En las
proteinas codificadas se muestran los dominios de “pleckstrin homology” (PH), de “diacyl glycerol
kinase” (DAGK) y el que se parece al dominio de unién a calmodulina de la proteina ceramida
quinasa (CERK). También se muestran en las proteinas el comienzo y el final de cada dominio, los
exones que la codifican (abajo) y la masa molecular de cada una en kDa (derecha).

5.2. MUTACIONES DEL GEN CERKL QUE CAUSAN RETINOSIS PIGMENTARIA

Se han identificado diferentes mutaciones patoldgicas en el gen CERKL (ver Tabla 2) y todas
ellas actian de forma recesiva. Las mutaciones mds frecuentes se pueden agrupar en tres
clases diferentes. La primera corresponde a mutaciones que causan la conversiéon de un
aminoécido en un codén de parada y que, por tanto, dan lugar a proteinas truncadas. Este es
el caso de la conversion de la citosina 769 a timina dentro del ex6n 5 del gen CERKL y que
produce un cambio en la codificacion de la arginina 257 por un codon de parada (Tuson et
al., 2004). Esta mutacién (R257X), que fue identificada en una familia espafiola en 2004, da
origen a una forma severa de retinosis pigmentaria con degeneraciéon macular y depdsitos
periféricos de pigmentos. Otro caso dentro de esta misma primera clase consiste en la

conversion del codon que codifica el residuo cisteina 362 del exén 8 del gen en un codén de
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parada (Alemdn et al., 2009). Esta mutacidén se encontrd asociada en heterocigosis a la

mutacién R257X anterior.

Una segunda clase de mutaciones corresponde a aquellas que causan un cambio en la pauta
de lectura, alterando la secuencia de aminodcidos que existe tras el lugar donde se ha
producido este. Un ejemplo de este tipo de mutaciones en el gen CERKL es la conversion de
la guanina 238+1 en una adenina, lo que altera el “splicing” del intrén 1 en el RNA
mensajero. Esta mutacion se encontrdé por primera vez en una familia yemeni y produce una

sintomatologia de la enfermedad muy severa y temprana (Auslender et al., 2007).

Tabla 2. Mutaciones del gen CERKL que producen retinosis pigmentaria

CAMBIO EN LA
PROTEINA

MUTACION

FENOTIPO REFERENCIA

Retinosis pigmentaria
severa, Degeneracion
c.769C=T pR257X macular v depdsito de Tuson eral., 2004
pigmentos periféricosen la
retina
Retinosis pigmentaria
severa y temprana

c.1086C=T p.C362X Aleman et al.. 2009

Alteracion del“splicing™

del intrdn 1, provocando Retinosis pigmentaria
c238+1G=A 1P pig Auslender ez al., 2007
un cambio en la pauta de | temprana v muy severa
lectura
Retinosis pigmentaria .
C318A>G p.R106S PIg Alieral., 2008

moderada v mas tardia
Retinosis pigmentaria,
¢.375C=G p.Cl125W distrofia de conos v Littink er al., 2010
bastones y atrofia macular
Distrofia de conos v
bastones que comienza por
la periferia de la retina
c.734T=C p.L245P afectando a la zona central
de forma tardia,
disminuyvendo la agudeza
visual

Khan v Abu-Safieh..
2014

La tercera clase de mutaciones corresponde a aquellas que causan un cambio puntual en un
unico aminodcido. Dos ejemplos de estas son la conversion de la arginina 106 en serina y que
fue identificada en 2008 en una familia paquistani (Ali et al., 2008) y la conversion de la
cisteina 125 en triptéfano que fue identificada en 2010 (Littink et al., 2010). Ambas
mutaciones se encuentran en el dominio “pleckstrin homology” de la proteina, lo que indica
la importancia de este dominio para su funcionalidad. Otra de estas mutaciones puntuales,

que fue identificada por primera vez en una familia saudi, ocurre cuando el residuo de leucina
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245 de CERKL se convierte en prolina (Khan y Abu-Safieh, 2014). Los pacientes con esta
mutacion sufren una distrofia de los fotorreceptores (la tipica RCD por “rod-cone dystrophy”,
ver apartado 4.2) que inicialmente ocurre de forma periférica, pero que con el tiempo afecta

al centro del campo de visién y a la agudeza visual.

5.3. POSIBLES FUNCIONES DE LA PROTEINA CERKL

La funcién de la proteina CERKL es desconocida. En un primer momento, debido a su
dominio DAGK y su alta homologia con la proteina CERK, se pens6 que su funcidn seria la
de fosforilacion de ceramidas. Sin embargo, diversos estudios, tanto in vitro con cultivos
celulares como in vivo generando ratones “knockout” de CERKL, no han obtenido ninguna
evidencia de que esta proteina, a diferencia de lo que ocurre con CERK, tenga algin papel en
la fosforilacion de ceramidas o incluso en la de otros lipidos (Graf et al., 2008; Nevet et al.,

2012).

En los estudios con modelos animales y en contra de lo que se esperaba, los ratones
“knockout” que se han generado no presentan alteraciones visuales severas (Graf et al., 2008;
Garanto et al., 2012). Més recientemente, sin embargo, se han generado modelos
“knockdown” de CERKL en pez cebra (Riera et al., 2013) utilizando oligonucleétidos de 25
bases del tipo morfolino (Summerton y Weller, 1997) para reducir la expresion de CERKL al
unirse especificamente a la secuencia de su RNA mensajero e inhibir su traduccion. En esas
condiciones, si pudieron ponerse de manifiesto diversas anomalias en el desarrollo del ojo
(Riera et al.,2013). Ademas, las células retinales en estos modelos son mas sensibles al estrés
luminoso y se observa una mayor muerte celular, especialmente en las células fotorreceptoras
(Li et al., 2014). De hecho, en otro estudio se pudo comprobar el papel protector de la
proteina CERKL en células cultivadas frente a un estrés oxidativo causado por agua
oxigenada (Tuson et al., 2009), ya que ese estrés se reducia de manera significativa cuando se

superexpresaba la proteina CERKL.

Otra de las estrategias utilizadas para poder entender mejor la funciéon de CERKL ha sido
identificar las proteinas que interaccionan con ella mediante procedimientos de doble hibrido
o de inmunoprecipitacion y “pull-down”. Una de las proteinas identificadas en estos estudios
ha sido la proteina activadora de guanilatociclasa 1 (GCAP1), que es un sensor de calcio
localizado en los segmentos externos de los fotorreceptores y que interviene en la

fototransduccion. La interaccion de CERKL con esta proteina depende de la presencia del
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calcio. En el mismo estudio se identific6 ademds a la recoverina, que también interviene en la
fototransduccién, como otra proteina que interacciona con CERKL (Nevet et al., 2012).
Finalmente, otra proteina que interacciona con CERKL fue identificada en un estudio mas
reciente. Se trata de la proteina mitocondrial tiorredoxina 2 (TRX2) implicada en funciones
antioxidantes y cuya interaccién con CERKL mantiene a TRX?2 en su estado redox reducido
que, por tanto, debe ayudar a proteger a las células frente a los radicales libres (Li et al.,

2014).

6. OBJETIVOS DE LA TESIS

En resumen, la funcién biol6gica de CERKL a nivel molecular no estd ain bien definida y
conocerla serfa un paso importante para comprender su papel en la retina y para explicar por
qué mutaciones en el gen que la codifica producen retinosis pigmentaria. Por eso, en esta

tesis nos hemos planteado dos objetivos principales para poder aproximarnos al

conocimiento de la funcién de CERKL:

1- Estudiar en detalle la localizacién intracelular de CERKL WT y de los mutantes

patogénicos mediante técnicas microscépicas y de subfraccionamiento celular.

2- Identificar las interacciones de CERKL con proteinas y con otras moléculas mediante
técnicas de andlisis masivo, compardndolas con las que presentan los mutantes

patogénicos.
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METODOLOGIA

1. MATERIALES EMPLEADOS

1.1. LINEAS CELULARES DE MAMIFERO Y MEDIOS DE CULTIVO

Las lineas celulares utilizadas en este estudio fueron las siguientes:

COS-7: fibroblastos de rifion de mono verde africano (Cercopithecus aethiops).

HeLa: células epiteliales humanas (Homo sapiens) procedentes de un adenocarcinoma
cervical.

HEK-293T: células embrionarias de rifion humanas (Homo sapiens).

661W: células derivadas de fotorreceptores de ratén (Mus musculus).

SH-SYSY: células de neuroblastoma humanas (Homo sapiens).

Las lineas celulares COS-7, HEK-293T y HeLa se obtuvieron de la “European
Collection of Animal Cell Cultures” (Salisbury, UK). Las células SH-SYS5Y se
obtuvieron de la “American Type Culture Collection” (ATCC, LGC Standards). Las
células 661W (Fitzgerald er al., 2008) fueron cedidas por la Dra. Roser Gonzalez-
Duarte de la Universidad de Barcelona. Todas esas lineas celulares se cultivaron en
medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Dulbecco y Freeman 1959; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.), suplementado con 10% (v/v) de suero bovino fetal
(FBS), L-glutamina (4 mM), penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 pg/ml); todos
estos productos procedentes de Gibco Invitrogen Co. (Carlsbad, CA, EE.UU.). El medio
de cultivo de las células 661W se suplement6 con 0,002% de 2-mercaptoetanol (Sigma-
Aldrich).

Para la diferenciaciéon de las células SH-SY5Y se cultivaron en medio DMEM
suplementado con 0,5% de FBS y 4cido retinoico 10 yuM (Sigma-Aldrich) durante 36
horas.

Donde esta indicado, las células se han tratado con leptomicina B (40 nM), actinomicina
D (1 ug/ml) y a-amanitina (100 g g/ml) durante 2 horas o con cicloheximida (CHX; 100
ug/ml) durante los tiempos indicados. Todos estos productos procedian de Sigma-
Aldrich. Todas las lineas celulares se mantuvieron en un incubador TC2323 Shel Lab.
de Sheldon Manufacturing Inc. (Cornelius, OR, EE.UU.) a una temperatura de 37 °C y

una atmdsfera con un porcentaje de CO; del 5%. Todo el trabajo con cultivos celulares
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se realiz6 en una campana de flujo laminar Bio II A de Telstar Industrial (Terrassa,

Espafia).

1.2. BACTERIAS

La cepa de Escherichia coli utilizada para las transformaciones, obtencién de clones y
crecimiento de los plasmidos fue la DHS5a.. Las bacterias se cultivaron en medio LB
(Luria-Bertani) (1% bactotriptona, 1% NaCl, 0,5% extracto de levadura; Sambrook et
al., 1989) suplementado con 100 ug/ml de ampicilina (Sigma-Aldrich).

Para la preparacién y transformacion de células competentes, la purificacion de
plasmidos, el aislamiento de fragmentos de DNA y las clonaciones se ha seguido la

metodologia descrita en el libro Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Sambrook

etal., 1989).

1.3. PLASMIDOS

Los plasmidos utilizados en este estudio fueron:

pCDNA-CERKL WT-HA: derivado del vector pPCDNA (Clontech Laboratories, Inc.,
Mountain View, CA, EE.UU.) que contiene el cDNA codificante de la isoforma a de la
proteina CERKL (NM_201548.4) marcado con el epitopo HA (YPYDVPDYA). Este
vector fue generado en el laboratorio de la Dra. Roser Gonzalez-Duarte de la
Universidad de Barcelona.

pCDNA-CERKL WT-Flag: derivado del vector pPCDNA (Clontech Laboratories, Inc.)
que contiene, ademds del cDNA codificante de la isoforma a de la proteina CERKL
(NM_201548.4), el epitopo Flag (DYKDDDDK). Este pldsmido fue generado en el
laboratorio para la realizacion especifica de este trabajo.

pCDNA-CERKL 1-256: derivado del vector pCDNA (Clontech Laboratories, Inc.) que
contiene el cDNA codificante de esta variante mutante de CERKL, cedido por la Dra.
Roser Gonzalez-Duarte de la Universidad de Barcelona.

pEAK-10-Flag-GFP: derivado del vector pEAK-10 que contiene el cDNA codificante
de la proteina GFP. Este plasmido fue cedido amablemente por el Dr. Adrian T. Ting
(Mount Sinai School of Medicine, New York, EE.UU.).
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PEGFP-LC3: derivado del vector pEGFP que contiene el cDNA codificante de la
proteina LC3 fusionada con GFP. Este plasmido fue cedido amablemente por el Dr.

Mizushima (Tokyo Metropolitan Institute of Medical Sciences, Tokio, Japon).

1.3.1. Mutantes puntuales

Para la generacion de los mutantes puntuales utilizados en este trabajo utilizamos el kit
“QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis” (Stratagene/Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, EE.UU.), siguiendo el protocolo del fabricante. Los oligonucleétidos

utilizados para cada una de las construcciones se indican en la Tabla 3.

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados para la generacion de mutantes puntuales

MUTANTE OLIGO SECUENCIA (5’-3%)

R106S Directo CTGTGAAACTGAAACGGAGTTGTTCTG

Reverso | CAGAACAACTCCGTTTCAGTTTCACAG

Directo TAGGTATCACACTCTTCATCTGGTTGAAAAAGGAACAAAATAAACT
C125W Reverso | AGTTTATTTTGTTCCTTTTTCAACCAGATGAAGAGTGTGATACCTA

Directo TTTAAGTGAAGACCACTGTGACATAGCGTTTAGACAGTTCAAGAAAATATTG
WISIA Reverso | CAATATTTTCTTGAACTGTCTAAACGCTATGTCACAGTGGTCTTCACTTAAA

En rojo se indican los tripletes que cambian con respecto al cDNA de CERKL WT y que codifican para
el nuevo aminoécido y en rojo mds intenso se han destacado los nucleétidos que cambian con respecto a
la secuencia original (R106: CGT ; C125: TGC; W151: TGG).

La inserciéon de la mutacion se comprobé mediante secuenciacion, analizando la
secuencia obtenida con el programa 4Peaks (Nucleobytes B.V., Amsterdam, Paises
Bajos) y la correcta expresion de las distintas proteinas se analizé mediante Western

blot (Figura 9).
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Figura 9. Mutantes puntuales de CERKL. (A)
Andlisis de la secuencia de los plasmidos
generados. Se muestra la secuencia obtenida al

t:% C(oo +  secuenciar los plasmidos que codifican para CERKL

~ Y9 +2  WT (columna izquierda) y los distintos mutantes

B S o0 o = generados (columna derecha, de arriba a abajo:
R106S, C125W y W151A). El recuadro rojo marca el

FLAG .. weme - triplete que codifica para los aminodcidos cambiados.

(B) Comprobacion de la expresion de los distintos
mutantes. Se transfectaron células HEK-293T con los
ACTINA o e wmee === plismidos que codifican las distintas proteinas y el
epitopo Flag y, tras 48 horas, se recogieron los
extractos celulares y se analizé la expresion de las
diferentes formas de CERKL mediante Western blot.
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14.REACTIVOS

1.4.1. Compuestos utilizados

A continuacién se enumeran, por orden alfabético, los principales productos utilizados

en este trabajo.

Los productos procedentes de la casa comercial VWR Merck (Radnor, PA, EE.UU.)
fueron: acetona, acido tricloroacético, amonio peroxidisulfato, CaCl,, desoxicolato de
sodio, glicerol, KCI, KH,PO4, NaCl, Na,COs, NaF, Na,HPO4-2H,0, NaOH, NasP,07,
NH4Cl, Nonidet P-40, sacarosa, tartrato sddico-potdsico, TEMED y Tris (Tris-

hidroximetil-aminometano).

De la casa Sigma-Aldrich fueron: 2-mercaptoetanol, a-amanitina, dcido retinoico,
actinomicina D, albiimina de suero bovino (BSA), arsenito de sodio, azida sédica, azul
de bromofenol, cicloheximida, citrato trisédico, colchicina, CuSO,, DAPI (4’,6-
diamidino-2-fenilindol dihidrocloruro), EDTA, fluoruro de fenilmetanosulfonilo
(PMSF), reactivo de Folin-Ciocalteau, leptomicina B, MgCl,, Na;VQ,, pepstatina,
péptido Flag, proteinasa K, ribonucleasa A (RNasa A), rojo Ponceau, sulfato de

dextrano, Tritén X-100, Tween-20 y yoduro de propidio.

Finalmente, los productos que proceden de casas comerciales diferentes a las anteriores
fueron los siguientes: acrilamida de Amresco Inc. (Solon, OH, EE.UU.), bactotriptona y
extracto de levadura de Pronadisa (Torrejon de Ardoz, Madrid, Espana), ditiotreitol
(DTT), dodecil sulfato de sodio (SDS) y formamida de USB (Cleveland, OH, EE.UU.),
glicina y geneticina (G418) de Roche (Roche Diagnostics, Basel, Suiza), HCl y NaOH
de Fisher Scientific-Afora  (Barcelona, Espafia), HEPES (4cido  N-2-
hidroxietilpiperacina-N'-2'-etanosulfénico) de  Serva  (Heidelberg, Alemania),
isopropanol y etanol de Scharlab (Sentmenat, Barcelona, Espafia) y leupeptina de

Peptide Institute (Osaka, Japén)
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1.4.2. Anticuerpos utilizados

Los anticuerpos utilizados en este estudio se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Anticuerpos utilizados

ANTICUERPOS UTILIZADOS PARA INMUNOFLUORESCENCIA

PROTEINA RECONOCIDA| ORIGEN/DILUCION | CASA COMERCIAL REFERENCIA

ACETIL-a-TUBULINA Rat6n/1:100 Abcam' ab24610

ADFP Conejo/1:100 Abcam ab52355

B-TUBULINA Conejo/1:100 Abcam ab6046

CALNEXINA Conejo/1:100 Abcam ab10286

EDC4 Conejo/1:100 Cell Signaling” 2548

EEA1 Conejo/1:100 Cell Signaling 2411

elF3B Conejo/1:100 Abcam ab40799

elFAE Conejo/1:200 Abcam ab1126

ERGIC53 Conejo/1:100 Sigma-Aldrich E-1031

HA Ratén/1:100 Abcam ab18181

LAMP2a Ratén/1:100 Abcam ab25631

P62 (SQSTM1) Conejo/1:100 Enzo’ PW-9860-0025

PABP Conejo/1:300 Abcam ab21060

PERICENTRINA Conejo/1:100 Abcam ab4448

POLIUBIQUITINA Rat6n/1:200 Enzo PW-0150-0025

RPS3 Conejo/1:100 Cell Signaling 2579

TGN46 Conejo/1:100 Abcam ab50595
ANTICUERPOS UTILIZADOS PARA WESTERN BLOT

ACETIL-0-TUBULINA Rat6n/1:1.000 Abcam ab24610

ACTINA Ratén/1:10.000 Sigma-Aldrich A-2066

CALNEXINA Conejo/1:1.000 Abcam ab10286

EGFR Rata/1:1.000 Abcam ab231

elF3B Conejo/1:2.000 Abcam ab40799

FLAG Ratén/1:5.000 Sigma-Aldrich F3165

GAPDH Conejo/1:1.000 Trevigen® 2275-PC-1

HA Rat6n/1:1.000 Abcam ab18181

HISTONA H3 Conejo/1:2.000 Cell Signaling 9715

HSP70 Conejo/1:2.000 Enzo ADI-SPA-812D

LAMINA Conejo/1:2.000 Abcam ab16048

PABP Conejo/1:2.000 Abcam ab21060

PORINA Conejo/1:1.000 Abcam ab3434

RNasa A Conejo/1:1.000 Abcam ab6610
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RPL26 Conejo/1:2.000 Abcam ab59567
RPS3 Conejo/1:2.000 Cell Signaling 2579
RPS6 Conejo/1:2.000 Cell Signaling 2217
a-TUBULINA Conejo/1:2.000 Abcam ab126165
B-TUBULINA Conejo/1:2.000 Abcam ab6046
VIMENTINA Rat6n/1:1.000 Abcam Ab8069
ANTICUERPOS SECUNDARIOS

IgG-RATON-HRP 1:10.000 Sigma-Aldrich A-4416
IgG -CONEJO-HRP 1:10.000 Sigma-Aldrich A-6154
IgG -RATA-HRP 1:7.500 Sigma-Aldrich A-9037
IgG -RATON-ALEXA 488 1:400 Invitrogen A11001
IgG -CONEJO-ALEXA 594 1:400 Invitrogen A11012

" Abcam (Cambridge, Reino Unido)

? Cell Signaling (Beverly, MA, EE.UU.)

3 Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY, EE.UU.)

4 Trevigen (Gaithersburg, MD, EE.UU.)

1.5. TAMPONES Y OTRAS SOLUCIONES

Los principales tampones y soluciones usados en este trabajo fueron:

Solucién de “stripping”: glicina 0,1 M, ajustada a pH 2,3.
Solucién de Lowry A: Na,CO3 20 mg/mL y NaOH 4 mg/mL.

Solucién de Lowry B: tartrato sédico-potasico 10 mg/mL y CuSO4 5 mg/mL.

Tampén de carga de Laemmli para SDS-PAGE (electroforesis en gel de
poliacrilamida): Tris-HCI 62,5 mM, glicerol 10%, SDS 2,5%, 2-mercaptoetanol 5% y

azul de bromofenol 0,001%, ajustado a pH 6,8.
Tampodn de electroforesis: Tris 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0,1%, pH 8 3.

Tampodn de transferencia: Tris 25 mM y glicina 192 mM, pH 8,3.

Tampén fosfato salino (PBS): NaCl 136,9 mM, Na,HPO42H,0 16 mM, KH,PO4 1,47
mM y KCl 2,68 mM, ajustado a pH 7,2-7 4.

Tampén HBS: HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, KCI 5 mM, MgCl, 1 mM y CaCl, 2,5
mM, pH 7,3.

Tampén HEBS: HEPES 50 mM, NaCl 300 mM y Na,HPO4 1,5 mM, pH 7,05

Tampén RIPA: Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, SDS 0,1%, Nonidet P-40 1%,

desoxicolato de sodio 0,5 %, suplementado con leupeptina 100 uM y PMSF 1 mM y
ajustado a pH 7.8.

Tampén Tris salino (TBS): Tris 50 mM y NaCl 150 mM, ajustado a pH 7 4.
TBS-Tween (TBS-T): TBS suplementado con Tween 0,05 %.
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Tampédn de lisis para inmunoprecipitacidon: 1% Tritéon X-100, NaCl 150 mM y Tris/HCI
20 mM, ajustado a pH 7 4.

Tampon de elucidn para inmunoprecipitacion: Tris 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0,2
mM, Tritén X-100 0,1% y glicerol 15%, ajustado a pH 7 4.

Tampén para la incubacién de anticuerpos para Western blot: BSA 2% y azida sodica
0,05% en TBS-T.
Tampén citrato sédico salino (SSC) 2x: NaCl 0,3 M vy citrato trisédico/HCI 30 mM,

ajustado a pH 7,0.
Tampén Tris-EDTA: Tris/HCI 10 mM, EDTA sal disédica 1 mM, ajustado a pH 8.0.

2. METODOLOGIA UTILIZADA

2.1. MANIPULACION DE CULTIVOS CELULARES

2.1.1. Transfeccion transitoria de cultivos celulares

Para la transfeccion transitoria de los cultivos celulares se emplearon diferentes agentes
en funcién del tipo celular. Para las células HeLa y COS-7 se utiliz6 FuGene HD
(Roche Diagnostics) y para las SH-SYS5Y Metafectene Pro (Biontex Laboratories,
Miinchen, Alemania), siguiendo en cada caso las instrucciones de los fabricantes.
Brevemente, se utilizaron monocapas subconfluentes (80%) de células y tanto el DNA
plasmidico como el agente de transfeccidon se diluyeron en medio Opti-MEM de Life
Technologies S.A. (Alcobendas, Espana). La transfeccion transitoria de las células
HEK-293T se realizé mediante fosfato célcico, adaptando el protocolo de Jordan et al.,
1996. Brevemente, se utilizaron monocapas de células al 30% de confluencia, sobre las
que se afiadié el DNA disuelto en un volumen final correspondiente a una décima parte

del volumen del medio HEBS que se afiadia suplementado con 125 mM de CaCl,.

2.1.2. Generacion de clones estables

Para la generacion de clones estables de células HeLLa que expresasen tanto CERKL WT
como las formas mutantes, se transfectaron monocapas subconfluentes de células con
los distintos plasmidos, utilizando FuGene HD. Tras 48 horas, se anadi6 a los cultivos
G418 (Invivo Gen, San Diego, CA, EE.UU.) (25 pg/ml). Previamente, se determind la
concentracion de G418 necesaria para producir la muerte de estas células en

aproximadamente 5 dias, mediante el andlisis de las curvas de crecimiento de las células
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a distintas concentraciones del antibidtico. Se mantuvo esta concentracion de G418 en
el medio de cultivo durante el tiempo suficiente para que la mayoria de las células
murieran y quedasen solamente las que tenian resistencia al antibidtico y, por tanto, las
que expresaban el plasmido que codificaba para CERKL. Una vez formados los clones,
se recogieron con discos de papel Whatmann (VWR) empapados en tripsina y se
transfirieron a placas de 96 pocillos. Los clones se dejaron crecer y se comprobo,
mediante Western blot, la expresion de las proteinas de interés. La Figura 10 muestra un

ejemplo de esas comprobaciones.

& xn‘%b @Q@
Figura 10. Clones estables de células HeLa que
expresan las diferentes formas de la proteina
— -— CERKL. Tras seleccionar los clones, las células
HA CERKL WT (WT), CERKL 1-256 (1-256) y CERKL
R106S (R106S) se lisaron y la expresion de CERKL se
| analiz6 mediante Western blot utilizando anticuerpos
anti-HA (arriba). Como control de carga se utilizé anti-
tubulina (abajo).

2.1.3. Tratamientos para producir estrés

Para inducir un estrés en los cultivos celulares se utilizaron dos procedimientos. En el
primero, se afladié al medio de cultivo arsenito de sodio (ArNa; Sigma-Aldrich) 0,5 mM
durante media hora. El segundo procedimiento consistié en un estrés térmico, para el
que las células se incubaron a 42-44 °C durante 30 minutos. En los experimentos en los
que se afadid cicloheximida tras un tratamiento de estrés, esta se adiciond a una
concentracion de 100 pg/ml al medio de cultivo durante los tiempos que se indican en

los diferentes experimentos y 15 minutos después de la induccion del estrés.

2.1.4. Obtencion de fracciones celulares

2.1.4.1. Aislamiento de una fraccion de polisomas

Los polisomas se aislaron segun se ha descrito previamente (Bor et al., 2006; Esposito
et al., 2010), con algunas modificaciones. Las células HeLLa que expresan CERKL WT-
HA de forma estable se trataron con cicloheximida (100 yg/ml) durante 30 minutos, se

lavaron dos veces con PBS frio y se resuspendieron en una solucién que contenia 0,25
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M sacarosa, 25 mM NaCl, 5 mM MgCl, y 50 mM Tris pH 74, en la que se incubaron
durante 10 minutos en hielo. Terminado el tiempo de incubacion, las células se
homogenizaron utilizando una bomba de cavitacion de nitrogeno (Parr Instruments Co.,
Moline, IL, EE.UU.) durante 7 minutos a 32 psi (~2,2 bar). El homogenado resultante se
pasd 5 veces por una aguja de 25G y se centrifugd durante 10 minutos a 10.000 g. En
los controles en los que se disgregaron los polisomas, el sobrenadante de 10.000 g se
tratd, antes de aplicarlo al gradiente discontinuo de sacarosa (ver abajo), con 15 mM de
EDTA durante 15 minutos en hielo o con 100 yg/ml de RNasa A durante 45 minutos a
temperatura ambiente. Esta concentraciéon de EDTA permite la disociaciéon de los
polisomas pero no disgrega otras particulas ribonucleoproteicas, por lo que se considera
un buen control para la deteccion de proteinas asociadas a polisomas. El sobrenadante,
tratado o no, se aplicé sobre un gradiente discontinuo de sacarosa con 4 capas de
sacarosa (0,5/1,35/1,6/2,1 M), suplementado con MgCl, y 1 mM DTT. Tras centrifugar
a 53.000 rpm durante 2 horas en un rotor 70.1 Ti (Beckman Coulter, Palo Alto, CA,
EE.UU.), se recogieron 7 fracciones de 1 ml y el sedimento se resuspendié en tampon
de carga de Laemmli. Las fracciones recogidas se precipitaron con 4cido tricloroacético
al 10% vy, después de un par de lavados con acetona fria, las proteinas precipitadas se
resuspendieron en tampén de carga de Laemmli y se sometieron a dos ciclos de 80 °C
durante 5 minutos, separados por una agitacion en vortex. Estos extractos, junto con el
sedimento del gradiente, se analizaron a continuacion por Western blot.

En los experimentos realizados para determinar la naturaleza de las fracciones maés
ligeras del gradiente discontinuo, las fracciones seleccionadas (fracciones 2 y 3 o el
sedimento del gradiente discontinuo) se sometieron a un segundo gradiente continuo de
sacarosa (0,3-1,5 M), que se centrifug a 28.000 rpm durante 4 horas en un rotor SW40
(Beckman Coulter). Se recogieron 10-11 fracciones de 1 ml, que se procesaron como se

ha descrito arriba para el gradiente discontinuo.

2.1.4.2. Aislamiento de una fraccion de citoesqueleto

La fraccién de citoesqueleto se obtuvo utilizando el kit de fraccionamiento subcelular de
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del
fabricante. El sedimento de citoesqueleto obtenido se resuspendid en el tampdn de lisis
para inmunoprecipitacion y se sonico dos veces a una potencia de 6 vatios durante 20
segundos cada vez, utilizando un sonicador Microson Ultrasonic (QSonica, LLC,

Newtown, CT, EE.UU.). La muestra se centrifugd a 12.000 g durante 10 minutos a 4 °C
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y el sobrenadante (que corresponde a la fraccidn citoesquelética) se utilizé para los

andlisis posteriores.

2.1.4.3. Aislamiento de una fraccion de membrana plasmatica

La membrana plasmadtica se obtuvo utilizando el mismo protocolo que el descrito en el
apartado 2.1.4.1. para el aislamiento de polisomas, realizando una centrifugacion a
20.000 g durante 1 hora previa al gradiente de sacarosa. En este caso, las fracciones
ricas en membrana corresponden a las fracciones 2 y 3 del gradiente discontinuo de
sacarosa (0,5/1,35/1,6/2,1 M). Una vez recogidas estas fracciones, se precipitaron con
acido tricloroacético al 10%, se lavaron con acetona fria y las proteinas asi precipitadas
se resuspendieron en tampon de carga de Laemmli y se sometieron a dos ciclos de 80 °C
durante 5 minutos, separados por una agitacion en vortex, para su posterior analisis por

Western blot.

2.2. IMMUNODETECCION DE PROTEINAS

2.2.1. Obtencion de lisados celulares

Para obtener los extractos celulares, las células se lavaron con PBS, se afiadi6 tampo6n
RIPA (NaCl 150 mM, Nonidet P-40 al 1%, desoxicolato de sodio al 0,5%, SDS al 0,1%
y Tris/HC1 50 mM, pH 7,8), suplementado con PMSF 1 mM y leupeptina 100 uM) y las
células se rasparon utilizando un “rubber-policeman” y se recogieron en hielo en tubos
de 1,5 ml. Las muestras se sometieron a continuaciéon a 8-10 ciclos de congelacion-
descongelacidn, agitando en un vortex cada vez. Tras centrifugar las muestras a 10.000
g durante 10 min a 4 °C para separar el sedimento, se recogié el sobrenadante, que

contiene las proteinas a analizar.

2.2.2. Cuantificacion de la concentracion de proteina

La cantidad de proteina en los extractos celulares se cuantificé utilizando el método de
Lowry (Lowry et al., 1951), un método colorimétrico basado en la reduccion de los
grupos fendlicos de las proteinas. A la muestra se le aflade, en primer lugar, una mezcla
de dos soluciones (A y B, ver apartado 1.5.) en una proporcioén 1:1 (v:v) y se incuba
durante 10 minutos. La solucién A alcaliniza el medio, mientras que el Cu®* que
contiene la solucién B forma complejos con los enlaces peptidicos de las proteinas,

produciendo un cambio conformacional de forma que se exponen los grupos arométicos
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presentes en los triptéfanos sobre todo, aunque también en tirosinas. A continuacion, se
afade la solucion de Folin-Ciocalteau 0,07 N y se incuba durante 30 minutos. En este
tiempo, la mezcla de los 4cidos fosfomolibdico y fosfotiingstico de la solucién de Folin-
Ciocalteau se reduce por la presencia de los residuos aromaéticos, que se oxidan, lo que
produce que la solucion cambie su color de amarillo a azul de una manera proporcional
a la concentracion de residuos de triptéfano y tirosina en las proteinas. La medida de la
absorbancia a 750 nm, con referencia a un patrén de proteinas de concentracion
conocida, nos indica la cantidad de proteina en cada muestra. La absorbancia se midi6
utilizando un espectrofotémetro Spectra Max M5 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,

EE.UU.).

2.2.3. Inmunoprecipitacion de proteinas

2.2.3.1. Inmunoprecipitacion de Flag

La inmunoprecipitacion de las proteinas fusionadas con el epitopo Flag se llevo a cabo
siguiendo el protocolo descrito por O’Donnell ef al., 2011, con algunas modificaciones.
Las células HEK-293T, expresando de manera transitoria la proteina fusionada con
Flag, se lavaron con PBS frio y se lisaron en el tampén de lisis para
inmunoprecipitaciéon (Tritén X-100 al 1%, NaCl 150 mM, Tris/HCl1 20 mM, pH 74),
suplementado con leupeptina 0,1 mM, PMSF 1 mM, pepstatina A 10 mM, NaF 50 mM
y NasP,07 30 mM. Las células se incubaron en hielo durante 10 minutos y se sonicaron
3 veces durante 20 segundos cada vez a una potencia de 9 vatios utilizando el sonicador
Microson Ultrasonic ya mencionado en el apartado 2.1.4.2. El lisado se centrifugé a
12.000 g durante 15 minutos a 4 °C y se recogid el sobrenadante con cuidado. El
sobrenadante se incub6 durante 1 hora con la resina de agarosa sin conjugar,
previamente bloqueada con BSA al 5% durante 1 hora a 4 °C y con agitacién. Esta
incubacién permite eliminar las proteinas que se unen inespecificamente a la resina de
agarosa. Durante este tiempo se bloquea, con BSA al 5% disuelto en tampo6n de lisis, la
resina conjugada con el anticuerpo anti-Flag (M2, Sigma-Aldrich), también a 4 °C. A
continuacion, el lisado celular se centrifugé a 1.200 rpm durante 2 minutos para separar
la resina de agarosa. El sobrenadante obtenido se aplicé ahora a la resina M2 y se
incubd durante 1 hora a 4 °C en agitacion. A continuacion, las muestras se centrifugaron
a 1.200 rpm durante 2 minutos y la resina se lavé 5 veces (10 minutos para cada lavado)

con el mismo tampdn de lisis, pero aumentando la concentracion de NaCl a 450 mM, y
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una vez mds con tampén de elucién (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0,2 mM,
Tritéon X-100 0,1%, glicerol 15%, pH 7.,4). Para eluir las proteinas unidas al anticuerpo
M2, se incubd la resina en tampon de elucién suplementado con 300 pg/mL del péptido
Flag (Sigma-Aldrich) durante 1 hora a 4 °C y en agitacion. Después, para recuperar las
proteinas, el eluido se pas6 por columnas provistas con un filtro de acetato de celulosa
con poros de 0,45 um (Thermo Fisher Scientific) que permitian separar la resina del
eluido. Los tratamientos del lisado con RNasa A se realizaron después de incubar el
lisado con la resina de agarosa empleada para eliminar las proteinas que se unen
inespecificamente a la resina y justo antes de incubar con la resina M2. Para ello se
anadié a los lisados RNasa A (100 uxg/mL) en presencia de diferentes concentraciones
salinas durante 45 minutos a temperatura ambiente y en agitacién. En el caso de la
inmunoprecipitacion a partir de la fraccién de citoesqueleto (ver apartado 2.1.4.2), esta
fraccion se resuspendié en el tampdn de lisis para inmunoprecipitacién y se sénico 2
veces a una potencia de 5 vatios durante 20 segundos. En este caso, el tiempo de
incubacién con la resina M2-Flag se amplié a 16 horas. En la inmunoprecipitaciéon a
partir de las fracciones 2 y 3 del gradiente discontinuo de sacarosa, esas fracciones se
diluyeron en el mismo volumen de tampdn de lisis para inmunoprecipitacién con el fin
de reducir su alta densidad debida a la presencia de sacarosa. Aqui también, el tiempo

de incubacidn con la resina M2 fue de 16 horas.

2.2.3.2. Inmunoprecipitacion de HA

Para la inmunoprecipitacion con resina de agarosa conjugada con el anticuerpo anti-HA
(Thermo Fisher Scientific) se llevaron a cabo los mismos procedimientos que para la
inmunoprecipitacion de Flag (ver apartado 2.2.3.1), excepto en la elucion, que se realizd
resuspendiendo la resina en tampon de carga de Laemmli 2X y calentdndola a 80 °C

durante 10 minutos.

2.2.3.3. Ensayo de unioén a 7-metilguanosina

El inmunoprecipitado procedente de la inmunoprecipitaciéon de Flag se incubd con
resina de Sefarosa conjugada con 7-metilguanosina (GE Healthcare Life Sciences,
Pittsburgh, PA, EE.UU.), que es un analogo de la estructura 5’CAP del RNA mensajero.
Como control se utiliz6 resina de Sefarosa 4B sin conjugar (GE Healthcare Life
Sciences), que también se usaba para preclarificar las muestras. Las muestras se

incubaron durante 12 horas a 4 °C en agitacion, tras lo que se centrifugaron a 5.000 g
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durante 5 minutos y se lavaron 3 veces con el tampon de lisis para inmunoprecipitacion,
suplementado con NaCl 450 mM. Las proteinas se eluyeron incubando la resina en
tampon de carga de Laemmli durante 10 minutos a 70 °C, y se separaron de la resina

utilizando columnas de acetato de celulosa de Thermo Fisher Scientific.

2.2.4. SDS-PAGE, transferencia electroforética y Western blot

Las muestras de proteinas fueron analizadas mediante electroforesis unidimensional en
geles de poliacrilamida en presencia de SDS (geles desnaturalizantes de SDS-PAGE).
El porcentaje de acrilamida vari6 dependiendo del peso molecular de la proteina de
interés. Los geles se montaron sobre soportes verticales Mighty Small de Hoefer (San
Francisco, CA, EE.UU.) y se sometieron a un voltaje continuo de 120 voltios. Para la
transferencia de las proteinas desde los geles de SDS-PAGE a membranas de PVDF
(EMD Millipore, Billerica, MS, EE.UU.) se emple¢ el sistema de transferencia himeda.
El gel y la membrana de PVDF previamente activada en metanol se colocaron entre
papeles Whatman-3MM empapados en el tampoén de transferencia. La transferencia se
efectu6 a 30 voltios durante toda la noche a 4 °C. Tras verificar la transferencia
mediante tincion reversible con el colorante rojo Ponceau S (Rojo Ponceau S al 0,2% en
acido tricloroacético del 3%), las membranas se bloquearon con una solucién de leche
en polvo desnatada disuelta al 5% en TBS-T (Tris/HCI 50 mM, NaCl 150 mM, Tween
0,05%, pH 7,4) durante 2 horas a temperatura ambiente y se incubaron con el anticuerpo
correspondiente durante 16 horas a 4 °C. Las membranas se lavaron 3 veces en TBS-T y
se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las membranas se lavaron 3 veces con TBS-T y el revelado de las bandas de
proteina se efectué mediante el sistema Lumi-Light de Roche Diagnostics o el ECL
Prime (GE Healthcare Life Sciences), exponiendo una pelicula autorradiogrifica
Medical X-Ray Film de Kodak (Rochester, NY, EE.UU.).

Para la deteccidon de mds de una proteina en la misma membrana de PVDF se realiz6é un
“stripping” con tampoén glicina/HC1 0,1 M, pH 2,5 durante 10 minutos, tras lo que se
lavé la membrana varias veces con TBS, se volvié a bloquear y se incubd con los

anticuerpos correspondientes.
2.2.5. Inmunofluorescencia y microscopia confocal

Las células se sembraron sobre cubreobjetos y, tras los tratamientos correspondientes,

se lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehido (al 4% en PBS, pH 7.,4) durante
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20 minutos a temperatura ambiente. Para las inmunolocalizaciones de las proteinas del
citoesqueleto acetil a-tubulina y B-tubulina, las células se fijaron en paraformaldehido al
2% durante 10 minutos. En los controles en los que se disgregaron los microtibulos, se
realiz6 un tratamiento previo de las células con 1 pgg/ml de colchicina (Sigma-Aldrich)
durante 2 horas. Tras varios lavados, las células se trataron con NH4Cl (75 mM) y
glicina (20 mM) durante 10 minutos y se permeabilizaron con Tritéon X-100 al 0,3%
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras varios lavados con PBS, las células en
los cubreobjetos se incubaron con una solucién de bloqueo (BSA al 5% y Tritén X-100
al 0,05% en PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacién, se incubaron
los cubreobjetos durante 1 hora a 37 °C con un anticuerpo dirigido contra el epitopo HA
junto con uno de los siguientes anticuerpos (ver apartado 1.4.2): anti-calnexina, anti-
TGN46, anti-EEA1, anti-LAMP2a, anti-elF4E, anti-eIF3B, anti-PABP, anti-ADFP,
anti-EDC4, anti-pericentrina, anti acetil a-tubulina y anti-fB-tubulina, anti ERGIC 53,
anti-RPS3, anti-proteinas poliubicuitinadas y anti-P62/SQSTMI en la misma solucion.
Después de lavar los cubreobjetos con la misma solucion de incubacion de los
anticuerpos (tres lavados de 10 minutos), las células se incubaron con los anticuerpos
secundarios correspondientes conjugados con Alexa-488 o Alexa-594 durante 1 hora a
37 °C. A continuacion, se llevo a cabo una incubacion adicional con el reactivo DAPI (1
pg/ml; Sigma-Aldrich) para tefiir el DNA, durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Por ultimo, los cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos con FluorSave (Merck-
Calbiochem, Darmstadt, Alemania) o Fluoprep (BioMérieux, Marcy 1’Etoile, Francia).
Para la obtencién de las imdgenes se utiliz6 un microscopio confocal SP2 (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemania) o un microscopio Axio Observer Z1 (Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Alemania) equipado con un sistema de seccionamiento optico ApoTome.

Los controles se llevaron a cabo en ausencia de anticuerpos primarios. En los estudios
de colocalizacién, los controles de cruzamiento de anticuerpos secundarios se realizaron
incubando las células con cada anticuerpo primario seguido del anticuerpo secundario

de otra especie.

2.3. HIBRIDACION IN SITU

Para detectar los RNAs mensajeros con colas de poli-adenosina, utilizamos una sonda
sintética de poli-timidina de 50 nucle6tidos marcada con biotina en su extremo 5’
(Sigma-Aldrich). Las células, sembradas sobre cubreobjetos, se trataron como se

explica en el apartado 2.2.5, exceptuando que en la solucién de bloqueo se afiadieron
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tRNAs de E. coli a una concentracién de 1 mg/ml (cedido por el laboratorio de la Dra.
Armengod). Las células se equilibraron a temperatura ambiente durante 10 minutos en
el tampén SSC 2X (NaCl 0,3 M, citrato trisédico/HCI 30 mM, pH 7,0) conteniendo
formamida al 15% y NaH,PO4 10 mM. La hibridacién con la sonda se realizé durante 2
horas a 37 °C en NaH,PO4 20 mM, formamida al 15%, BSA al 1%, sulfato de dextrano
al 10%, todo en SSC 2X y conteniendo 0,5 mg/ml de tRNAs de E. coli, 0,5 mg/ml de
DNA desnaturalizado de esperma de salmén y 250 ng/ml de la sonda. Terminado el
tiempo de hibridacién, las células se lavaron en formamida al 15% en SSC 2X (ver
apartado 1.5) a 37 °C durante 20 minutos y tres veces en SSC 1X durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Por dltimo, las células se incubaron con estreptavidina conjugada
con Alexa 488 (Invitrogen-Thermo Fisher Scientific) a una dilucién 1/300 durante 1
hora a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de incubacidn, se realizaron 3
lavados de 15 minutos en agitacién con la solucidén de incubacién de los anticuerpos
(BSA al 5% y Triton X-100 al 0,05% en PBS). Por tltimo, se realizé una ultima
incubacidén con DAPI para marcar los nucleos y las preparaciones se montaron con el
liquido de montaje como en el apartado 2.2.5. Como control, las células se incubaron
directamente con la estreptavidina conjugada con Alexa 488 sin una incubacion previa

con la sonda.

2.4. MANIPULACION DE RNA

2.4.1. Purificacion de RNA

El RNA se purificé utilizando el kit “MasterPure’™ Purification Kit” de Epicentre
(Madison, WI, EE.UU.). Brevemente, la muestra se digirié6 con Proteinasa K (0,16
ug/ul) durante 15 minutos a 65 °C, tras lo que se procedié a la precipitacion de los
acidos nucleicos presentes en ella con isopropanol. Tras dos lavados con etanol al 70%,
se resuspendieron los dcidos nucleicos totales en tampdn Tris-EDTA y se elimind el
DNA contaminante con DNasa I (0,025 U/ul). Tras varios lavados, el RNA se precipitd
con isopropanol y se lavé con etanol al 70%. El RNA purificado, resuspendido en

tampon Tris-EDTA, se almacend a -80 °C hasta su utilizacion.
2.4.2. Secuenciacion del RNA

La secuenciacién del RNA purificado a partir de la inmunoprecipitacion de CERKL-

Flag y Flag-GFP se llevé a cabo por el Servicio de Gendmica del Parque Cientifico de
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Madrid. Para este fin se utilizo el sistema Illumina GAIIx, que se basa en el uso de los
cuatro nucleétidos (A, C, T, G) marcados con fluorescencia de distintos colores. Estos
nucledtidos modificados contienen terminaciones reversibles, lo que permite que cada
ciclo del proceso de secuenciacién ocurra en presencia de los cuatro nucledtidos
simultdneamente. Como material de partida se utilizaron 2 yg del RNA purificado en la
inmunoprecipitacion, que se volvié a purificar, tras lo que el RNA se fragmentd
mediante el uso de cationes divalentes a altas temperaturas. A continuacion, estos
fragmentos se utilizaron como molde para sintetizar el DNA complementario (cDNA)
que se cloné generando una libreria que se utiliz6 para la secuenciacion posterior
utilizando un secuenciador Genome Analyzer IIX System (GalIX, Illumina, San Diego,

CA,EE.UU.).

2.4.3. Analisis de las secuencias de RNA

Las muestras secuenciadas por el sistema Illumina GAIIx fueron previamente
demultiplexadas y se pasaron por control de calidad usando la herramienta FASTQC
(http://www bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/). En base a los datos de calidad
y a un cartografiado previo de prueba, se aplic un filtro de calidad suave usando la
herramienta Prinseq-Lite (Schmieder y Edwards, 2011), eliminando el primer
nucledtido en el extremo 5° dada la frecuencia de indeterminaciones en esta posicion, y
se eliminaron aquellas secuencias cuya calidad promedio no superase una calidad de al
menos 5 (asumiendo PHRED 33 como 0), al tiempo que también se aplicaron cortes en
ambas colas para aquellas secuencias cuyas colas no superasen dicha calidad minima
establecida. Se us6 el “splice juntion mapper” TopHat (Kim ef al., 2013) para
cartografiar sobre la referencia humana hgl9 de UCSC (http://genome.ucsc.edu/). Se
utilizé la herramienta RIPSeeker (Li ef al., 2013) para realizar predicciones a partir del
RNA inmunoprecipitado (RIP) mediante perfiles HMM sobre la muestra de CERKL,
usando la muestra GFP como control y con anotaciéon basada en ENSEMBL_ID via
Biomart. Mediante este andlisis se obtuvieron 5.557 predicciones sobre transcritos
asociados a la proteina CERKL, a las que se aplicé un filtro en base al valor obtenido
por eFDR (“empirical FALSE DISCOVERY RATE”) establecido a un corte de 0,25. Se
uso igualmente la herramienta RIPSeeker para determinar el enriquecimiento (GO) en el
contexto gendmico asociado a los RIPs de la muestra CERKL. Mediante la herramienta

RIPSeeker y combinando los comandos “ComputeRPKM” y “RulebaseRIPSeek” se
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cuantificé la expresion en unidades de RPKM (“reads per kilobase of exon per million

mapped reads”) y se determind el incremento entre ambas muestras.

2.44. PCR cuantitativa a tiempo real

Para la reaccion de PCR cuantitativa a tiempo real, se utilizaron 5 ng de RNA purificado
como molde junto con 10 uL de 2X SYBER Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.), 5 U de transcriptasa reversa (Applied
Biosystems), 2 U de inhibidor de RNasa (Applied Biosystems) y 0,1 mM de los
cebadores (directo y reverso) del mensajero de interés en un volumen final de 20 L. La
PCR se llevé a cabo en un termociclador StepOne™ System (Applied Biosystems)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Las parejas de cebadores utilizadas fueron las

siguientes:

-Gen MTRNR2L2: Directo: 5 AGCGTTCAAGCTCAACACCT 37
Reverso: 5" TGGCTTGTTGGTTGGTTGTA 37

-Gen MTRNR2L6:  Directo: 5" CATATGTTCAACGGCCACAG 37
Reverso: 5" TCATGTTCGCCTCTTCACAG 37

-Gen MTRNR2LS:  Directo: 5 TGGCTCCACGAGGGTTCA 3°
Reverso: 5" CTTCACGGGCAGGTCAATTT3”

-Gen RN7SL2: Directo: 5’ ATCGGGTGTCCGCACTAAGT 3
Reverso: 5" CACCCCTCCTTAGGCAACCT3”

-Gen GAPDH: Directo: 5" GCCCCCGGTTTCTATAAATTG 3°
Reverso: 5" GTCGAACAGGAGGAGCAGAGA 37

-Gen ANT2: Directo: 5"CGGGTTGACTTCCTATCCATTT 3°

Reverso: 5" CACCCCTCCTTAGGCAACCT 37
-Gen B-ACTINA: Directo: 5" TGAGCGCGGCTACAGCTT 3°
Reverso: 5" TCCTTAATGTCACGCACGATT 3

2.5. CROMATOGRAFIA LIQUIDA Y ESPECTROMETRIA DE MASAS

Las proteinas inmunoprecipitadas (ver apartados 2.2.3.1. y 2.2.3.2.) se separaron
mediante geles de poliacrilamida al 8 y al 20% y los geles se remitieron al servicio de
protedmica del Centro de Investigacion Principe Felipe para su posterior tratamiento.
Los geles se tifieron con plata y las bandas diferenciales que se encontraban presentes en

la muestra de CERKL con respecto al control GFP se seccionaron y se digirieron con
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tripsina (Shevchenko et al., 1996). Tras concentrar las soluciones peptidicas obtenidas,
se inyectaron en una columna de cromatografia liquida, donde, después de separar los
diferentes péptidos, se analizaron mediante espectrometria de masas (Nano ESQqTOF,
AB SCIEX, Framingham, MA). La identificacion de las proteinas se realizo mediante el
programa ProteinPilot (AB SCIEX), utilizando la base de datos de ExPasy como
referencia. Se consideraron validas las proteinas representadas por al menos tres

péptidos con una puntuacién >50 (minimum overall MASCOT score >50).

2.6. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los datos para determinar la significancia de las diferencias
encontradas entre los distintos grupos se realizé mediante el test de andlisis de la
varianza (ANOVA). Para analizar las diferencias entre dos grupos se realiz6 un test t de

Student. Se consideraron significativos valores de p menores de 0,05: *, p<0,05; **,

p<0,01; % p<0,005.
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RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL

1. La proteina CERKL se encuentra localizada en el niicleo y citoplasma y, en este,

una porcion de la proteina forma agregados que no colocalizan con ninguno de los

principales organulos de la célula

Una primera aproximacion para intentar comprender la funcion de la proteina CERKL,

implicada en retinosis pigmentaria (ver Introduccién general), consiste en estudiar su

localizacién intracelular y la de sus mutantes. Puesto que los niveles de expresion de

CERKL endégeno en la mayoria de las células son muy bajos (Bornancin et al., 2005),

transfectamos células COS-7 con un plasmido que codificaba para la isoforma

conservada de 532 aminoadcidos de CERKL y que ademds estaba marcada con el

CERKL WT-HA

Figura 11. CERKL se encuentra
localizada tanto en el niicleo como
en el citoplasma de células COS-7.
Se transfectaron transitoriamente
células COS-7 con el plasmido
CERKL WT-HA vy, al cabo de 48
horas, se fijaron y se incubaron
sucesivamente con el anticuerpo anti-
HA y el correspondiente anticuerpo
secundario conjugado con Alexa 594.
Se observa la localizacién de CERKL
en el nicleo y en el citoplasma. En
este ultimo, la proteina se encuentra
tanto con una distribucién difusa
como en forma de acumulos (flecha).
Barra: 10 ym.

epitopo  HA (CERKL WT-HA). Después,
analizamos su localizaciébn mediante inmuno-
fluorescencia, utilizando un anticuerpo anti-HA.
Observamos asi que CERKL se encontraba tanto
en el nicleo como en el citoplasma (Figura 11).
En el citoplasma, aunque la mayor parte de
CERKL presenta un patrén difuso, la proteina se
encuentra a veces (aproximadamente en un 35%
de las células) formando unos agregados que
preferentemente se disponen con una localizacién
perinuclear. Este patron podria ser indicativo de
una localizacién parcial de CERKL en algin
orgéanulo del citoplasma. Por eso, nos planteamos
CERKL con

analizar la colocalizacion de

marcadores de los principales organulos
celulares. De hecho, existen en la bibliografia ya
datos, aunque muy contradictorios, sobre una
supuesta localizacion de CERKL en algin
organulo celular. Asi por ejemplo, algunos

autores describen la colocalizacion de CERKL

con marcadores del reticulo endoplasmatico y del complejo de Golgi (Tuson et al.,

2009), mientras que otros

afirman lo

contrario (Rovina et al., 2009).
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CERKL WT-HA MERGE

CALNEXINA

ERGIC 53

EEA1

EGFP-LC3

LAMP2a

Figura 12. Anadlisis de una posible localizacion de CERKL en diferentes organulos
celulares. Se transfectaron transitoriamente células COS-7 con el pldsmido CERKL WT-HA.
Tras 48 horas, se fijaron y se incubaron con el anticuerpo anti-HA y, a continuacién, con el
correspondiente anticuerpo secundario conjugado con Alexa 594 (rojo) o con Alexa 488
(verde). Para el marcaje de los diferentes orgdnulos se han utilizado también anticuerpos que
reconocen las siguientes proteinas: calnexina (reticulo endoplasmdtico), ERGIC 53
(compartimento intermedio reticulo-Golgi), TGN 46 (red trans del Golgi), EEA1 (endosomas
tempranos), LAMP2a (lisosomas y endosomas tardios). Para detectar LC3 (fagoforo y
autofagosomas) se superexpreso la proteina fluorescente EGFP-LC3. En todos los casos no se
observa colocalizacion alguna. Todas las barras: 10 gm.
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Nuestros resultados (Figura 12) no muestran colocalizacién de la proteina CERKL con
los marcadores empleados para esos dos compartimentos celulares y que incluyen a la
calnexina (del reticulo endoplasmatico), a la proteina ERGIC 53 (del compartimento
intermedio entre el reticulo endoplasmético y el complejo de Golgi o, en inglés,
“endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment”, ERGIC) y a la proteina
TGN46 (del la red trans-Golgi, TGN). Asimismo, tampoco encontramos colocalizacién
alguna de CERKL con proteinas de compartimentos relacionados con el sistema
endosomal-lisosomal, como la proteina EEA1 (de endosomas tempranos), LAMP2a (de
endosomas tardios y lisosomas) o, tras transfectar las células con un pldsmido que
codifica para la construccion EGFP-LC3, con la proteina LC3-II (marcadora del
fagoforo y de autofagosomas) (ver Figura 12). Finalmente y de acuerdo con otros datos,
CERKL tampoco colocalizé con marcadores de mitocondrias (datos no mostrados).

Debido a la elevada homologia de CERKL con la proteina CERK (una quinasa de
ceramidas), se ha postulado que CERKL podria intervenir en la modificacién y/o en el
metabolismo de lipidos (Tuson et al., 2004). Por tanto, era posible que los agregados de
CERKL colocalizasen con las gotas/cuerpos lipidicas/os de la célula. Estas son unas
estructuras que actian como reserva energética y que estan formadas por un nicleo de
triglicéridos y ésteres de colesterol revestidos por una monocapa de fosfolipidos con
proteinas asociadas (Pol et al., 2014). Como marcador de estas estructuras utilizamos
una de esas proteinas, la proteina ADFP (proteina relacionada con la diferenciacion
adiposa), que se localiza en la membrana de las gotas lipidicas y que interviene en la
diferenciacion de los adipocitos (Brasaemle et al., 1997). Una vez mds, no pudimos
observar una colocalizacion clara de CERKL con la estructura analizada, en este caso
las gotas lipidicas marcadas con la proteina ADFP (Figura 13A), lo que nos indica que
los agregados observados de CERKL tampoco se encuentran en esos componentes
celulares. Por otro lado, puesto que esos agregados de CERKL no colocalizaban con
ninguno de los organulos analizados, era posible que su formacion fuese debida a la
agregacion en el citosol de la proteina CERKL causada por su superexpresion y
precipitacion al estar producida en exceso y/o por su mal plegamiento. Para comprobar
si los agregados de CERKL se formaban mediante estos procesos, comparamos, con
anticuerpos especificos, su localizacién con la de cadenas de poliubicuitinas, ya que es
sabido que la mayoria de los agregados de proteinas se poliubicuitina para actuar como
una seflal que marque las proteinas para, posteriormente, tratar de degradarlas por los

proteasomas 26S y 30S (Yokota et al., 2000; Knecht et al., 2009). Sin embargo, y una
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vez mads, tampoco aqui observamos un marcaje en los agregados de CERKL con los
anticuerpos que reconocen a las cadenas de poliubicuitina (Figura 13B), lo que nos
indica que esos actimulos tampoco se deben a que la superexpresion de CERKL
produzca la formacién de agregados de la misma que estén poliubicuitinados. Esta
conclusién estd apoyada ademads por el hecho de que no hayamos observado tampoco
colocalizacion de los agregados de CERKL con otro marcador de esas estructuras, como
es la proteina p62 (Figura 13C), que esta encargada mayoritariamente del transporte de
las proteinas poliubicuitinadas a la via macroautofdgica para ser degradadas, aunque

también se ha observado que p62 se acumula cuando los proteasomas estan inhibidos.

A CERKL-HA ADFP MERGE

B CERKL-HA POLIUBICUITINA

C CERKL-HA

Figura 13. Analisis de la posible colocalizacion de CERKL con cuerpos lipidicos y con
acumulos proteicos. Se transfectaron transitoriamente células COS-7 con el plasmido CERKL
WT-HA y, tras 48 horas, se fijaron y se incubaron sucesivamente con el anticuerpo anti-HA y el
correspondiente anticuerpo secundario conjugado con Alexa 594 (rojo) o Alexa 488 (verde).
Para el marcaje de los cuerpos lipidicos se utilizaron anticuerpos que reconocen a la proteina
ADFP (A) y, para los actimulos proteicos, anticuerpos anti-poliubicuitina (B) y anti-p62 (C).
Los nicleos se tifieron con DAPI (azul) y las flechas muestran los acimulos de CERKL WT-
HA. Una vez maés, no se observa colocalizacién alguna. Barra: 10 gm.
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En resumen, CERKL se encuentra en el niicleo y en el citoplasma y en este tltimo
aparece ocasionalmente con una localizacion puntual que no corresponde a ninguno de

los organulos o estructuras mds habituales presentes en la mayoria de las células.

2. CERKL colocaliza con marcadores de granulos de estrés

Otro tipo de estructuras citoplasmdticas presentes en las células son los granulos de
estrés, que consisten en agregados ribonucleoproteicos formados por RNAs mensajeros
(mRNAs) y por proteinas asociadas (Anderson y Kedersha, 2002; Kedersha y
Anderson, 2007). Estos agregados se forman en respuesta a diferentes tipos de estrés,
permitiendo que la mayor parte de los mensajeros queden retenidos en estos
compartimentos en una forma inactiva traduccionalmente. Esto supone un ahorro
energético para la célula estresada a nivel de la sintesis de proteinas y, a su vez, evita la
degradacion de los mRNAs (Kedersha y Anderson, 2009). Una vez desaparece el estrés,
los granulos se desensamblan y los mRNAs vuelven a formar parte de los polisomas,
permitiendo asi recuperar con rapidez la traduccién de las proteinas para las que
codifican (Anderson y Kedersha, 2002). Puesto que CERKL se encuentra tanto en el
nuicleo como en el citoplasma (ver Figura 11), existia la posibilidad de que su funcién se
relacionase de alguna manera con los mRNAs y, por tanto, que la localizacién de los
agregados de CERKL correspondiera, al menos en parte, con la de esos granulos de
estrés. Utilizando diversos marcadores de estos granulos, como por ejemplo la proteina
PABP (proteina de unién a poli-A), el factor de iniciacidon eIF4E y la propia presencia
de mRNAs detectada mediante hibridacion in sifu utilizando una sonda de oligo-d(T),
observamos que, efectivamente, los agregados de CERKL colocalizaban claramente con
ellos (Figura 14A). Por otro lado, se sabe que al someter las células a situaciones de
estrés, como por ejemplo un tratamiento con ArNa o un choque térmico, la proporcion
de granulos de estrés aumenta (Grousl et al., 2009). Por eso, transcurridas 24 horas de la
transfeccion que realizdbamos para visualizar CERKL, sometimos también a las células
COS-7 a un tratamiento con ArNa (500 M) durante 30 minutos (Figura 14B), o bien
las incubamos a 44 °C durante 30 minutos también (Figura 14C). En ambos casos
pudimos observar que, como era de esperar, la formaciéon de gridnulos de estrés
aumentaba y que también lo hacia la colocalizacion de CERKL con los mismos. Por
tanto, estos resultados venian a confirmar la conclusion de que los agregados de
CERKL observados en el citoplasma en las condiciones empleadas para visualizar

CERKL corresponden mayoritariamente a granulos de estrés.
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Figura 14. En células COS-7, la proteina CERKL se encuentra en parte localizada en
granulos de estrés. Se transfectaron transitoriamente células COS-7 con el plasmido CERKL
WT-HA y, tras 48 horas, se fijaron y se incubaron sucesivamente con el anticuerpo anti-HA y el
correspondiente anticuerpo secundario conjugado con Alexa 594 (rojo) o Alexa 488 (verde).
Para el marcaje de los grdnulos de estrés se han utilizado anticuerpos que reconocen a las
proteinas PABP y elF4E y para detectar la cola poli A de los mRNAs la sonda oligo d(T). (A)
Células no tratadas. (B) Células incubadas con arsenito sédico (500 gM) durante 30 min. (C)
Células sometidas a choque térmico (44 °C) durante 30 min. Los rectdngulos en MERGE
corresponden a la ampliacion mostrada en ZOOM. Todas las barras: 10 ym.

Uno de los mecanismos que induce la formacion de granulos de estrés es la entrada de
material genético exdgeno en las células, como ocurre tras una infeccién por patégenos
(Beckham y Parker, 2008). Esto explicaria que la entrada de DNA plasmidico en ellas
pudiera ser un inductor de la formacion de los granulos de estrés que observabamos en
las células transfectadas para que expresasen niveles detectables de CERKL. Ademas, la
propia superexpresion de proteinas a partir de un DNA plasmidico puede suponer un
estrés para muchas células, de modo que, dependiendo del tipo celular, se puede
producir una mayor o menor formacion de granulos de estrés. Sin embargo, esto no
implica necesariamente que cualquier proteina superexpresada forme parte de los
granulos de estrés, como se muestra en la Figura 15 para la proteina GFP que se
utilizaba como control. En cambio, la superexpresion de algunas proteinas de unién a
mRNA (e.g. G3BP, TIA-1, etc.) si se sabe que causa la formacion de granulos de estrés
y la localizacion en ellos de la proteina superexpresada (Gilks et al., 2004). Por lo tanto,
el hecho de que CERKL, al superexpresarse, induzca la formacién de granulos de estrés
y se localice en ellos podria ser indicativo de que se tratase de una proteina de unién a

mRNAs, una posibilidad que analizaremos mas adelante.
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Figura 15. La superexpresion de GFP induce la formacién de granulos de estrés, pero no
colocaliza con ellos. Se transfectaron transitoriamente células COS-7 con el plasmido Flag-GFP
y, tras 48 horas, se fijaron y se incubaron sucesivamente con el anticuerpo anti-PABP (marcador
de granulos de estrés) y el correspondiente anticuerpo secundario conjugado con Alexa 594
(rojo). Se observan granulos de estrés, pero no colocalizan con GFP. Barra: 10 gm.

A continuacidn, investigamos si la localizacion de CERKL observada en las células
COS-7 era extensible a otros modelos celulares y, por tanto, no era debida al tipo celular
empleado. Para ello, transfectamos células HeLLa con el plasmido CERKL WT-HA. Los
resultados obtenidos (Figura 16A) pusieron de manifiesto que CERKL se distribuia,
como en el caso de las células COS-7, entre el niicleo y el citoplasma, pero que en este
ultimo tenfan una apariencia totalmente difusa y sin llegar a formar los agregados de
CERKL que habiamos localizado en los granulos de estrés de las células COS-7. Sin
embargo, al someter las células HelLLa a un choque térmico (44 °C, 30 minutos)
observdbamos de nuevo la formacion de agregados de CERKL en los granulos de
estrés, detectados aqui con los marcadores eIF4E y PABP (Figura 16B). Es decir, estos
resultados sugieren que los agregados de CERKL localizados en los granulos de estrés
se producen por la superexpresion de la proteina, pero esto solo ocurre de manera
manifiesta en algunas células (como COS-7) pero no en otras (como HelLa). Sin
embargo, en ambos casos, CERKL si se encontraria en esas estructuras al emplear
condiciones mds drésticas de estrés, como el tratamiento con ArNa o el choque térmico.
Durante este trabajo, generamos también unas lineas de células HeLLa que expresaban de
manera estable la proteina CERKL-HA para evitar su superexpresion. Cuando estas
células se cultivaron en condiciones normales no se observaron los granulos de estrés
conteniendo CERKL (datos no mostrados y ver mas adelante la figura 26), como era de
esperar por los resultados mostrados anteriormente (ver Figura 16A). Por el contrario,
cuando se sometieron esas células a un estrés con ArNa o choque térmico, CERKL

colocalizaba de nuevo y como anteriormente (ver Figura 16B) con los marcadores de

58



Resultados y desarrollo argumental

granulos de estrés (datos no mostrados). En resumen pues, todos estos resultados
permiten concluir que la localizacion de CERKL en granulos de estrés no se debe solo a
la superexpresion transitoria empleada para facilitar su localizacién ni tampoco es

exclusiva de un determinado tipo celular.
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Figura 16. En células HeLa que expresan de manera transitoria el plasmido CERKL WT-
HA, la proteina CERKL colocaliza con los marcadores de granulos de estrés cuando las
células se tratan con arsenito sodico, pero esto no ocurre en las células no tratadas. Se
transfectaron transitoriamente células HeLa con el plasmido CERKL WT-HA vy, tras 48 horas,
se fijaron y se incubaron con el anticuerpo anti-HA y, como marcadores de los grdnulos de
estrés, con anti-PABP o anti-eIF4E. Después, las preparaciones se incubaron con los
correspondientes anticuerpos secundarios conjugados con Alexa 594 (rojo) o 488 (verde). (A)
Células no tratadas. (B) Células sometidas a choque térmico (44 °C) durante 30 minutos. Los
rectangulos en MERGE corresponden a la ampliacion mostrada en ZOOM. Todas las barras: 10

pm.
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Los granulos de estrés se encuentran en equilibrio dindmico con los polisomas, de tal
forma que ocurre un intercambio continuo de mRNAs y de proteinas entre ambas
estructuras (Anderson y Kedersha, 2002). Al producirse un estrés, los polisomas se
disocian y los mensajeros se acumulan en los granulos de estrés unidos a los factores de
pre-inicio de la traduccién. Al realizar un tratamiento con cicloheximida (100 pg/ml),
los ribosomas se detienen sobre los mRNAs, sin que puedan proseguir la traduccién y
sin poder disociarse tampoco de ellos, lo que conlleva un desensamblaje de los granulos
de estrés (Sivan et al., 2007). Basandonos en estos datos, tratamos las células con
cicloheximida durante 30 minutos. Como cabia esperar, observamos una disminucién
en el numero de células que presentaban granulos de estrés, que se reducia
considerablemente cuando el tratamiento se prolongaba durante 1 hora (Figura 17A). La
cuantificacion de estos resultados se muestra en la Figura 17B. Tras 30 y 60 minutos de
tratamiento con cicloheximida, el porcentaje de células que presentaban agregados de
CERKL disminuia desde un 35% hasta un 22% y un 12%, en esos dos tiempos
respectivamente (ver Figura 17B, izquierda) y el nimero de acimulos de CERKL por
célula, en aquellas que los presentaban, disminuia desde 10 acimulos hasta 6 a los 30
minutos y 3 a los 60 minutos (ver Figura 17B, derecha).

Estos descensos ocurrian también cuando las células habian sido sometidas previamente
a un estrés, bien con ArNa o bien mediante un choque térmico. En esas condiciones, el
tratamiento durante 1 hora con el inhibidor de la sintesis de proteinas cicloheximida,
que también desensambla los granulos de estrés, producia la practica desaparicién de
estos y, junto con ellos, la de los acimulos de CERKL (Figura 18A y B).

Para asegurarnos de que esta disminucion en la formacion de agregados conteniendo
CERKL no se producia por un descenso en los niveles de la proteina debida al bloqueo
de la sintesis de proteinas por el tratamiento con cicloheximida, tratamos de obtener una
estimacion de la vida media de CERKL. Para ello, transfectamos células HEK293T con
el plasmido CERKL WT-HA vy las tratamos con 100 ug/mL de cicloheximida durante
varios tiempos, analizando para cada uno de ellos los niveles de CERKL mediante
Western blot. Nuestros resultados permiten establecer que la vida media de CERKL se
sitda entre las 4 y las 6 horas (Figura 19) y que, por tanto, la desaparicién observada de
los agregados de CERKL tras 1 hora de tratamiento con cicloheximida se debe al
desensamblaje de los granulos de estrés y no a una disminucion en los niveles totales de

la proteina.
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Figura 17. Efecto de la cicloheximida sobre la colocalizacion de CERKL con un marcador
de granulos de estrés. (A) Se transfectaron transitoriamente células COS-7 con el plasmido
CERKL WT-HA vy, tras 48 horas, se trataron (CHX) o no (MOCK) con 100 pg/mL de
cicloheximida durante 30 min. Después, las preparaciones se fijaron y se incubaron
sucesivamente con el anticuerpo anti-HA y con el anticuerpo secundario conjugado con Alexa
594 (rojo). Para el marcaje de los granulos de estrés se utilizaron anticuerpos que reconocen a la
proteina PABP. Tras el tratamiento con la cicloheximida, los grénulos de estrés y su
colocalizacion con la proteina CERKL disminuyen de una manera muy manifiesta. Barra: 10
pm. (B) Los histogramas muestran, tanto en condiciones control como tras el tratamiento con
cicloheximida durante 30 y 60 minutos (min), el porcentaje de células COS-7 transfectadas con
el plasmido CERKL WT-HA que contienen acimulos de CERKL en forma de grdnulos de
estrés (parte izquierda) y el nimero de grdnulos de estrés que se observan por célula con
granulos de estrés en esas mismas condiciones (parte derecha). Se muestra también la
significacion estadistica respecto a los valores de las células no tratadas con cicloheximida
(*p<0,05, ¥*p<0,01 y ***p<0,005).
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Figura 18. Efecto de la cicloheximida sobre la localizacion de CERKL en condiciones de
estrés. Se transfectaron transitoriamente células COS-7 con el plasmido CERKL WT-HA vy, tras
48 horas, las células se trataron con arsenito sédico (SA) 500 uM (A) o se sometieron a un
choque térmico de 44 °C (B), en ambos casos durante 30 min. Posteriormente, se afiadid
cicloheximida (CHX, 100 xg/mL) durante 30 minutos mds. La proteina CERKL se detect6 por
inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-HA y los grdnulos de estrés empleando un
anticuerpo anti-PABP. Tras el tratamiento con la cicloheximida, los grdnulos de estrés
desaparecen de manera practicamente completa y no se observan ya los acimulos de CERKL.

Los rectangulos en MERGE corresponden a la ampliacién mostrada en ZOOM. Todas las
barras: 10 gm.

62



Resultados y desarrollo argumental

o o Figura 19. Estimacion aproximada de la
Tiempo i i vida media de CERKL. Se trataron
L1z 4 &3 01 2+ 463 células HeLa que expresan establemente la
=5 proteina CERKL WT-HA con (CHX) o
% o fTeeesesre . - sin (- CHX) cicloheximida (100 pg/mL)
© durante los tiempos que se muestran. Tras
ese tratamiento, se recogieron los extrac-
tos celulares y se analiz6 la presencia de
prgu— CERKL-WT mediante Western blot con
bl L1 e - anti-HA (panel superior). Como control de
carga se utilizé un anticuerpo anti-tubulina

(panel inferior).

TUBULINA

En la retinosis pigmentaria, las mutaciones de CERKL causan especificamente la
muerte de los fotorreceptores de la retina. Puesto que los resultados que hemos descrito
se refieren a lineas celulares sin relacién con la enfermedad, analizamos también en
células de origen retinal la posible presencia de CERKL en los granulos de estrés,
utilizando para ello células murinas 661W precursoras de conos. Estas células se
transfectaron con CERKL WT-HA y se compard, mediante inmunofluorescencia, su
localizaciéon con la de la proteina PABP marcadora de granulos de estrés. Como se
muestra en la Figura 20, CERKL se encontraba, como ocurria en las células COS-7, en

los granulos de estrés que se formaban en las células 661W.

PABP CERKL-HA MERGE

Figura 20. Colocalizacion de CERKL con un marcador de granulos de estrés en células
murinas 661W precursoras de conos. Se transfectaron transitoriamente células 661W con el
plasmido CERKL WT-HA vy, tras 48 horas, se fijaron y se incubaron con los anticuerpos anti-
HA y anti-PABP, seguido por los correspondientes anticuerpos secundarios conjugados con
Alexa 594 (rojo) o 488 (verde). Los rectdngulos en las imédgenes de arriba corresponden a las
ampliaciones mostradas en el ZOOM abajo. Se observa colocalizaciéon de CERKL con PABP.
Todas las barras: 10 gm.
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Por otro lado, puesto que hemos visto que la proteina CERKL se podia encontrar
localizada en los granulos de estrés, tratamos de averiguar si también colocalizaba con
marcadores de los llamados cuerpos P (“P-bodies”). Este es un tipo de granulos
ribonucleoproteicos que intervienen en el control de la estabilidad y en la degradacion
de los mRNAs y que se encuentran en equilibrio con los granulos de estrés y con los
polisomas (Kedersha et al., 2005). Utilizando EDC4 como marcador de los cuerpos P
(Yu et al., 2005), comprobamos, mediante inmunofluorescencia, que efectivamente

CERKL colocalizaba también con estas estructuras (Figura 21).

CERKL-HA EDC4 MERGE

Figura 21. Colocalizaciéon de CERKL con los cuerpos P. Se transfectaron transitoriamente
células COS-7 con el pldsmido CERKL WT-HA vy, tras 48 horas, se fijaron y se incubaron,
primero con los anticuerpos anti-HA y anti-EDC4 y, después, con los correspondientes
anticuerpos secundarios conjugados con Alexa 594 (rojo) o 488 (verde). Los rectdngulos en las
imdgenes de arriba corresponden a la ampliacién mostrada en el ZOOM de abajo. Las flechas
indican algunos puntos donde colocalizan claramente CERKL y EDC4. Barras: 10y 5 ymen la
imagen original (arriba) y en el ZOOM, respectivamente.

Hasta ahora nuestros resultados han mostrado que CERKL colocaliza en varias lineas
celulares, incluida la linea 661W precursora de fotorreceptores, con dos tipos de
complejos ribonucleoproteicos: los granulos de estrés y los cuerpos P. Esta localizacion
supondria un aspecto totalmente nuevo en el andlisis de la patogenia de la retinosis
pigmentaria que convendria considerar al tratar de entender sus bases moleculares, ya
que hasta ahora no se habia descrito una localizacién semejante para ninguna de las
proteinas codificadas por genes implicados en la enfermedad (ver Introduccion general).

Esa localizacion de la proteina CERKL podria verse apoyada por resultados recientes
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obtenidos por otros autores durante el desarrollo de esta tesis en la retina de rata
(Mandal et al., 2013), en los que se describe que, tras someter a los animales a un estrés
luminico (2700 lux durante 6 horas), la localizacion de CERKL en los segmentos
externos de los fotorreceptores aumentaba, pasando esta ademads a tener una disposicion
particulada. Teniendo en cuenta nuestros propios resultados, estas particulas podrian
corresponder precisamente a los grdnulos de estrés que aparecerian tras el estrés
luminico, lo que podria permitir la supervivencia de los fotorreceptores.
Desafortunadamente sin embargo, los autores no muestran en ese trabajo, ni tampoco
posteriormente hasta ahora, datos sobre muerte celular ni sobre recuperacion frente al

estrés que pudieran servirnos para apoyar con mds fuerza esta posibilidad.

3. La localizacion de CERKL en el nicleo y en los granulos de estrés esta alterada
en los mutantes patologicos de CERKL

Para evaluar si la localizacion de CERKL en los granulos de estrés tiene alguna
relevancia fisiolégica y pudiera contribuir a la patologia, estudiamos la localizacion de
varios de los mutantes patoldgicos de la proteina descritos hasta el momento. En estos
estudios, partiamos de la premisa de que si la localizacién de estos mutantes estuviese
alterada, esto seria indicativo de que la misma es importante para la funciéon de CERKL.
Para llevar a cabo estos experimentos generamos dos de los mutantes puntuales
descritos para CERKL: CERKL R106S (Ali et al., 2008) y CERKL C125W (Littink et
al., 2010). El mutante L245P (Khan y Abu-Safieh, 2014) se describié tras haber
finalizado estos estudios, por lo que no estad incluido en los experimentos. Ademas de
los dos anteriores, utilizamos en esos experimentos un mutante truncado (R257X)
también descrito previamente (Tuson et al., 2004).

Una vez comprobada la correcta expresion en las células de los distintos mutantes
generados (datos no mostrados y ver también la Figura 10), analizamos su localizacion
intracelular. En primer lugar observamos que todos estos mutantes presentaban, en
comparacion con la proteina CERKL WT, una alteracién en la localizacién nuclear
(Figura 22A). Asi, mientras que la proteina CERKL WT se encuentra localizada tanto
en el nicleo como en el citoplasma (ver también la Figura 11), los mutantes R106S y
R257X se acumulaban sobre todo en el nicleo, mientras que el mutante C125W estaba
ausente de este orgdanulo. Esto indica que la localizaciéon nuclear de la proteina es
importante, bien por no poder salir la proteina del nicleo o bien por no poder entrar, y

que juega muy probablemente un papel en la patologia.
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Figura 22. Los mutantes patolégicos de CERKL pierden su localizacién en los granulos de
estrés. Se transfectaron transitoriamente células COS-7 con los plasmidos CERKL WT-HA,
CERKL C125W-HA, CERKL R106S-HA y CERKL R257X-HA y, tras 48 horas, se fijaron y se
incubaron sucesivamente con el anticuerpo anti-HA y el correspondiente anticuerpo secundario
conjugado con Alexa 594. Se observa en (A) la localizacion nuclear y citoplasmatica de
CERKL y su asociacién con los granulos de estrés (flechas). En cambio, el mutante C125W se
encuentra ausente de este orgdnulo, mientras que los mutantes R106S y R257X se acumulan
sobre todo en los nicleos. Barra: 10 ym. En (B) se cuantificé el porcentaje de células
transfectadas que presentaban granulos de estrés, utilizando PABP como marcador de estos. Los
valores se expresan como media + desviacion estdndar de tres o mds experimentos diferentes.
Todos los mutantes tienen alterada tanto su localizacion nuclear como la formacién de granulos
de estrés. Se muestra también la significacion estadistica respecto a los valores de CERKL WT
(**p<0,01 y ***p<0,005).
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A continuacion, estudiamos la posible presencia de las formas mutantes de la proteina
en los granulos de estrés. Para ello, transfectamos células COS-7 con los plasmidos que
codifican para las diferentes proteinas marcadas con el epitopo HA (CERKL WT-HA,
CERKL C125W-HA, CERKL R106S-HA y CERKL R257X-HA) y cuantificamos, para
cada uno de los mutantes, el porcentaje de las células transfectadas en las que CERKL
formaba granulos de estrés, utilizando la proteina PABP como marcador de los mismos.
Como se muestra en la Figura 22B, todos los mutantes tienen alterada, en distinto grado,
la formacion de los granulos de estrés conteniendo CERKL. En el caso del mutante
R1068S, el nimero de células transfectadas que presentaban granulos de estrés disminuia
hasta la mitad aproximadamente respecto a la proteina WT, mientras que los mutantes
C125W y R257X presentaban una reduccion aun mayor (del 80 y del 90%,
respectivamente) en el nimero de esas células. Por tanto, al tratarse de mutantes
patolégicos, estos datos indicarian que la localizaciéon de CERKL en los granulos de
estrés juega un papel fundamental en la funcién de la proteina. Puesto que hemos
llegado a una conclusién parecida analizando la localizacion nuclear de los mutantes de
CERKL, la funcién de esta proteina en los granulos de estrés y en el nicleo podria,
como trataremos de establecer mds adelante (ver apartado 4), estar relacionada.

Antes de entrar en eso y al considerar las variaciones observadas en la localizacion
nuclear conviene destacar que llama algo la atencion el caso del mutante C125W, que
estaba practicamente ausente del nicleo (ver Figura 22A). Este mutante no se localiza
en los granulos de estrés ni en las células COS-7, ni en las 661W (Figura 23A y C) y
esta localizacion ni siquiera ocurre en condiciones en las que la formacion de estos
granulos se induce, como por ejemplo tras un tratamiento con ArNa 500 ¢ M durante 30
minutos (Figura 23B). De acuerdo con estos datos, el mutante C125W, ademés de estar
ausente del nicleo, es incapaz de dirigirse de una manera efectiva a los granulos de
estrés. Para descartar que la ausencia de ese mutante del nicleo y de los granulos de
estrés fuese debida a una vida media mas corta y, por tanto, a una menor cantidad de la
proteina, determinamos, por los procedimientos descritos para la proteina CERKL WT
(ver Figura 19), la vida media de este y de los restantes mutantes que hemos analizado
en este trabajo. A partir de estos estudios (datos no mostrados), concluimos que no
existe ninguna diferencia entre las vidas medias de las proteinas mutantes y la de la
proteina CERKL WT. Por tanto, podemos concluir que la ausencia en el mutante
C125W de una localizacién nuclear y de una localizacién en los granulos de estrés no se

debe a unos niveles mas reducidos de la proteina.
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Figura 23. El mutante C125W-HA de CERKL tiene alterada su localizacion en los
granulos de estrés. Se fijaron células COS-7 transfectadas transitoriamente con el plasmido
CERKL C125W-HA, no tratadas (A) o tratadas con arsenito sédico 500 M durante 30 minutos
(B) y células 661W transfectadas con el mismo pldsmido (C). Después, se incubaron
sucesivamente con el anticuerpo anti-HA y el correspondiente anticuerpo secundario conjugado
con Alexa 594 (rojo) o Alexa 488 (verde). En (A) y (B), los rectingulos en MERGE
corresponden a la ampliacién mostrada en el ZOOM. Para el marcaje de los granulos de estrés
se han utilizado anticuerpos que reconocen a las proteinas PABP y eIF4E. Ni en las células
COS-7, tratadas o no con arsenito sodico, ni en las 661W se observa colocalizacién del mutante
C125W de CERKL con los marcadores de los granulos de estrés. Todas las barras: 10 gm.
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4. La localizacion de CERKL en los granulos de estrés requiere el paso previo de la
proteina por el nicleo, asi como una transcripcion activa

Hasta ahora hemos demostrado que los mutantes patoldgicos tienen alterada su
localizaciéon nuclear, bien porque se acumulan alli o bien porque se quedan en el
citoplasma sin entrar al nicleo (ver el apartado 3). Se ha descrito para algunas proteinas
que, al igual que CERKL, se asocian a los granulos de estrés y tienen una localizacion
nuclear y citoplasmética, como las proteinas Mdy2 y Tudor-SN, que su entrada al
nicleo y su salida de €l son necesarias para que se produzca esa asociacion con los
granulos de estrés (Arhzaouy y Ramezani-Rad, 2012). Asimismo, la formacién de los
granulos de estrés depende de la transcripcion activa de los mRNAs, ya que estos son
uno de sus componentes esenciales (Buchan y Parker, 2009). Por tanto, y teniendo en
cuenta los resultados obtenidos con las proteinas mutantes de CERKL descritos en el
apartado anterior, comprobamos si una entrada y salida del nicleo y una transcripcién
activa eran necesarias para la asociacion de CERKL a los granulos de estrés.

Para ello utilizamos el inhibidor del transportador CRM1, leptomicina B, que impide la
salida de muchas proteinas del nicleo. Tras 2 horas de tratamiento, observamos que
CERKL se acumulaba en el nicleo y, lo que es mds interesante, que era incapaz de
colocalizar con los marcadores de los granulos de estrés (Figura 24). Estos resultados
ponen en evidencia, una vez mds, que CERKL debe desempefar una funcién importante
en el nicleo y que cuando esta funcién se ve afectada, como ocurre por ejemplo en los
mutantes cuya localizacidn nuclear estd alterada, se produce la enfermedad.

Puesto que una de las principales funciones celulares que ocurre en el niucleo es la
sintesis de los mRNAs y teniendo en cuenta ademas que, como se ha dicho arriba, estos
a su vez forman parte de los granulos de estrés (Buchan y Parker, 2009), tratamos
también de averiguar si una transcripcidén activa era necesaria para la localizacion de
CERKL en los granulos de estrés. Para ello, utilizamos dos inhibidores de la
transcripcion, la actinomicina D y la alfa amanitina. La Figura 24 muestra que también,
tras esos tratamientos, la proteina CERKL, ademds de no encontrarse localizada en los
granulos de estrés, se acumulaba en el nicleo.

En resumen pues, todos estos resultados indican dos cosas. En primer lugar, que el
trafico entre el nicleo y el citoplasma de CERKL es necesario para que esta proteina
pueda localizarse en los granulos de estrés y, en segundo lugar, que ambos procesos

requieren que ocurra una transcripcion activa de mRNAs.
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Figura 24. La localizacion de CERKL WT-HA en los granulos de estrés necesita la
entrada al nicleo y la salida de la proteina de él, asi como la existencia de una
transcripcion activa. Se transfectaron transitoriamente células COS-7 con el plasmido CERKL
WT-HA vy, tras 48 horas, las células se trataron o no (MOCK) durante 2 horas con un inhibidor
de la salida de proteinas del niicleo, la leptomicina B (40 nM), o con dos inhibidores de la
transcripcion, la actinomicina D (1 pg/ml) y la a-amanitina (100 pg/ml), como se indica a la
izquierda de las diferentes filas de imdgenes. Tras ese tratamiento, las células se fijaron y se
incubaron con los anticuerpos anti-HA y PABP (como marcador de los granulos de estrés) y, a
continuacién, con el correspondiente anticuerpo secundario conjugado con Alexa 594 (rojo) o
Alexa 488 (verde). Todos esos tratamientos producen, a diferencia de lo que se observa en las
células no tratadas, la acumulaciéon de CERKL en el nicleo y la pérdida de su asociacién con los
grénulos de estrés. Barra: 10 gm.
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5. CERKL se asocia a polisomas

Los resultados presentados hasta el momento muestran que los agregados de CERKL
corresponden a su asociacién con compartimentos ribonucleoproteicos, tales como los
granulos de estrés y los cuerpos P. Sin embargo, existe una fraccién substancial de
CERKL que se encuentra de una forma mas difusa en el citoplasma de las células. Dado
que tanto los grdnulos de estrés como los cuerpos P se encuentran en equilibrio
dindmico con los polisomas (Figura 25), consideramos la posibilidad de que esa porcion
de la proteina CERKL que se encuentra en forma difusa en el citoplasma pudiera estar

asociada a los polisomas.
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Figura 25 (adaptada de Li et al., 2013). Intercambio de mRNAs entre los granulos de
estrés, los cuerpos P y los polisomas. El estrés bloquea la traduccién a nivel de su inicio y
causa la formacién de los grdnulos de estrés (A). Los grdnulos de estrés son complejos
ribonucleoproteicos que secuestran, en condiciones de estrés, mRNAs, factores de inicio de la
traduccion y otras proteinas de unién a mRNA. Cuando el estrés desaparece, estos granulos se
desensamblan y los mRNAs secuestrados forman polisomas que empiezan a traducirse de nuevo
como antes del estrés (B). Alternativamente, durante el estrés los mRNAs pueden también
dirigirse a otro compartimento ribonucleoproteico, los cuerpos P (C), para su degradacién. Los
granulos de estrés (A) y los cuerpos P (C), ademas de los mRNAs, contienen diferentes
proteinas, como se indica en la figura, que pueden emplearse como marcadoras de cada uno de
ellos, lo que determina que sean dos compartimentos distintos aunque con un intenso
intercambio de material entre ellos, como se muestra en (D).
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Para comprobar esa posible asociacion, purificamos mediante un gradiente discontinuo
de sacarosa la fraccion polisomal a partir de células HeLa que expresan, de forma
estable, la proteina CERKL. Como ya se comentd antes (ver p. 58), y como también
podemos observar con claridad en la Figura 26, en condiciones basales de cultivo no se
forman granulos de estrés en estas células, de forma que evitamos asi cualquier posible
contaminacién de la fraccion polisomal por estas estructuras. Como marcador de la
fraccidn polisomal utilizamos una proteina ribosomal (RPS6) y ademas utilizabamos la
actina para asegurarnos de que la fraccidon polisomal no estaba contaminada con otras
fracciones mds ligeras. Tras el andlisis de las diferentes fracciones del gradiente de
sacarosa, observamos que, en efecto, parte de la proteina CERKL colocalizaba con la
fraccion polisomal en el sedimento del gradiente (Figura 27A). Para validar la
relevancia fisiologica de este hallazgo, aislamos los polisomas de células HelLa que
expresaban de forma estable el mutante patologico CERKL R257X, que da lugar a una
proteina truncada de 256 aminoécidos. Los resultados muestran en este caso que el
mutante de CERKL no se asocia en absoluto a la fraccion de polisomas y que, por el

contrario, se acumula en las fracciones mads ligeras del gradiente (Figura 27A).

CERKL WT-HA

Figura 26. La proteina CERKL no colocaliza con
los granulos de estrés en células HeLLa que expresan
de manera estable el plasmido CERKL WT-HA. Se
fijaron células HelLa que expresan de manera estable
CERKL WT-HA (para su obtencién ver Metodologia)
y se incubaron sucesivamente con el anticuerpo anti-
HA y con el correspondiente anticuerpo secundario
conjugado con Alexa 594. Se observa una localizacién
de CERKL en el nucleo, pero sobre todo difusa en el
citoplasma, aunque sin formar los agregados tipicos
que en las células COS-7 transfectadas transitoriamente
con CERKL WT-HA estdn asociados a los granulos de
estrés (ver Figura 14A). Barra: 10 ym.

Uno de los controles utilizados para comprobar que las proteinas estdn realmente
asociadas a polisomas y no a otros complejos ribonucleoproteicos que hayan podido
precipitar en el sedimento del gradiente, es el tratamiento del lisado celular con el
quelante de cationes divalentes EDTA a una concentracion de 15 mM. Este quelante
disocia los polisomas, de forma que sus diferentes componentes se desplazan a las
fracciones menos densas del gradiente. Al tratar de esta forma los lisados celulares,
observamos que los marcadores ribosomales de las subunidades 40S y 60S se

desplazaban a las fracciones menos densas del gradiente. Del mismo modo, CERKL
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desaparecia del sedimento para distribuirse por las fracciones mads ligeras (Figura 27B),

lo que nos indica que esta proteina se encuentra efectivamente asociada a los polisomas.

A CERKL WT CERKL 1-256
1 2 3 4 5 6 7 P 1 2 3 4 5 6 7 P

_h-. &9 CERKL-HA jg 4
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B = activa (-

CERKL WT -EDTA CERKL WT +EDTA
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- e e 4

Figura 27. CERKL se asocia con los polisomas. (A) Se lisaron células HeLa que expresan de
manera estable CERKL WT-HA y el mutante CERKL 1-256-HA y los polisomas se aislaron
mediante centrifugacion en un gradiente discontinuo de sacarosa (0,5/1,3/1,7 y 2,1 M). Se
recogieron, ademds del sedimento (P), siete fracciones de 1 ml (1-7) y se analizaron mediante
Western blot utilizando anticuerpos que reconocen HA o a la proteina ribosomal RPS6 (como
marcador de polisomas). Como control de la contaminacién citosélica se utiliz6 actina. (B) Se
recogieron las mismas fracciones y se analizaron como en (A), pero utilizando ahora
anticuerpos que reconocen a la protefna ribosomal RPL26 y no los que reconocen a la actina y
partiendo de lisados tratados (+) o no (-) con EDTA a una concentracién de 15 mM.

6. CERKL se asocia a particulas compactas de ribonucleoproteinas

Otro modo de disociar los polisomas es un tratamiento con la enzima ribonucleasa A
(RNasa A), que degrada el mRNA de los mismos, causando su desensamblaje. Sin
embargo, y contrariamente a lo que ocurria con el EDTA, al tratar los lisados celulares
con 100 pg/mL de RNasa A, la proteina CERKL no solo no desaparecia del sedimento
sino que se acumulaba en las fracciones mas densas del gradiente (Figura 28A). Para
explicar este resultado, tratamos ahora independientemente con RNasa A el sedimento y
dos fracciones ligeras del gradiente discontinuo de sacarosa anterior (fracciones 2 y 3)
que se combinaban previamente. Después sometimos estos extractos a una segunda
ultracentrifugacion en un gradiente continuo de sacarosa, segin se describe en el

apartado de Metodologia. Como era de esperar, el sedimento polisomal demostrd ser

sensible al tratamiento con RNasa A, de forma que CERKL, junto con los marcadores
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de polisomas (por ejemplo, RPS6), desaparecia del sedimento y se desplazaba a las
fracciones mas ligeras del gradiente (Figura 28B). Sin embargo, al tratar las fracciones 2
y 3 combinadas observamos que tanto CERKL como la propia RNasa A se acumulaban
en las fracciones mds pesadas del gradiente (Figura 28C). Calculando la cantidad de
RNA presente en esas fracciones, a partir de la medida de su absorbancia a 260 nm,
pudimos constatar que también se acumulaba el RNA en estas fracciones (ver graficos
en la Figura 28C, abajo).

Una posible explicacion para este resultado, es decir, el que CERKL precipite junto con
la RNasa A y con el RNA, podria ser que CERKL se encuentre formando complejos
ribonucleoproteicos compactos inaccesibles a la RNasa A y, por tanto, que esta sea
incapaz de digerirlos. De esta manera, se formarian agregados de RNasa A, debido a su
capacidad de formar multimeros (Libonati y Gotte, 2004), junto con las particulas
ribonucleoproteicas de CERKL que se localizarian asi en las fracciones més densas del
gradiente de sacarosa. Para validar esta hipdtesis, aumentamos la concentraciéon de NaCl
de 25 a 450 mM con el fin de relajar estos complejos ribonucleoproteicos compactos y
hacerlos asi accesibles a la RNasa A. Al tratar las fracciones 2 y 3 en estas condiciones,
observamos que estos complejos se volvian sensibles al tratamiento con RNasa A y que
tanto CERKL como el RNA se desplazaban hacia las fracciones menos densas del
gradiente (Figura 28D). Estos ultimos resultados, que para entender mejor su
interpretacién se esquematizan en la Figura 29, son totalmente consistentes con el

concepto de que CERKL se asocia a particulas ribonucleoproteicas compactas.
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Figura 28 (ver continuacién en la pagina siguiente).
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Figura 28. CERKL se asocia con particulas ribonucleoproteicas compactas que son
resistentes a la RNasa A. (A) Se lisaron células HeLa expresando CERKL WT-HA de manera
estable y, tras un tratamiento del lisado con RNasa A (100 pg/mL), las muestras se
centrifugaron y procesaron como se ha descrito en la leyenda de la Figura 27. (B) El sedimento
(polisomas) del gradiente discontinuo de sacarosa se resuspendié en el tampén de lisis (sin
EDTA), se traté con RNasa A (100 pg/mL) y se centrifugd en un gradiente continuo de sacarosa
(0,3-1,5 M) tal como se describe en el apartado de Metodologia. Se recogieron aqui, ademas del
sedimento (P), once fracciones (1-11) y se analizaron por Western blot empleando los mismos
anticuerpos descritos en la leyenda de la Figura 27A. (C y D) Se lisaron células HelLa
expresando CERKL WT-HA de manera estable y los polisomas se aislaron mediante
centrifugacién en un gradiente discontinuo de sacarosa (0,5/1,3/1,7 y 2,1 M) como antes. Dos de
las siete fracciones obtenidas (nimeros 2 y 3) se combinaron y se trataron con RNasa A (100
pg/mL) en presencia de dos concentraciones diferentes de NaCl, 25 (C) y 450 (D) mM. Tras el
tratamiento, las preparaciones se centrifugaron en un gradiente continuo de sacarosa (0,3-1,5
M). Se recogieron, ademds del sedimento (P), 10 fracciones (1-10), que se analizaron por
Western blot empleando anticuerpos que reconocen a HA y a la RNasa A. Se muestran también,
bajo los Western blots, las concentraciones de RNA en las fracciones cuantificadas por su
absorbancia a 260 nm. Los resultados se comentan en el texto y en la Figura 29.
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Figura 29. Esquema interpretativo de los experimentos realizados para analizar los
granulos ribonucleoproteicos que contienen a la proteina CERKL mediante dos
tratamientos diferentes con RNasa A que se diferencian solamente en que se realizan en
presencia de una concentracion salina baja o alta. Tras la obtencién de un lisado de células
HeLa que expresan establemente la proteina CERKL WT-HA en una solucién de NaCl (25
mM), se realizé una centrifugacién en un gradiente discontinuo de sacarosa (tubo izquierdo).
Las fracciones dos y tres de esa centrifugacion (marcadas en verde) contienen las particulas
ribonucleoproteicas que llevan asociada a la proteina CERKL (ovoides azules claros). A una
concentracion baja de NaCl (25 mM, panel superior), la RNasa A (circulos rojos) se asocia a
esas particulas compactas, pero es incapaz de acceder al mRNA para digerirlo. Al mismo
tiempo, y debido a la capacidad de la RNasa A para formar homopolimeros, se forman unos
agregados de RNasa A unida a las particulas ribonucleoproteicas que contienen la proteina
CERKL. Durante la siguiente ronda de centrifugacién, ahora en un gradiente continuo de
sacarosa (parte de arriba), estos agregados precipitan en la porcién mds densa del gradiente (ver
Figura 28C). Cuando se eleva la concentracién de NaCl hasta 450 mM (parte de abajo), las
particulas ribonucleoproteicas, que llevan asociada a la proteina CERKL en las fracciones 2 y 3,
se relajan, por lo que la RNasa A puede ahora acceder hasta el mRNA y digerirlo, solubilizando
asi a los componentes de esas particulas. Por eso, durante la siguiente centrifugacién en el
gradiente continuo de sacarosa, estos componentes (entre ellos CERKL) se solubilizan y migran
hacia las fracciones mds ligeras en la parte superior del gradiente (ver Figura 28D).

7. CERKL interacciona con componentes de la maquinaria de traduccion
Hasta ahora hemos demostrado que CERKL se encuentra en distintos compartimentos
ribonucleoproteicos, como los granulos de estrés, los cuerpos P y los polisomas, asi

como en particulas ribonucleoproteicas compactas. Dado que todas estas estructuras
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poseen una composicién basada en RNAs y proteinas, estudiamos a continuacién con

cudl o con cuadles de esas macromoléculas interaccionaba CERKL.

7.1. Interacciéon de CERKL con proteinas de la maquinaria de traduccion

En primer lugar, llevamos a cabo estudios proteémicos para identificar proteinas que
interaccionasen con CERKL. Para ello, transfectamos células HEK-293T con los
plasmidos CERKL WT-Flag y Flag-GFP como control y, tras 48 horas, las células se
lisaron y se inmunoprecipité Flag segin se describe en el apartado correspondiente de la
Metodologia. Tras analizar el inmunoprecipitado por espectrometria de masas, pudimos
determinar que la mayor parte de las proteinas que se unian a CERKL eran proteinas
ribosomales (RP), tanto de la subunidad 40S (S11 y S13) como de la subunidad 60S
(L6,L10,L17,L18,L23 y L35).

En una segunda aproximacioén para identificar las proteinas que interaccionan con
CERKL, las proteinas del inmunoprecipitado se sometieron a electroforesis en geles de
SDS-PAGE del 8% o del 16% de poliacrilamida, con la finalidad de separar mejor las
proteinas de alto o de bajo peso molecular, respectivamente. A continuacién las
proteinas se tifieron con plata (Figura 30A y B). Las bandas que solo aparecian en la
inmunoprecipitacion de CERKL (y que, por tanto, estaban ausentes en la realizada con
GFP) se seccionaron, se tripsinizaron y se identificaron por espectrometria de masas.
Las proteinas que se identificaron en esos estudios se muestran en la Tabla 5. De las 30
proteinas identificadas, 18 podian clasificarse como proteinas implicadas en la
maquinaria de traduccion, incluyendo proteinas ribosomales (RPS3, RPSA y RPSS),
factores de iniciacién (elF3B, elF3G, elF31 y metionina tRNA ligasa) y de elongacion
(eEF102, eEF2, eEF1y, eEFTu, eEF1a-like3, alanina tRNA ligasa e isoleucina tRNA
ligasa), chaperonas (HSP70, HSP90, HSP B-1 y el miembro 2 de la subfamilia A de
DNAJ), asi como la proteina de unién a la cola poli A de los mRNAs (PABP). La
Figura 31 muestra la verificacion de estos resultados mediante Western blot para las
proteinas de cada uno de los grupos anteriores en la que la espectrometria de masas
detect6 el mayor ndmero de péptidos (concretamente, se verificaron las proteinas RPS3,
elF3B, HSP70 y PABP). Ademds de las proteinas de los grupos anteriores, cabia
destacar entre las proteinas identificadas la presencia de a y B-tubulina, asi como la de
algunas que se encuentran en la membrana plasmatica, como la desmogleina, la
filagrina y la desmoplaquina (ver Tabla 5). La relevancia de estas proteinas para la

funcién de CERKL se comentara mas adelante.
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Tabla 5. Proteinas de union a CERKL

Factor de inicio de la traduccién eucariota 3 subunidad B
Factor de inicio de la traduccion eucariota 3 subunidad G
Factor de inicio de la traduccion eucariota 3 subunidad I
Factor de elongacion de la traduccion gamma-1

Factor de elongacion de la traduccion Tu, mitocondrial
Factor de elongacion de la traduccion parecido a 1-alfa 3
Factor de elongacion de la traduccion 1-alfa 2

Factor de elongacion de la traduccion 2

Alanina tRNA ligasa
Proteinas involucradas en traducciéon | Isoleucina tRNA ligasa
y plegamiento de proteinas Metionina tRNA ligasa

Proteina S3 de la subunidad ribosomal 40S
Proteina SA de la subunidad ribosomal 40S
Proteina S5 de la subunidad ribosomal 40S
Proteina de choque térmico de 90 kDa
Proteina de choque térmico de 70 kDa
Proteina de choque térmico beta-1
Miembro 2 de la subfamilia A de DNAJ
Proteina de unién a poli A

Nucleofosmina

Proteinas involucradas en el Metilosoma, proteina 50

metabolismo de DNA/RNA Proteina parecida a RuvB 2
Ribonucleoproteina nuclear heterogénea F

Apolipoproteina D
Importina 4

Alfa tubulina
Otras Beta tubulina
Desmogleina
Filagrina
Desmoplaquina

Se muestran las 30 proteinas identificadas en los estudios de espectrometria de masas que
interaccionarian con CERKL, pero no con GFP. Estas proteinas se han clasificado en tres
grupos. El primero es el mds numeroso, e incluye proteinas implicadas en la maquinaria de
traduccion (proteinas ribosomales, factores de inicio y de elongacién) y el plegamiento de
proteinas, asi como la proteina PABP de unio6n a la cola de poli A de los mRNAs y que hemos
empleado antes como uno de los marcadores de los granulos de estrés. En los otros dos grupos
destaca, en el dltimo de ellos, la presencia de las tubulinas a y B y de varias proteinas
localizadas en la membrana plasmatica (desmogleina, filagrina y desmoplaquina).

Junto a CERKL WT-Flag y Flag-GFP, analizamos en paralelo el mutante de CERKL
C125W-Flag. Este interactia con muchas de las proteinas con las que lo hace CERKL
WT. Asi, entre las cuatro proteinas que se verificaron en los Western blots, el mutante
interactia con tres, RPS3, HSP70 y PABP. En cambio, no lo hace con la proteina eIF3B
(ver la flecha 1 en la Figura 30A y el Western blot correspondiente en la Figura 31).
Puesto que elF3B es un factor clave de inicio de la traduccién (Masutani et al.,
2007), resulta interesante que un mutante patolégico de CERKL tenga precisamente un

defecto en la interaccion con una proteina que actia a este importante nivel.
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Figura 30. Proteinas que interaccionan con CERKL. Se transfectaron transitoriamente
células HEK-293T con los plasmidos CERKL WT-Flag, CERKL C125W-Flag y Flag-GFP, se
lisaron y se realizaron inmunoprecipitaciones con anticuerpos anti-Flag como se describe en la
Metodologia. Las proteinas eluidas de las inmunoprecipitaciones se separaron mediante SDS-
PAGE (del 8 y 20% de poliacrilamida en (A) y (B), respectivamente). Las proteinas se tifieron
con tincién de plata antes de ser analizadas por espectrometria de masas. La posicion de
diferentes proteinas se ha marcado con flechas y los niimeros corresponden, de arriba abajo, a
las proteinas siguientes: elF3B (1), CERKL-Flag (2), B-tubulina (3) y a-tubulina (4) en (A) y
PABP (5), HSP70 (6), CERKL-Flag (7) y RPS3 (8) en (B). Se indica también, en el gel del 20%
de poliacrilamida (B), la posicién de Flag-GFP (9), como control.
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Figura 31. CERKL WT, pero no el
mutante C125W, interacciona con la
proteina de la maquinaria de traduccion
elF3B. Se transfectaron transitoriamente
células HEK-293T con los plasmidos CERKL
WT-Flag, CERKL C125W-Flag y Flag-GFP.
Tras 48 horas, las células se lisaron y se
realizaron inmunoprecipitaciones como se ha
descrito en la Metodologia. Los lisados

(INPUT) y sus inmunoprecipitados se
analizaron por Western blot utilizando
anticuerpos que reconocen Flag, elIF3B,

PABP, HSP70 y RPS3. Las tres tltimas
proteinas interaccionan tanto con CERKL
WT como con el mutante de CERKL C125W,
pero no con GFP. En cambio, eIF3B
interacciona solamente con CERKL WT.
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7.2. Interacciéon de CERKL con mRNAs

Otra molécula muy importante que comparten los granulos de estrés, los cuerpos P, los
polisomas y otras particulas ribonucleoproteicas es el mRNA. Anteriormente, hemos
demostrado: i) que CERKL se localiza en los granulos de estrés, los cuerpos P, los
polisomas y otras particulas ribonucleoproteicas, ii) que CERKL interacciona ademads
con diversas proteinas de la maquinaria de traduccion que se unen al mRNA, y iii) que
para que CERKL salga del nucleo y se localice en los granulos de estrés es necesaria
una transcripcion activa. Teniendo en cuenta todos estos datos, estudiamos si CERKL
podia unirse también a los mRNAs. Los experimentos iniciales fueron realizados por el
grupo de la Dra. Roser Gonzalez-Duarte del departamento de Genética de la
Universidad de Barcelona, con el que hemos colaborado en el estudio de la retinosis
pigmentaria dentro un proyecto del CIBER de enfermedades raras. En esos
experimentos, en los que se utilizaron mRNAs purificados a partir de células COS-7 o
de retina humana, este grupo demostrd, mediante EMSA, que CERKL se une
directamente al mRNA a través de su extremo amino-terminal (residuos 1-256)
(Fathinajafabadi et al., 2014).

Varias de las proteinas que interaccionan con CERKL identificadas en los estudios
protedmicos (ver Tabla 5), como las subunidades B, G e I del factor eucaridtico de
inicio de la traduccién 3 y las proteinas ribosomales de la subunidad 40S, como las
proteinas RPS3, RPSA y RPSS5, pertenecen al complejo de pre-inicio de la traduccion
(complejo 48S). Este complejo se ensambla en el extremo 5’CAP del mRNA (Aitken y
Lorsch, 2012, y ver también la Figura 32A), lo que sugiere que CERKL podria estar
interaccionando con este extremo del mRNA. Con el propédsito de estudiar de manera
mads directa si esto era asi, transfectamos las células HEK-293T con CERKL WT-Flag o
con Flag-GFP como control y, a continuaciéon, inmunoprecipitamos Flag. Tras el
tratamiento con el péptido Flag, los eluidos obtenidos se incubaron durante 2 horas con
el andlogo del 5’'CAP 7-metil guanosina unido a la resina Sefarosa o con la Sefarosa sin
conjugar como control negativo. Tras varios lavados, la resina se hirvié en SDS y el
material resultante se analizé mediante Western blot para verificar la posible presencia
de CERKL-Flag (Figura 32B). Los resultados obtenidos en este estudio muestran que
CERKL interacciona con la 7-metil guanosina de una manera especifica y que, por
tanto, el extremo 5'CAP desempefia un papel importante en la unién de los mRNAs a

CERKL.

80



Resultados y desarrollo argumental

A B WT GFP

INPUT FLAGIP @Q G&Q

AN

WIGFPwT grp & <& O

CERKL "= == -

FLAG

Complejo de 488 GFP . .

Figura 32. CERKL interacciona con el extremo 5°CAP de los mRNAs. (A) Como muestra la
figura, adaptada de Anderson y Kedersha (2002), el complejo 48S de pre-inicio de la traduccién
de eucariotas se une a la regién 5°CAP del mRNA vy es responsable de buscar el codén de inicio
(AUG). Este complejo estd formado por la subunidad pequefia del ribosoma (40S) y por las
proteinas que intervienen en el inicio de la traduccion, como son las de la familia elF3 y elF4.
(B) Se inmunoprecipitaron las proteinas CERKL WT y GFP unidas a Flag (FLAG IP) a partir
de lisados (INPUT) de células HEK-293T que expresan de manera transitoria estas proteinas.
Los eluidos de estas inmunoprecipitaciones se incubaron con la resina Sefarosa 4B conjugada a
m7-GTP (M7-GTP). Las proteinas que se unieron fueron analizadas mediante Western blot,
utilizando el anticuerpo anti-Flag. Como control se utiliz6 la Sefarosa 4B sin conjugar (Seph).
CERKL WT, pero no GFP, interacciona con m7-GTP.

7.3. La interaccion de CERKL con las proteinas de union a mRNAs depende de la
integridad de los mensajeros

Hasta ahora hemos mostrado que CERKL se une tanto a proteinas de la maquinaria de
traduccién como a mRNAs. Mediante EMSA, se habia mostrado que la interaccién con
el mRNA podia ocurrir de una forma directa, ya que en los experimentos del grupo de
Barcelona que hemos mencionado en el apartado 7.2 se utilizaron mRNAs y la proteina
purificados. A continuacion, analizamos si la interaccion de CERKL con las proteinas
identificadas era también directa o si, por el contrario, era dependiente de la integridad
de los mRNAs, ya que todas estas proteinas se unen también al RNA. Para ello,
transfectamos células HEK-293T con CERKL WT-Flag y tratamos los lisados celulares
con RNasa A (100 pg/ml durante 30 minutos) en presencia de diferentes
concentraciones salinas (NaCl 150, 450 y 600 mM). Después, se inmunoprecipitd
CERKL WT-Flag y, mediante Western blot, se analizaron las proteinas que
interaccionaban con CERKL en las diferentes condiciones. Como se puede observar en
la Figura 33, el tratamiento con RNasa A en presencia de una concentracion salina baja
(NaCl 150 mM) no afecta a la interaccion de CERKL con elF3B, PABP, HSP70 o
RPS3. Hemos mostrado anteriormente, que las concentraciones elevadas de NaCl

relajan los complejos ribonucleoproteicos compactos de los que forma parte CERKL y
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los vuelve accesibles al tratamiento con RNasa A (ver Figura 28D). De esta manera,
cuando se incrementd la concentracion de NaCl desde 150 hasta 450 y 600 mM, la
interaccion de CERKL con las proteinas se fue perdiendo en todos los casos, excepto en
el de la proteina elF3B. En cambio, en ausencia de RNasa A, el incremento de la
concentracion salina no afecté a la interaccion de CERKL con todas esas proteinas.
Estos datos indican pues que la interaccion de eIF3B con CERKL es independiente de
la integridad del mRNA y que, probablemente, ocurre, o bien directamente entre las dos

proteinas, es decir e[F3B y CERKL, o bien a través de otras proteinas.
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Figura 33. Analisis de la dependencia de la integridad del mRNA en la interacciéon de
CERKL con componentes de la maquinaria de traduccion en los complejos ribonucleo-
proteicos compactos. Se transfectaron transitoriamente células HEK-293T con el plasmido
CERKL WT-Flag, las células se lisaron y se realizaron inmunoprecipitaciones como se ha
descrito en la Metodologia. Los lisados (INPUT) y los inmunoprecipitados (FLAG IP) se
analizaron por Western blot. Antes de la inmunoprecipitacion, los lisados se trataron o no con
RNasa A (100 pg/mL) en presencia de tres concentraciones diferentes de NaCl (150, 450 y 600
mM), como se indica. La inmunoprecipitacion se realizé con resina anti-Flag M2 y los lisados e
inmunoprecipitados se analizaron por Western blot, utilizando anticuerpos que reconocen las
siguientes proteinas: elF3B, PABP, HSP70, RPS3 y Flag (para detectar CERKL WT). En los
histogramas de la derecha se muestran las medias y desviacion estandar de la cuantificacion, en
cuatro experimentos diferentes, de las proteinas de las bandas en las inmunoprecipitaciones
realizadas con Flag de los lisados tratados con RNasa A y concentraciones salinas diferentes. En
todos los casos, menos en el de elF3B, la interaccién de CERKL con componentes de la
maquinaria de traduccién en los complejos ribonucleoproteicos compactos depende de la
integridad del mRNA. Se muestra también la significacién estadistica (¥p<0,05, **p<0,01 y
*#%p<0,005) respecto a los valores control (150 mM de NaCl).
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Al analizar el mutante C125W de CERKL, que previamente habiamos demostrado que
no se une a elF3B, pudimos observar que la interaccion con las proteinas PABP, HSP70
y RPS3 no se veia afectada por el tratamiento con RNasa A en ninguna de las
concentraciones salinas utilizadas (Figura 34). Por tanto, puesto que las interacciones
del mutante CERKL C125W con esas proteinas no parecen depender de la integridad de
los mRNAs, como ocurria en el caso de CERKL WT, es probable que estas se

produzcan en el citoplasma de una manera ectopica.

—
=

10

CERKL C125W

INPUT FLAGIP

+RNasa A +RNasa A
NaCl (mM) 150 450 600 150 450 600 150450 600 150 450 600

PABP M - .-

PABP/CERKL
=] e + > L
HSP70/CERKIL.
= s e =y o

—

n
=
-

n
=}
=
=
=}

130 430 600 NaCl(mMI)

—
=

HSP70 ..".. LR L

Go

=S

RSP3/CERKI.

CERKL
C125W-FLAG

RPssw - .-
DOEREF Snuaee

2

150 450 600  NaCl(mM)

Figura 34. El mutante C125W de CERKL interacciona con componentes de la maquinaria
de traduccion con independencia de la integridad del mRNA. Se transfectaron
transitoriamente células HEK-293T con el plasmido CERKL C125W-Flag, las células se lisaron
y se realizaron inmunoprecipitaciones como se ha descrito en Metodologia, analizando el
inmunoprecipitado por Western blot. Antes, los lisados se trataron o no con RNasa A (100
pg/mL) en presencia de tres concentraciones diferentes de NaCl (150, 450 y 600 mM), como se
indica. Los lisados se inmunoprecipitaron con resina anti-Flag M2 y lisados (INPUT) e
inmunoprecipitados (FLAG IP) se analizaron por Western blot, utilizando anticuerpos que
reconocen las siguientes proteinas: PABP, HSP70, RPS3 y Flag (para detectar CERKL
C125W). En los histogramas de la derecha se muestran las medias y desviacion estdndar de la
cuantificacidn, en cuatro experimentos diferentes, de las proteinas de las bandas detectadas en
las inmunoprecipitaciones realizadas con Flag de los lisados tratados con RNasa A en presencia
de diferentes concentraciones salinas.

En resumen, una posible interpretaciéon de todos los resultados descritos hasta el
momento seria que la proteina CERKL entra en el nicleo, donde se une a mRNAs, y

que, tras transportarlos al citoplasma, ayuda a que se formen los polisomas para la
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traduccidén de los mismos. Esta hipotesis explicaria también el hecho de que tanto la
entrada y salida del nicleo como la transcripcion activa sean necesarias para localizar
CERKL en los granulos de estrés ya que, en situaciones de estrés, CERKL y sus RNAs
mensajeros asociados se dirigirian a los granulos de estrés y/o a los cuerpos P. Ademas,
CERKL se encontraria también formando parte de particulas ribonucleoproteicas
compactas y, por tanto, traduccionalmente inactivas, cuya posible funcion seria proteger
a los RNAs mensajeros hasta que ocurra su traduccién en el lugar y en el momento
apropiados. El hecho de que el mutante C125W de CERKL sea incapaz de entrar al
nucleo, explicaria que tampoco sea capaz de formar parte, por ejemplo, de los granulos
de estrés, al no poder unirse a los RNAs mensajeros en el niicleo. Esto probablemente
explicaria también los resultados de la Figura 34 en relacion con las interacciones del

mutante de CERKL con las proteinas de la maquinaria de traduccion.

8. CERKL se asocia a los microtibulos

Durante el andlisis de la localizacion de CERKL en los grdnulos de estrés, llevamos a
cabo inmunofluorescencias en las que, en vez de fijar las células durante 20 minutos con
4% de paraformaldehido, las fijdbamos con concentraciones méas bajas (1-2%) y durante
menos tiempo.

Este tipo de fijacion permite una mejor observacion de los granulos de estrés, ya que se
pierde parte de la fraccién soluble de las células (Kimball et al., 2003). En estas
condiciones, ademds de la distribuciéon en forma de agregados, observdbamos que
CERKL presentaba una disposicion filamentosa que tenia semejanza con la que muestra
el citoesqueleto de las células (Figura 35A).

Asimismo, hay que recordar que entre las proteinas identificadas en el estudio
proteémico que interaccionaban con CERKL se encontraban la a- y la B-tubulina (ver
Tabla 6 y flechas 3 y 4, respectivamente, en la Figura 30A). Por tanto, comparamos la
localizacion de CERKL con la de la B-tubulina mediante inmunofluorescencia y
observamos que el marcaje filamentoso que obteniamos para CERKL en las
condiciones mencionadas arriba coincidia bastante bien con el marcaje de los
microtibulos (Figura 35B). Al tratar las células con colchicina, un inhibidor de la
polimerizacién de los microtibulos, se observa que el marcaje debido a la B-tubulina
adquiere un patrén difuso y que, a su vez, se pierde la disposicion filamentosa de

CERKL y se hace también més difusa (Figura 35B).
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Figura 35. CERKL se
asocia también a los
microtdbulos. Se trans-
fectaron  transitoriamente
células COS-7 con el
plasmido CERKL WT-HA
y, tras 48 horas, se fijaron y
se incubaron con los
anticuerpos anti-HA (A y B)
y anti-f tubulina (B),
seguido por los correspon-
dientes anticuerpos secun-
darios  conjugados  con
— Alexa 594 (rojo) o 488
CERKLEA ' : (verde). Las flechas en (A)
A muestran las  estructuras
filamentosas que forma
CERKL y que recuerdan el
aspecto del citoesqueleto de
las células. Los nicleos
(azules) estdn tefiidos con
DAPI. En (B), las células se
trataron también (fila infe-
rior) o no (fila superior) con
el inhibidor de la polimeri-
zacién de microtibulos col-
chicina (1 pg/ml, 2 horas),
que elimina las estructuras
filamentosas de CERKL.
Todas las barras: 10 ym.
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Ademads, CERKL se encuentra localizada igualmente en otras estructuras formadas por
microtibulos, como los centriolos, que marcidbamos con anticuerpos anti-pericentrina
(Figura 36A), o el huso acromatico, que identificabamos en células en divisién con los
anticuerpos anti-acetil-a-tubulina (Figura 36B, donde se observa la colocalizacién de
CERKL con el huso acromadtico en diferentes fases del ciclo celular, aqui concretamente
en la profase tardia y en la meta-anafase). Por tanto, todos estos resultados nos indican
que la proteina CERKL esté asociada a los microtubulos.

Para estudiar con mayor detalle la relaciéon de la proteina CERKL con la a- y la B-
tubulina, comprobamos su interaccién mediante inmunoprecipitacion. Para ello,
transfectamos células HEK-293T con los pldsmidos CERKL WT-Flag y Flag-GFP
como control. Transcurridas 48 horas, parte de las células se sometié a un tratamiento
con 1 pg/ml de colchicina durante 2 horas. Tras ese tiempo, se inmunoprecipité Flag en

las diferentes muestras y se analizaron los inmunoprecipitados mediante Western blot.
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Figura 36. CERKL se asocia a varias estructuras formadas por microtibulos. Se
transfectaron transitoriamente células COS-7 con el plasmido CERKL WT-HA vy, tras 48 horas,
se fijaron y se incubaron con los anticuerpos anti-HA (A y B) y anti-pericentrina como
marcador de centriolos (A) o anti-acetil a-tubulina como marcador del huso acromatico (B),
seguido por los correspondientes anticuerpos secundarios conjugados con Alexa 594 (rojo) o
488 (verde). Las flechas en (A) indican la posicion de los centriolos y los rectangulos
corresponden a la ampliacion mostrada en ZOOM. Se observa que CERKL se encuentra en
cantidad elevada en los centriolos. Los nicleos (azules) estdn tefiidos con DAPI. En (B) se
observa la colocalizacion de CERKL con el huso acromético durante una profase (arriba) y una
meta-anafase (abajo). Todas las barras: 10 ym.

De acuerdo con los resultados obtenidos, CERKL interacciona con las proteinas o- y p-
tubulina celulares y esta interaccion se pierde tras el tratamiento con colchicina (ver

Figura 37A). Esto nos indica que CERKL se une a las tubulinas de los microtibulos.
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Por el contrario, la interacciéon de CERKL con las proteinas elF3B, PABP, HSP70 y
RPS3 no se ve afectada por el tratamiento con colchicina (ver Figura 37A), lo que
indica que es independiente de la integridad de estos. Por lo tanto, los datos obtenidos
sugieren que CERKL interacciona previamente con los restantes componentes proteicos

de un complejo ribonucleoproteico que, posteriormente, se unird a los microtibulos.
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Figura 37. La interaccion de CERKL con las proteinas de la maquinaria de traduccion es
independiente de la integridad de los microtibulos y su unién a estos no depende del
dominio de “pleckstrin homology” (PH). En (A y C) se transfectaron transitoriamente células
HEK-293T, tratadas o no con colchicina (1 ug/ml) durante 2 horas en (A), con los plasmidos
CERKL WT-Flag y Flag-GFP como control (A) o CERKL WT-HA, CERKL C125W-HA y
CERKL W151A-HA y células sin transfectar (HEK-293) como control (C). A partir de lisados
(INPUT) se realizaron inmunoprecipitaciones (IP) con anticuerpos anti-Flag (A) o anti-HA (C).
Los lisados y los inmunoprecipitados se analizaron por Western blot utilizando anticuerpos que
reconocen Flag, elF3B, PABP, HSP70 y RPS3 (A) o B-tubulina y acetil a-tubulina como
marcadores de los microtibulos (C). En (B) se muestra esquemdticamente el dominio de
“pleckstrin homology” (PH) de la proteina CERKL (aminodcidos 40 a 164) y las mutaciones de
dos aminodcidos de este dominio, una patolégica (Cys 125), que corresponde a la conversion
del residuo cisteina 125 en un triptéfano y la otra (Trp 151), generada en nuestro laboratorio y
que corresponde a la conversion del residuo triptéfano 151 en una alanina.

Como se ha descrito en la Introduccion, CERKL posee un dominito PH (“Pleckstrin
Homology”) entre los aminoécidos 40 y 164 de su extremo N-terminal (Figura 37B). Se
han descrito dos funciones principales para este tipo de dominios, la unién a lipidos y la
unidn al citoesqueleto (Rebecchi y Scarlata, 1998). Por tanto, utilizamos dos mutantes
puntuales de ese dominio de CERKL para comprobar si era responsable de la unién de
CERKL al citoesqueleto. Por un lado, utilizamos el mutante patolégico C125W y por

otro generamos un nuevo mutante, WI151A, ya que el residuo de triptéfano 151 es un
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residuo del domino PH clave y conservado. Inmunoprecipitamos la proteina CERKL a
partir de células HEK-293T sin transfectar (como control) y también de las mismas
células que superexpresaban CERKL WT-HA, CERKL C125W-HA y CERKL
WI151A-HA. Después, mediante Western blot, observamos la interaccion de CERKL
WT y de los mutantes con los microtibulos, utilizando anticuerpos contra acetil-a-
tubulina y B-tubulina. La Figura 37C muestra que tanto la proteina WT como las dos
mutantes se unen a los microtibulos y, por tanto, que no tienen ninguna alteraciéon que
impida esa unién. Este resultado, ademds de mostrar que, en el caso del mutante
C125W, la unién a microtibulos no es la causante de su patogenia, indica también,
teniendo en cuenta sobre todo el resultado obtenido con el mutante W151A, que el
dominio PH de CERKL no desempefia un papel importante en la union de la proteina a

los microtabulos.

8.1. Las particulas ribonucleoproteicas compactas que contienen CERKL se unen
a los microtibulos

Como hemos mencionado, cuando se fijan las células con un porcentaje bajo de
paraformaldehido se detecta una porcion de CERKL que estd asociada al citoesqueleto
de microtibulos. Observando esta asociacion con mayor detalle, se pone de manifiesto
que esa porcion de CERKL forma agregados, con un tamafio de 100-200 nm de
didmetro, que parecen estar unidos al citoesqueleto de microtibulos como las cuentas de

un collar (Figura 38).

CERKL-HA Z00OM

Figura 38. CERKL forma estructuras granulares asociadas a los microtibulos. Se
transfectaron transitoriamente células COS-7 con el plasmido CERKL WT-HA vy, tras 48 horas,
se fijaron y se incubaron con el anticuerpo anti-HA seguido por el correspondiente anticuerpo
secundario conjugado con Alexa 594 (rojo). El rectdngulo corresponde a la ampliacién mostrada
en ZOOM vy las flechas sefialan las estructuras granulares formadas por CERKL. Barras: 10 y 2
pmen la imagen original y en la de ZOOM, respectivamente.
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Puesto que CERKL forma particulas ribonucleoproteicas compactas y, ademads, se une a
los microtubulos, comprobamos si los agregados unidos a los microtubulos
correspondian a esas particulas. Para ello, aislamos la fraccion del citoesqueleto de
células transfectadas con CERKL-FLAG vy, tras verificar su pureza (Figura 39A),
inmunoprecipitamos CERKL-FLAG y analizamos su interacciéon con las demds
proteinas de las particulas ribonucleoproteicas compactas. Como muestra la Figura 39B,
la interaccion de CERKL con las proteinas elF3B, PABP, HSP70 y RPS3 también
ocurre en la fraccién de citoesqueleto purificado. Ademads, al igual que habiamos
observado previamente, estas interacciones, excepto con la proteina elF3B, son
sensibles al tratamiento con RNasa A cuando este se lleva a cabo en presencia de una
concentracion salina elevada (Figura 39B).

Con todos estos datos, y teniendo en cuenta ademds los estudios con colchicina
mencionados en el apartado anterior, podemos concluir que las particulas
ribonucleoproteicas compactas que contienen CERKL se asocian a los microtubulos una

vez ya formadas y, por tanto, no se forman sobre ellos a partir de sus componentes.

8.2. La asociacion de CERKL y de sus proteinas acompaiantes con microtibulos
ocurre también en células neuronales diferenciadas

Todo el trabajo descrito hasta el momento se ha llevado a cabo en las lineas celulares
utilizadas habitualmente en el laboratorio, empleando para cada tipo de experimento la
mads adecuada. Por ejemplo, se emplearon células COS-7 para las inmunofluorescencias
iniciales, HEK-293T para obtener una mayor superexpresion de las distintas proteinas,
etc. Aunque cualitativamente en todas ellas observamos resultados similares, conviene
precisar que la ausencia de CERKL en los enfermos de retinosis pigmentaria causa
especificamente la muerte de los fotorreceptores. Cabe destacar aqui que también
habiamos encontrado que la proteina CERKL se encontraba localizada en los granulos
de estrés en la linea precursora de fotorreceptores 661W (ver Figura 20). Asimismo, y
como ya hemos comentado antes (pp. 64-65), se ha mostrado in vivo que, tras un estrés
luminico, la cantidad de CERKL en los segmentos externos de los fotorreceptores
aumenta y ademds forma agregados (Mandal et al., 2013). Teniendo en cuenta nuestros
resultados, podriamos deducir que estas estructuras particuladas formadas tras el estrés
luminico corresponden a los granulos de estrés o a los granulos ribonucleoproteicos
densos a los que, como hemos demostrado nosotros en las lineas celulares en cultivo, se

asocia la proteina CERKL.
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Figura 39. CERKL se asocia a los microtibulos formando particulas ribonucleoproteicas
compactas y su interaccion con proteinas de la maquinaria de traduccion depende de la
integridad del mRNA. (A) Se transfectaron transitoriamente células HEK-293T con el
plasmido CERKL WT-Flag y, tras 48 horas, se lisaron y se obtuvieron cinco fracciones
diferentes mediante un kit de subfraccionamiento celular (ver Metodologia) que, a partir del
lisado total (H), separa las fracciones siguientes: S (soluble), M (membranal), N (nuclear), C
(cromatina) y SK (citoesqueleto). Se comprob6 la pureza de cada fraccién mediante Western
blot con los siguientes marcadores de cada fraccion: HSP70 y GAPDH (fraccién soluble),
calnexina y porina (fraccién membranal), lamina (fraccién nuclear), histona H3 (cromatina) y
acetil-o-tubulina y vimentina (citoesqueleto). (B) A partir de la fracciéon SK de citoesqueleto,
tratada o no con RNasa A (100 pxg/mL) en presencia de las concentraciones indicadas de NaCl
(150, 450 y 600 mM), se realizé una inmunoprecipitacion con anti-Flag y el lisado de la
fraccion (INPUT) y los eluidos (FLAG IP) se analizaron mediante Western blot utilizando
anticuerpos contra FLAG, elF3B, PABP, HSP70 y RPS3. En los histogramas de abajo, se
muestran las medias y desviacion estdndar de tres experimentos diferentes en los que se
cuantificaron las correspondientes bandas obtenidas en las inmunoprecipitaciones, realizadas
con Flag, de los lisados tratados o no con RNasa A y diferentes concentraciones salinas. Se
muestra también la significacién estadistica (*p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,005) respecto a los
valores control (150 mM de NaCl).
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Dado que los fotorreceptores son un tipo de neuronas altamente diferenciadas, parece
apropiado comprobar si CERKL se comporta también de igual forma en estas células.
Para ello utilizamos las células SH-SY5Y, que se consideran un modelo adecuado de
funcionamiento y diferenciacion neuronal (Pahlman et al., 1990; Xie et al., 2010). Estas
células, derivadas de neuroblastoma, se diferencian cuando se reduce la concentracion
de suero en el medio de cultivo (de un 10% por ejemplo hasta el 1%) y se ahade 4cido
retinoico a una concentracion de 10 xM durante un periodo de 24 a 96 horas. Durante el
proceso de diferenciacion, las células comienzan a expresar marcadores de células
neuronales y forman también, a nivel morfolégico, unas prolongaciones de la membrana
plasmatica del tipo de las neuritas, que son extensiones de la célula altamente
polarizadas y diferenciadas y que estdn presentes en las neuronas (Agholme et al.,
2010).

Por tanto, realizamos experimentos en los que transfectamos las células SH-SYSY con
CERKL WT-HA durante 24 horas y las diferenciamos hacia un fenotipo neuronal
mediante un tratamiento, durante otras 36 horas, con acido retinoico a la concentracion
mencionada arriba y en presencia de una concentracion de suero del 1%. En esas
condiciones, pudimos observar que CERKL colocalizaba también con elF3B, PABP y
RPS3 en las células asi diferenciadas (Figura 40B-D). Del mismo modo, CERKL
colocalizaba, como habiamos observado en las otras células, tanto con microttibulos
polimerizados (identificados con el marcador acetil-o-tubulina) (Figura 40A) como con
RNA (imédgenes y diagrama de abajo en la Figura 41). Dichas colocalizaciones eran
también evidentes en las prolongaciones axoniformes de las células, donde CERKL
presentaba sobre todo una distribucion particulada. El mismo experimento lo realizamos
utilizando el mutante CERKL C125W, comprobando su escasa presencia en las neuritas
y que no colocalizaba con RNA (imdgenes y diagrama de la derecha en la Figura 41), lo
que implica que la asociacion de CERKL con los microtibulos tiene importancia
fisioldgica en neuronas.

CERKL se encuentra por tanto en particulas ribonucleoproteicas compactas que se unen
al citoesqueleto y que estdn también presentes en los segmentos polarizados de células
neuronales diferenciadas. Las neuritas presentan una alta analogia con los segmentos
externos de fotorreceptores, que son regiones con un alto contenido en microtibulos en
las que existe un transporte activo de material a través del citoesqueleto. Por tanto,
cabria la posibilidad de que las particulas ribonucleoproteicas compactas pudieran

realizar algun tipo de transporte.
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CERKL-HA

Z00M

Figura 40. CERKL se asocia a microtibulos y a granulos de estrés en células SH-SY5Y
diferenciadas. Se transfectaron transitoriamente células SH-SYSY con el pldsmido CERKL WT-HA
y, tras 48 horas, se diferenciaron con 4cido retinoico 10 M durante 36 horas mds. Después, las
células se fijaron y se incubaron con un anticuerpo anti-HA y con los que reconocen acetil-o-
tubulina (A), para visualizar neuritas o PABP (B), eIF3B (C) o anti-RPS3 (D), como marcadores de
gréanulos ribonucleoproteicos, y después con los correspondientes anticuerpos secundarios
conjugados con Alexa 594 (rojo) o 488 (verde). CERKL colocaliza con todas esas proteinas. Los
rectangulos corresponden a la ampliacién mostrada en ZOOM vy las puntas de flecha en las imdgenes
Z0OOM muestran las estructuras granulares formadas por CERKL. Todas las barras: 10 ym.

CERKL WT- HA CERKL C125W- HA
Figura 41. A diferencia de

CERKL WT, el mutante
C125W de CERKL no co-
localiza con RNAs en las
particulas ribonucleopro-
teicas. Se transfectaron tran-
sitoriamente  células  SH-
SY5Y con CERKL WT-HA
o CERKL C125W HA y se
diferenciaron como se des-
cribe en la leyenda de la
Figura 40. Tras la fijacion,
las células se incubaron con
anti-HA y el correspondiente
anticuerpo secundario conju-
gado con Alexa 488 (verde)
y se tifleron con yoduro de
propidio (PI, rojo) como
marcador de RNA. Los rec-
tdngulos corresponden a la
ampliacion mostrada en
ZOOM vy las puntas de fle-
cha en CERKL WT-HA
muestran las estructuras gra-
nulares formadas por
CERKL. Los diagramas de
abajo muestran la diferencia entre CERKL y su mutante en la colocalizacién (rectdngulos amarillos)
con el RNA. Barras: 10 y 5 ym en la imagen original y en el ZOOM, respectivamente.
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Las particulas ribonucleoproteicas compactas que hemos descrito tienen un contenido
formado por RNAs mensajeros y proteinas y presentan una estructura muy compacta
que las hace inaccesibles a las ribonucleasas para aumentar asi la estabilidad y la vida
media de los mensajeros que contienen. Se han descrito en varias células granulos
compactos similares que se transportan de manera polarizada a través del citoesqueleto
a diferentes regiones, donde las proteinas codificadas por los mRNAs que contienen
desempefiardn su papel. Para que los mRNAs lleguen intactos a su destino, es esencial
la compactacion. Cuando el destino de esos granulos es la membrana plasmaética, los
granulos se anclan al citoesqueleto cortical o a la propia membrana (ver Figura 42) y
tiene lugar el proceso de traduccidn localizada de los mRNAs (Jansen, 2001). Esta
regulacion de la expresion génica a nivel post-transcripcional es un proceso muy
conservado en eucariotas, desde levaduras hasta mamiferos (Xing y Bassell, 2013) y
supone, al parecer, una ventaja, al ser mds rentable desde el punto de vista de la energia
que se consume el llevar el RNA mensajero hasta el sitio donde se precisa su producto
en un momento determinado para sintetizarlo alli que transportar hasta ese sitio las
proteinas sintetizadas en otro lugar. En la lente del ojo, se ha descrito un ejemplo de este
tipo de transporte en el que los granulos contienen mRNAs que codifican proteinas
especificas de la lente. Entre las proteinas que se transportan en la lente mediante este
mecanismo se encuentra la proteina TDRD7, cuya disfuncién causa glaucoma y
cataratas (Lachke et al., 2011). Este trabajo en particular, no solo nos sirve de ejemplo
de esos mecanismos sino que, a la vez, pone de manifiesto la importancia de estos
granulos y del proceso de su transporte para el desarrollo y el correcto funcionamiento
del ojo.

En neuronas, los granulos que llevan a cabo este tipo de transporte se denominan
granulos neuronales y en ellos se empaquetan mensajeros especificos que son
transportados a compartimentos altamente especializados que estdn alejados del soma
neuronal, como son las dendritas y los conos axénicos (Figura 43) (Jung et al., 2012).
Cuando se produce algin fallo en este transporte polarizado de los mRNAs en las
neuronas se ocasionan diferentes enfermedades. Una de ellas es el Sindrome del X-
fragil, que estd producido por mutaciones en la proteina FMRP. Esta proteina es
transportada al nicleo, donde se une a mensajeros especificos a los que acompaifia por el
citoplasma a lo largo del citoesqueleto hasta las dendritas, que es el lugar donde tiene

lugar su traduccién de forma regulada (Figura 44) (Bagni y Greenough, 2005).
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Figura 42 (adaptada de Jansen, 2001). Transporte de particulas ribonucleoproteicas
(mRNP) a la membrana plasmatica. (A) Ensamblaje inicial de las particulas
ribonucleoproteicas en el nicleo. Las proteinas de unién a RNAs mensajeros (un ejemplo de
ellas son las que forman parte de las hnRNPs, circulos rojos y amarillos) se sintetizan en el
citoplasma y se transportan a través de los poros nucleares al nicleo, donde se unen a RNAs
mensajeros concretos. Algunas de estas proteinas reconocen alli secuencias y/o estructuras
especificas en la regién 3"-UTR (el llamado cédigo Zip de los RNAs mensajeros, que indica una
determinada localizacién en la célula a la que deben transportarse), pero otras se unen a todo el
RNA. Después, junto con otras proteinas que intervienen en la salida de los RNA mensajeros
del nicleo, acompafian a estos mensajeros, de nuevo a través de los poros nucleares, hasta el
citoplasma. (B) Maduracién de las particulas ribonucleoproteicas en el citoplasma. En el citosol,
algunas de las proteinas de unién a los RNAs mensajeros, junto con las proteinas que han
intervenido en su salida del nucleo, se separan de los RNAs mensajeros y solo se mantienen
asociados a ellos los factores que establecen una unién especifica con esos RNAs mensajeros,
aunque también, en algunos casos, esos factores proteicos especificos se reemplazan por otros.
(C) Transporte de las particulas ribonucleoproteicas a través del citosol. Las particulas
ribonucleoproteicas maduras se transportan a sus destinos mediante su unién al citoesqueleto y
en esa interaccidon juegan un papel importante las proteinas motoras y adaptadoras. Ese
transporte sigue una via que transcurre desde la zona perinuclear hasta la periferia de la célula.
(D) Anclaje de las particulas ribonucleoproteicas a la membrana plasmadtica. Por tltimo, cuando
las particulas ribonucleoproteicas alcanzan su destino final, en este caso la membrana
plasmadtica, las ribonucleoproteinas conteniendo los RNA mensajeros se unen, o bien al
citoesqueleto cortical que forma una red subyacente a la membrana plasmadtica, o bien se unen a
lipidos y/o a proteinas de la membrana plasmadtica de destino. Alli, empiezan a traducirse hasta
dar el producto proteico codificado por los RNAs mensajeros que han sido transportados.
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Figura 43 (adaptada de Jung et al., 2012). Transporte especifico de los mRNAs al cono
axonico. De abajo a arriba: Los factores reguladores del transporte de determinados RNAs
mensajeros (MRNAs) son los llamados elementos de actuacién en cis, que son secuencias
especificas de nucledtidos localizadas en la regién 3°'UTR de los mensajeros. La presencia de
estas secuencias viene determinada por el sitio de terminacion de la transcripcién y son
responsables de la unién de unas proteinas especificas (llamadas RBPs) al mRNA. Una vez
formados, factores extrinsecos promueven el transporte de estos granulos ribonucleoproteicos
conteniendo RNAs mensajeros mediante microtibulos. Su traduccién se mantiene silenciada
hasta su llegada al cono axdnico, donde diferentes sefiales extracelulares causan su activacién
mediante diversos cambios post-traduccionales, como por ejemplo fosforilaciones, en las RBPs.
En el caso de las fosforilaciones de las RBPs, estas ocurren por diferentes proteinas quinasas
que pueden causar varios efectos, como cambios conformacionales en los mRNAs a los que se
unen (en el caso de ZBP1), la poliadenilacién de los mRNAs (en el caso de CPEB1) o su propia
separacion de los mRNA (en el caso de GRB7), cambios que determinan una traduccién mas
activa de las proteinas codificadas. Otro de los mecanismos de regulacién de la traduccion es
mediante el secuestro de ribosomas y/o la modificacién post-traduccional de las proteinas
ribosomales, como ocurre con el receptor trans-membranal DCC, que en su estado inactivo
secuestra a los ribosomas e impide la traduccién, mientras que la unién de la proteina Netrina 1
al DCC revierte ese efecto. Abreviaturas: BDNF, factor neurotrofico derivado de cerebro;
KORT1, receptor opioide tipo «; NT3, neurotrofina 3; TRK, receptor tirosina quinasa.
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Figura 44 (adaptada de Bagni y Greenough, 2005). Transporte de granulos
ribonucleoproteicos conteniendo la proteina de Retraso Mental X Fragil a dendritas y
papel de esa proteina en la traduccion de los RNAs mensajeros. (A) La proteina de Retraso
Mental X Fragil (FMRP) actia de dos formas tras su entrada al ndcleo. Por un lado (flecha 1),
mediante su unién a otras protefnas, incluyendo ella misma formando dimeros, y a RNAs
mensajeros especificos mientras estos se estan transcribiendo. Una vez en el citoplasma, el
complejo ribonucleoproteico se transporta a las dendritas donde regula la expresiéon de los
mRNAs. Por otro lado (flecha 2), mediante su involucracién en la ruta de RNAs de
interferencia, como microRNAs (miRNA), RNAs no codificantes (ncRNA) y “short hairpin”
RNAs (shRNA), que se unen a los mensajeros diana para reprimir su traduccién hasta llegar a
las dendritas. Alli, mediante sefiales especificas, se elimina la represion y se permite la sintesis
de las proteinas codificadas. (B) En la sinapsis, mediante la activacion de los mGluR (receptores
metabotrépicos de glutamato), se induce la fosforilacion de la proteina FMRP. Esta
fosforilacion elimina la inhibicién de la sintesis proteica y asi se expresan los mensajeros que
codifican proteinas que intervienen en la internalizacién de receptores de neurotransmisores,
como AMPA, o proteinas que regulan la integridad y polimerizacioén del citoesqueleto. Este
proceso regula la plasticidad y maduracién de una sinapsis, independientemente de las otras.

Los resultados obtenidos para CERKL sugieren un comportamiento similar al de la
proteina FMRP. Ademads, el hecho de que los diferentes mutantes tengan afectada de
diferentes maneras su localizaciéon nuclear apoya atn maés el papel de CERKL en esa
funcién de acompafiamiento de mensajeros especificos a lo largo de los microtibulos,
ya que su ausencia del nicleo les impide unirse a los mRNAs para facilitar su transporte

al citoplasma y, posteriormente, a las diferentes estructuras donde se localiza CERKL.
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9. La proteina CERKL se une a los RNAs mensajeros de los péptidos similares a la
humanina (“humanin like peptides’) y al RNA no codificante de reconocimiento de
la sefial RN7SL2 (“signal recognition particle RNA”)

Por todo lo anteriormente expuesto, las particulas ribonucleoproteicas de las que forma
parte CERKL podrian corresponder a grdnulos de transporte que se desplazan por
microtubulos. Tratamos por tanto de identificar los RNAs asociados a estas particulas,
para lo que empleamos la técnica de RIP-Seq. Para ello, transfectamos células HEK-
293T con los plasmidos CERKL WT-Flag y Flag-GFP como control y, tras 48 horas,
las células se lisaron y se inmunoprecipitd Flag. El RNA presente en los eluidos se
purifico (ver Metodologia) y, a partir del mismo, se construyé una libreria que se utilizé
para secuenciarlo. La construccion de la libreria, la secuenciacion del RNA vy el analisis
de los datos se realizé en la Unidad de Gendmica de la Fundacion Parque Cientifico de
Madrid, como se detalla en la seccién de Metodologia. En la Tabla 6 se muestran los
RNAs que presentaron un enriquecimiento de al menos 5 veces en la muestra de
CERKL con respecto a la de GFP. Dentro de este grupo cabe destacar la presencia de
los RNAs mensajeros que codifican los péptidos similares a la humanina de clase 8, 2, 6
y 10, que se encuentran enriquecidos en algo mds de 11, 10, 8 y 7 veces,
respectivamente, en su unién a CERKL respecto a su unién a GFP.

La humanina es un péptido de 24 aminodacidos codificado por el gen MT-RNR2, que
inicialmente se identific6 como una pauta de lectura abierta en el genoma mitocondrial
dentro del gen que codifica el RNA ribosémico mitocondrial 16S (Hashimoto et al.,
2001a). Sin embargo, es muy probable que este péptido no se transcriba de forma
natural desde el DNA mitocondrial, sino que lo haga a partir del nicleo, ya que la
secuencia correspondiente a una parte del RNA ribosémico mitocondrial 16S incluye
una cola de poliA (Hashimoto et al., 2001b), que estd ausente en el sistema genético
mitocondrial. En cualquier caso, se ha visto que la humanina tiene una potente
capacidad protectora, previniendo en modelos de la enfermedad de Alzheimer la
acumulacién del péptido beta-amiloide y la pérdida de memoria asociada (Tajima et al.,
2005; Niikura et al., 2011) y en modelos de enfermedades cardiovasculares diversas
alteraciones (Muzumdar et al., 2010).

Se han descrito varios mecanismos de accion, intracelulares y extracelulares, mediante
los que la humanina ejerce su funcion antiapoptoética y citoprotectora (Lee et al., 2013),
que se han esquematizado en la Figura 45. Uno de los mecanismos intracelulares ocurre

a través de la interaccidn con las proteinas proapoptéticas Bax y tBID, de forma que la
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humanina impide que estas proteinas se dirijan a la mitocondria y se inicie el proceso de
apoptosis (Guo et al., 2003; Zhai et al., 2005). Otra manera que tiene la humanina de
prevenir la apoptosis por un mecanismo mds complejo e indirecto es mediante su
interaccion con la proteina de unién al factor de crecimiento similar a insulina IGFBP-3

(Ikonen et al., 2003).

Tabla 6. Identificacion mediante RIP-Seq de los RNAs unidos a CERKL

6:52860418-52860748 4152.6 197.1 21,0 RN7SK?®
11:10529434-10530723 513.1 43.8 11.5 MTRNR2LS®
5:79945819-799468355 7729 71,5 10.7 MTRNR21.2°
7:142374104-142375550 314 2,7 8,7 MTRNR2L6S
X:55207824-55208944 16.7 1.3 1,7 MTRNR2L10°
1:27651710-27651816 75,5 12,9 3.5 RINUG6-48
5:138611869-138612009 6.0 0.23 3.3 SNORAT74
14:50329271-50329567 640.7 122.6 3,2 RIN7SL2’
1:11968209-11968328 26.4 4.4 5.0 RNUSE-1

Se indican varias caracteristicas de los RNAs y sus posibles funciones.

" Cromosoma: inicio-fin

? Lecturas por millén de kilobases leidas en la muestra de CERKL WT

? Lecturas por millén de kilobases leidas en la muestra de GFP

* Enriquecimiento en la muestra de CERKL con respecto a la de GFP

> RNA no codificante implicado en especificidad de transcripcion

% Genes que codifican los péptidos similares a la humanina

7 RNA no codificante implicado en la secrecién co-traduccional de proteinas

Ademads de estos mecanismos que ocurren a nivel intracelular, la humanina puede actuar
también a nivel extracelular al secretarse fuera de la célula, donde se une a diferentes
receptores de la membrana plasmatica (Yamagishi et al., 2003), para ejercer un efecto
autocrino o paracrino. Uno de estos receptores es el receptor similar al receptor del
péptido formil 1 (FPRLI1) que, tras su activacién, induce, a través de una proteina G
heterotrimérica, la fosforilacion de ERK1/2 para ejercer una funcién citoprotectora
(Ying et al., 2004). Otro de estos receptores es el formado por tres proteinas
transmembranales, CNTFR, gp130 y WSX-1 (Hashimoto et al., 2009). A través de este
receptor heterotrimérico se fosforila STAT3, promoviendo su transporte al nicleo y la

transcripcion de genes que intervienen en la supervivencia celular (ver la Figura 45).
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Figura 45 (adaptado de Lee ef al., 2013). Mecanismos intracelulares y extracelulares de
accion de la humanina. La humanina tiene una funcién antiapoptdtica y aumenta la
supervivencia celular, actuando tanto desde dentro como desde fuera de la célula. Dentro de la
célula, se une a las proteinas Bax e IGFBP-3, contribuyendo a que las mitocondrias preserven su
integridad y, de esta manera, al aumento de la supervivencia celular. Fuera de la célula, se une a
receptores transmembrana, como son FPRL1 y el receptor trimérico formado por CNTFR,
gpl30 y WSX-1, activando varias rutas de sefalizacion que promueven también Ia
supervivencia celular actuando a diversos niveles (ver abajo en la figura).

Se cree que los péptidos similares a la humanina han evolucionado a partir de la
insercion del gen de la humanina, originariamente mitocondrial, en el genoma nuclear.
Las primeras indicaciones de la existencia de estos péptidos se obtuvieron en 2009,
cuando se describieron 13 secuencias nucleares con alta homologia entre si y con la
secuencia considerada inicialmente mitocondrial (Figura 46; Bodzioch et al., 2009). Por
ejemplo, el gen que codifica para el péptido similar a la humanina ndmero 8 es casi
idéntico a la humanina, con una unica modificacién a nivel de la secuencia del codén
que codifica para el aminodcido Leu en la posicion 12 de la humanina, que se cambia
por una Ser en el péptido similar a la humanina (Yen et al., 2013). La transcripcién de
todos estos genes que codifican péptidos similares a la humanina estd regulada por
factores que promueven la apoptosis (como la estaurosporina) o la supervivencia celular
(como los beta-carotenos) (Bodzioch et al., 2009). Sin embargo, no se conoce mucho

todavia sobre la identidad y los mecanismos de accién de estos péptidos.
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Figura 46. Humanina y péptidos similares (“humanin-like”) a ella. A la izquierda se
muestra el posible mecanismo que ha dado lugar a los genes nucleares “humanin-like” y a la
derecha el alineamiento de secuencias del péptido humanina mitocondrial (HNM) con los
diferentes péptidos similares a la humanina y codificados por el genoma nuclear (tomado de
Bodzioch et al., 2009 yYen et al., 2013).

Por nuestra parte, los datos obtenidos en el RNA-seq fueron verificados mediante PCR
cuantitativa. Para ello, transfectamos células HEK-293T con los plasmidos CERKL
WT-Flag, CERKL CI125W-Flag y Flag-GFP (como control). Después,
inmunoprecipitamos Flag y purificamos el RNA de los eluidos. Tomando como RNA
molde 5 ng del RNA purificado y utilizando cebadores especificos para los RNAs
mensajeros de MTRNR2L2, L6 y L8 y, como controles negativos, de GAPDH vy
ADP/ATP translocasa 2, llevamos a cabo la transcripcion reversa y una PCR
cuantitativa como se describe en el apartado de Metodologia. Como se observa en la
Figura 47A, en las muestras inmunoprecipitadas con CERKL WT se obtuvo un
enriquecimiento de 16, 12 y 8 veces, respectivamente, en la unién a MTRNRL2,
MTRNRL6 y MTRNRLS con respecto al control (GFP). La unién de CERKL a estos
mensajeros es especifica, ya que no se obtenia amplificaciéon en los inmunoprecipitados
de los RNA mensajeros de la GAPDH o de la ADP/ATP translocasa 2, que se utilizaron
como controles. Por otro lado, analizando las interacciones que se obtenian con el
mutante C125W observamos que era incapaz de unirse a los mensajeros de los péptidos
similares a la humanina (Figura 47A), lo que pone de manifiesto la relevancia

fisioldgica de esta union.
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Una posible explicaciéon funcional de la unién de CERKL a los mensajeros de esos
péptidos podria ser que CERKL modificara la sintesis y/o estabilidad de los mismos, ya
que recordemos que CERKL esta presente de forma abundante en el nucleo y su salida
del mismo depende de que ocurra una transcripcion activa. Para verificar si,
efectivamente, CERKL jugaba algin papel en la estabilidad de los mensajeros,
transfectamos células HEK-293T y evaluamos mediante PCR cuantitativa la cantidad
existente de los mensajeros de péptidos similares a la humanina en el lisado total.
Nuestros datos muestran que la superexpresion de CERKL no produce ningin efecto

sobre la cantidad total de estos mensajeros (Figura 47B).
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Figura 47. CERKL WT se une especificamente a los transcritos de los péptidos similares a
la humanina, pero no parece desempeiiar un papel en la sintesis y/o estabilidad de estos
transcritos. (A) Se transfectaron transitoriamente células HEK-293T con los pldsmidos
CERKL WT-Flag (WT), CERKL C125W-Flag (CW) y, como control, Flag-GFP (GFP), se
lisaron y se inmunoprecipitd Flag. A partir del inmunoprecipitado se purifico el RNA y se
determind su concentracion en un Nanodrop. Se evaluaron los niveles de los diferentes
transcritos por PCR-cuantitativa (ver Metodologia) partiendo de 5 ng de RNA y utilizando
cebadores especificos para MTRNR2L.2, L6 y L8 (L2, L6, L8) y, como controles, para GAPDH
y ADP/ATP translocasa 2 (ANT 2). El eje vertical muestra el enriquecimiento de cada transcrito
respecto a GFP (*** p<0,005). (B) Se transfectaron células HEK-293T como en (A), se purifico
el RNA de los lisados totales y se evaluaron los niveles de los transcritos por PCR-cuantitativa
como en (A). Se muestra el enriquecimiento de los niveles de cada transcrito (normalizados para
los del gen de actina) respecto a los de GFP (normalizados de igual forma).

El efecto de CERKL sobre la estabilidad de los RNAs mensajeros se determiné también
en condiciones de estrés (ArNa 50 y 100 xM durante 30 y 60 minutos en células HEK-
293T y ArNa 250 y 500 xM durante los mismos tiempos en células HelL.a) sin observar
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cambios en esa estabilidad (datos no mostrados). Con toda esta informacién podemos
pues concluir que la superexpresion de CERKL no produce ningiin cambio en la
cantidad total de mensajeros de péptidos similares a la humanina, por lo que no debe
intervenir en la transcripcion y/o en la estabilidad de los mismos.

Dado que las particulas ribonucleoproteicas densas que contienen CERKL se unen a los
microtibulos, comprobamos si estas particulas contenian también en esta localizacién a
los mRNAs de los péptidos similares a la humanina. Para ello, inmunoprecipitamos
CERKL-Flag a partir de la fraccion purificada de citoesqueleto y verificamos mediante
PCR cuantitativa el enriquecimiento de los mRNAs en comparaciéon con los de los
correspondientes inmunoprecipitados de Flag-GFP. Observamos que efectivamente esas
particulas unidas al citoesqueleto contenian a los mensajeros de los péptidos similares a
la humanina (Figura 48A). Por el contrario, cuando analizamos el mutante C125W
observamos, como era de esperar por los resultados que hemos mostrado anteriormente,

que no era capaz de unirse a estos mensajeros (Figura 48A).
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Figura 48. Las particulas ribonucleoproteicas asociadas con CERKL y unidas al
citoesqueleto contienen transcritos de péptidos similares a la humanina, pero la proteina
CERKL no es un factor clave para la union de dichos transcritos al citoesqueleto. (A) Se
transfectaron transitoriamente células HEK-293T con los pldsmidos CERKL WT-Flag (WT),
CERKL C125W-Flag (CW) y, como control, Flag-GFP (GFP). Las células se lisaron y se aisld
la fraccién citoesquelética (ver Metodologia). A partir de esta fraccién, se inmunoprecipité Flag
y se purific6 el RNA, cuya concentracion se determiné en un Nanodrop. Utilizando en cada
caso 5 ng de RNA como molde, se evaluaron los niveles de los diferentes transcritos por PCR-
cuantitativa, empleando cebadores especificos para MTRNR2L2, L6 y L8 (L2, L6,L8) y, como
controles, ADP/ATP translocasa 2 (ANT 2) y GAPDH. El eje vertical muestra el
enriquecimiento de los niveles de cada transcrito respecto a los de GFP (***p<0,005). (B) Se
transfectaron células HEK-293T como en (A) y se obtuvo la fraccién citoesquelética. A partir
de ella se purificé el RNA para realizar la PCR-cuantitativa como anteriormente. El eje vertical
muestra el enriquecimiento de los niveles de cada transcrito (normalizados con los de actina)
respecto a las células transfectadas con Flag-GFP.
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Como se menciond en los apartados anteriores, CERKL se asocia en gran parte a
microtubulos y, por este motivo, comprobamos si la superexpresion de CERKL afecta a
la cantidad total de los mensajeros de los péptidos similares a la humanina que estian
unidos al citoesqueleto. Para ello, transfectamos células HEK-293T con los plasmidos
CERKL WT-Flag, CERKL C125W-Flag y Flag-GFP (como control), purificamos la
fraccidn citoesquelética y determinamos la cantidad total de los mensajeros similares a
la humanina en la fraccidn. Los resultados que se obtuvieron se resumen asi: la cantidad
de estos mensajeros unidos al citoesqueleto no cambia cuando se transfectan las células
con CERKL WT (Figura 48B). En definitiva, todo esto parece indicar que CERKL
forma parte de particulas ribonucleoproteicas compactas que contienen los mensajeros
de los péptidos similares a la humanina y que estas particulas se unen a los
microtibulos, sin que CERKL juegue un papel en la transcripciéon y/o estabilidad de
dichos mensajeros ni en la unién de las particulas al citoesqueleto.

Otro RNA identificado en el andlisis por RNA-seq fue el RN7SL2 (ver Tabla 6). Se
trata de un RNA no codificante que interviene en la secrecion de proteinas en eucariotas
al inicio de su entrada al reticulo endoplasmdtico y cuyo homdlogo en bacterias es
responsable de la secrecion a través de la membrana plasmatica. Este RNA estd también
presente en los nucleos, donde interviene en la regulacién de la transcripcion, al
interaccionar con el factor de elongacion de transcripcion P-TEFb (Peterlin et al., 2012).
Comprobamos la unién de este RNA a CERKL mediante transcripcion reversa y PCR
cuantitativa, para lo que transfectamos las células HEK-293T con los pldsmidos
CERKL WT-Flag, CERKL CI125W-Flag y Flag-GFP (como control) vy, tras
inmunoprecipitar Flag, purificamos el RNA, que se usé como molde. Nuestros datos
muestran que CERKL se une al RNA no codificante RN7SL2, mientras que, como
ocurria con los RNAs mensajeros de los péptidos similares a la humanina, el mutante
C125W es incapaz de unirse a él (Figura 49). Dado que, como hemos mencionado,
RN7SL2 interviene en el inicio de la secreciéon de proteinas cuando estas entran en el
reticulo endoplasmaético, seria posible que las particulas compactas que contienen
CERKL intervinieran en el proceso de sintesis y/o secrecion de los péptidos similares a
la humanina, debido a la alta homologia de estos con la humanina que se secreta
siguiendo esta ruta. Sin embargo, como ya se comentd y discutié en el apartado 1, no
observamos colocalizacion de CERKL con el reticulo endoplasmatico mediante

inmunofluorescencia.
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Figura 49. Las particulas ribonucleoproteicas asociadas con CERKL contienen el RNA no
codificante RN7SL2. Se transfectaron transitoriamente células HEK-293T con los pldsmidos
CERKL WT-Flag (WT), CERKL C125W-Flag (CW) y, como control, Flag-GFP (GFP).
Después, las células se lisaron y se inmunoprecipité Flag. A partir del inmunoprecipitado, se
purificd el RNA y se determiné su concentracién en un Nanodrop. Partiendo de 5 ng de RNA
como molde, se evaluaron los niveles de los transcritos de RN7SL2 y, como controles, los de la
ADP/ATP translocasa 2 (ANT 2) y la GAPDH por PCR-cuantitativa y empleando cebadores
especificos. El eje vertical muestra el enriquecimiento de los niveles de cada transcrito respecto
a los de GFP (***p<0,005).

Para confirmar este resultado, analizamos también mediante fraccionamiento subcelular
la posible localizaciéon de CERKL en el reticulo endoplasmatico, para lo que utilizamos
el mismo protocolo que emplea un gradiente discontinuo de sacarosa y que ya habiamos
utilizado para aislar polisomas. Sin embargo, esta vez introdujimos en el procedimiento
anterior una centrifugacion adicional, a 20.000 g durante 30 minutos, del sobrenadante
de la centrifugacion a 10.000 g, para asi poder eliminar los restos de citoesqueleto, los
lisosomas y los peroxisomas que se quedaban ahora en el sedimento (Figura 50A).
Utilizando células HEK-293T transfectadas con CERKL WT-Flag, tampoco
observamos la presencia de CERKL en la fraccion enriquecida en el reticulo
endoplasmético (identificada con su marcador calnexina) (Figura 50B, fraccién 5). Con
estos resultados descartamos que CERKL intervenga en la secrecién de los péptidos
similares a la humanina a través del reticulo endoplasmético como ocurre en la mayoria
de las proteinas de secrecion. Estos mismos experimentos, en cambio, indicaron la
presencia de una parte de CERKL en la membrana plasmaética (Figura 50B fraccion 2 y

Figura 50C) de la que hablaremos después.
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Figura 50. Localizacion de CERKL en la membrana plasmatica. (A) Esquema del
procedimiento empleado para el aislamiento de fracciones enriquecidas en membrana
plasmaética mediante un gradiente discontinuo de sacarosa. En cada paso del procedimiento, P
indica el sedimento y S el sobrenadante. Se indican también las concentraciones de sacarosa
empleadas en el gradiente (0,5/1,35/1,6 y 2,1 M). (B) Se transfectaron transitoriamente células
HEK-293T con el plasmido CERKL WT-Flag y, tras 48 horas, las células se lisaron del mismo
modo que el empleado en el aislamiento de polisomas (ver Metodologia). Tras aplicar al lisado
el procedimiento mostrado en la parte (A), se recogieron siete fracciones (1-7) y un sedimento,
que se analizaron por Western blot utilizando anticuerpos especificos contra Flag, el receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, como marcador de membrana plasmadtica),
calnexina (como marcador de reticulo endoplasmético) y RPS6 (como marcador de mono- y
polisomas). La fraccién 2 corresponde a la mds enriquecida en EGFR. (C) Se transfectaron
transitoriamente las células COS-7 con el pldsmido CERKL WT-HA vy, tras 48 horas, se fijaron
y se observaron mediante microscopia de fluorescencia utilizando el anticuerpo primario anti-
HA vy el correspondiente anticuerpo secundario conjugado con Alexa 594 (rojo). Las flechas
muestran la porciéon de CERKL localizada en la membrana plasmatica. Barra: 10 ym.

La secrecion de proteinas a través de una membrana puede ocurrir tanto de forma post-
traduccional como cotraduccional (Mitra et al., 2006). En la secrecién post-
traduccional, las proteinas, una vez sintetizadas, se empaquetan en vesiculas mediante

transportadores localizados en las membranas lipidicas y se secretan. En la secrecion
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cotraduccional, el complejo ribonucleoproteico (mMRNA unido a ribosomas) se ancla a la
bicapa lipidica y la proteina atraviesa un canal especifico de la membrana mientras se

sintetiza (Figura 51), mediante un proceso muy conservado evolutivamente.
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Figura 51 (adaptada de Albers et al., 2006). Mecanismo general de la secrecion
cotraduccional de proteinas. Se muestra la traslocacion cotraduccional a través de la
correspondiente membrana de una proteina, tras la unién del aparato de traduccién a canales
proteicos de tipo Sec, ampliamente conservados evolutivamente y localizados en la
correspondiente membrana de bacterias y Archaea y reticulo endoplasmaético en eucariotas.

En procariotas, dicho proceso comienza con la unién al péptido senal de la particula de
reconocimiento de sefial (SRP, “signal recognition particle”), formada por un RNA no
codificante y por varias proteinas unidas a €l. De esta forma, se detiene la traduccion de
la proteina. Este complejo ribonucleoproteico se une entonces a un receptor situado en
la membrana plasmatica y se dirige hacia un canal transmembranal, llamado
translocasa, al que se une. En ese momento, la particula SRP se separa, reanudandose la
traduccion. El péptido sefial interacciona con algunos residuos del poro de la
translocasa, de forma que actiia como punto de anclaje, permitiendo de esta manera el
paso de la proteina a través del poro de la translocasa mientras se traduce (Figura 52)

(Albers et al., 20006).
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Figura 52. Secrecion cotraduccional de proteinas en bacterias (adaptado de Albers et al.,
2006). La particula de reconocimiento de sefial (SRP) se une al péptido sefial cuando estd recién
sintetizado y detiene la traduccién (A). La particula ribonucleoproteica conteniendo ese péptido
se asocia a la membrana plasmadtica a través de la SRP, que a su vez se une al receptor FtsY
situado en la membrana (B). El péptido, cuya traducciéon se ha detenido en la fase de
elongacion, se dirige entonces al canal de la translocasa intramembranal SecYEG (C). La SRP
se separa mediante la hidrélisis de GTP, lo que permite continuar la traduccién de la proteina y
que la SRP inicie un nuevo ciclo de secrecidn cotraduccional (D).

En eucariotas, por su parte, este proceso ocurre de manera muy parecida a como hemos
visto para bacterias, aunque con algunas diferencias. En particular, las particulas
ribonucleoproteicas no se asocian aqui a la membrana plasmaética sino a una membrana
intracelular, la del reticulo endoplasmatico. Esto causa la presencia de ribosomas
revistiendo el reticulo endoplasmatico, que se llama por eso rugoso, y el péptido que se
estd traduciendo penetra entonces a través de esa membrana al interior del reticulo
(Figura 53) (Cross et al., 2009). Esta via es la que siguen todas las proteinas luminares o
de membrana que en las células eucariotas se dirigen, no solamente al reticulo
endoplasmdtico, sino también, y mediante un transporte vesicular especifico y
bidireccional, al complejo de Golgi, a los lisosomas, a la membrana plasmética y a

secrecion, tanto de tipo constitutivo como regulado.
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Figura 53 (adaptada de Cross ef al., 2009). Secrecion cotraduccional de proteinas en
eucariotas. El proceso es muy parecido al mostrado para bacterias. La particula de
reconocimiento de sefial (SRP) se une al péptido sefial que se encuentra en la porciéon N-
terminal de la proteina y detiene la traduccién. La particula ribonucleoproteica se une a la
membrana del reticulo endoplasmadtico a través de la proteina SRP54, un componente de la SRP
que se une de manera GTP-dependiente al receptor Srof (equivalente al FtsY en bacterias)
situado en esa membrana de reticulo. La hidrdlisis del GTP causa un cambio conformacional
que introduce el péptido sefial en el canal de una translocasa situada en la membrana del
reticulo. Durante este proceso, el complejo SRP unido a su receptor se separa del ribosoma, lo
que permite reanudar la traduccidon de la proteina. El proceso de traslocacion puede ocurrir
simultidneamente para cada ribosoma de un polisoma.

A diferencia de lo que ocurre en la secrecion via reticulo endoplasmatico-complejo de
Golgi-membrana plasmaética, la secrecién a través de la membrana plasmadtica que
vimos en bacterias no estd bien documentada en eucariotas. Sin embargo, si que existen
estudios en los que se demuestra la asociaciéon de la maquinaria de traduccion a la
membrana plasmadtica (Tcherkezian et al., 2010) (Figura 54). Por ejemplo, la proteina
integral de membrana DCC colocaliza con diferentes proteinas de la maquinaria de
traduccidon, como elF4E y RPS6, inhibiendo la sintesis proteica (Tcherkezian et al.,
2010) (ver también Figura 54A). Bajo senales especificas, DCC se une a su ligando,

Netrina 1, lo que produce la liberacién de los componentes de traduccién, de forma que
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puede llevarse a cabo la traduccién de mRNAs especificos (Figura 54A) (Tcherkezian et
al., 2010). En otro estudio realizado en levadura, se ha demostrado también la
asociacion con la membrana plasmdtica de componentes de la maquinaria de traduccion
unidos a mRNAs. Esta asociacién ocurre a través de proteinas adaptadoras como
RACK1 y mediante la interaccién con algunas proteinas integrales de la membrana
plasmatica, como las integrinas, para dirigir asi la traduccién de los mensajeros en esa

localizacion (Figura 54B) (Nilsson et al., 2004).
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Figura 54 (adaptada de Tcherkezian et al., 2010 (A) y Xue y Barna, 2012 (B)). El
proceso de la traduccion en la membrana plasmatica de células eucariotas. (A) Interaccion
del receptor DCC con la maquinaria de traduccion. La proteina transmembranal DCC se asocia
con la maquinaria de inicio de la traduccidn, incluyendo las subunidades ribosomales 40S y 60S
del ribosoma 80S y los factores elFs, inhibiendo asi la traduccion del RNA mensajero. Tras la
unién de la Netrina 1 al receptor DCC y a consecuencia del cambio conformacional producido
en el mismo, la maquinaria de traduccién se separa del receptor y comienza la fase de
elongacion de la traduccion del mensajero. (B) Como se observa en la imagen, la maquinaria de
traduccién unida al mensajero se ancla a la membrana plasmdtica a través de proteinas
adaptadoras, como RACK1, interaccionando también con proteinas de esa membrana como las
integrinas para iniciar, probablemente, una traduccién localizada.

Basdndonos en los estudios anteriores, hemos considerado la posibilidad de que
CERKL pudiera intervenir en la traduccion localizada y en la secrecion de los péptidos
similares a la humanina a nivel de la membrana plasmética mediante un proceso similar
al documentado en procariotas y que se ha propuesto también para eucariotas.

En el mismo fraccionamiento anterior se observa como CERKL se acumula en

fracciones mds ligeras (fraccion 2), donde también se acumula el receptor EGFR,
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marcador de la membrana plasmadtica (ver Figura 50B). Mds adn, en el andlisis
protedmico en el que analizamos las proteinas que interaccionan con CERKL, habiamos
identificado varias proteinas de la membrana plasmatica, como la desmogleina, la
filagrina y la desmoplaquina (ver Tabla 5). Por tanto, para comprobar que realmente
CERKL se encontraba también localizado en la membrana plasmatica, llevamos a cabo
una inmunofluorescencia en células COS-7 transfectadas con el plasmido CERKL WT-
HA. Como se observa en la Figura 50C, efectivamente la proteina CERKL se encuentra
en parte también localizada en la membrana plasmaética.

Previamente habiamos mostrado que la proteina CERKL se encontraba localizada en
particulas compactas, que se encontraban sobre todo en la fraccion 2 (y también en la
fraccion 3, ver Figura 27A) de los gradientes de sacarosa, y que unicamente se
solubilizaban al tratarlas con RNasa A a concentraciones salinas elevadas (ver Figuras
28 y 29). Pues bien, hemos comprobado ahora que estas fracciones corresponden
también a zonas enriquecidas en membrana plasmatica (ver Figura 50B). Para
comprobar si CERKL se asociaba también con las proteinas implicadas en la traduccion
en esta localizacion y si estas particulas contenian los RNAs mensajeros de los péptidos
similares a la humanina y el RNA no codificante RN7SL2, transfectamos células HEK-
293T con CERKL-Flag y recogimos las fracciones que habiamos comprobado que
estaban enriquecidas en membrana plasmadtica (fraccién 2 y también la fracciéon 3). A
partir de ellas inmunoprecipitamos Flag, tratindolas o no previamente con RNasa A en
presencia de diferentes concentraciones salinas, tal y como se hizo en el apartado 7.3.
Los resultados obtenidos muestran que CERKL también interacciona en estas
fracciones con proteinas de la maquinaria de traduccion en forma de particulas
ribonucleoproteicas compactas, que sélo son sensibles al tratamiento con RNasa A
cuando se realiza en presencia de concentraciones salinas elevadas (Figura 55A).
Analizando los RNAs presentes en estas particulas, observamos un enriquecimiento
tanto de los mensajeros de péptidos similares a la humanina L2, L6 y L8 (Figura 55B)
como del RNA no codificante RN7SL2 (Figura 55C).

Resumiendo, sabemos que las particulas ribonucleoproteicas compactas de las que
forman parte CERKL y los RNAs mensajeros que codifican los péptidos similares a la
humanina se encuentran localizadas, en parte, a nivel de la membrana plasmatica sin
que previamente haya intervenido ninguna asociacion con el reticulo endoplasmatico,
por lo que la secrecién de esos péptidos podria ser de tipo cotraduccional a nivel de la

membrana plasmatica.
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Figura 55. Los granulos ribonucleoproteicos que estan asociados con CERKL y que se
encuentran unidos a la membrana plasmatica contienen los transcritos de péptidos
similares a la humanina y el RNA no codificante RN7SL2. (A) Se transfectaron
transitoriamente células HEK-293T con los plasmidos CERKL WT-Flag (CERKL WT) y, como
control, Flag-GFP (GFP). Se aislaron fracciones enriquecidas en membrana plasmadtica
mediante un gradiente discontinuo de sacarosa (ver Metodologia y Figura 50A). Estas
fracciones se trataron o no con RNasa A (100 xg/mL) en presencia de tres concentraciones
diferentes de NaCl (150, 450 y 600 mM, como se indica en la figura). Los lisados se
inmunoprecipitaron con resina anti-Flag M2 y lisados (INPUT) e inmunoprecipitados (CERKL
WT-FLAG IP) se analizaron por Western blot, utilizando anticuerpos que reconocen las
siguientes proteinas: elF3B, PABP, HSP70, RPS3 y Flag (para detectar CERKL-WT). (B y C)
A partir de los inmunoprecipitados de las fracciones 2 y 3 se purificé el RNA, cuya
concentracion se determind en un Nanodrop. Utilizando en cada caso 5 ng de RNA como
molde, se evaluaron los niveles de los diferentes transcritos por PCR-cuantitativa, empleando
cebadores especificos para MTRNR2L2, L6 y L8 (L2, L6, L8) (B), para RN7SL2 (C) y, como
controles, para la GAPDH y la ADP/ATP translocasa 2 (ANT 2). El eje vertical presenta el
enriquecimiento de los niveles de cada transcrito respecto a los de GFP. Se muestra también la
significacién estadistica (***p<0,005) respecto a los valores control (ANT2 y GAPDH).

Anteriormente demostramos que estas particulas se asocian también a los microtibulos

(Figuras 38 y 39) y pueden encontrarse en regiones distales en células polarizadas
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(Figuras 40 y 41). Por tanto, para determinar ahora si el transporte de las mismas hasta
la membrana depende de los microtibulos, tratamos las células COS-7 que expresan
CERKL WT con colchicina y estudiamos la localizacién de esta proteina mediante
inmunofluorescencia. Como se observa en la Figura 56, la proteina CERKL pierde
claramente su localizacion en la membrana plasmatica tras el tratamiento con colchicina
y se queda acumulada en una regién perinuclear. Esto parece indicar que la proteina
CERKL una vez fuera del niicleo se uniria a los microtibulos para viajar a través de
ellos, junto con los RNAs y proteinas que la acompafian, hasta la membrana plasmaética.
En cambio, cuando estas estructuras se encuentran desorganizadas, la proteina se queda

acumulada en el punto de partida.

A CONTROL B COLCHICINA
ACETIL ACETIL

CERKL WT-HA a-TUBULINA CERKL WT-HA o-TUBULINA

Figura 56. La localizacion de CERKL en la membrana plasmatica depende de la
integridad de los microtibulos. Se transfectaron transitoriamente células COS-7 con el
plasmido CERKL WT-HA vy, tras 48 horas, las células se trataron (B) o no (A) con colchicina (1
pg/ml) durante 2 horas. Después, las células se fijaron y se incubaron con los anticuerpos anti-
HA 'y anti-acetil-a-tubulina, seguidos de los correspondientes anticuerpos secundarios
conjugados con Alexa 594 (blanco) o 488 (verde). Las flechas muestran la localizacién de
CERKL en la membrana plasmaética. Todas las barras: 10 ym.

Como se explico anteriormente, CERKL contiene un domino PH, que no parece ser
responsable de su unién al citoesqueleto ya que los dos mutantes puntuales de este
dominio que estudiamos mantenian su unién al mismo de igual forma a como lo hace la

proteina WT (Figura 37C). Puesto que otra de las funciones descritas para este dominio
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es la unién a lipidos, comprobamos a continuacién si los mutantes del dominio PH
presentaban alguna alteraciéon en su unioén a lipidos, ya que esta posible alteracion
podria afectar a su localizacion en la membrana plasmatica. Para ello, transfectamos
células COS-7 con los plasmidos CERKL WT-HA, CERKL CI125W-HA y CERKL
WI151A-HA y analizamos la localizaciéon de CERKL mediante inmunofluorescencia.
Como puede verse en la Figura 57A, los mutantes de CERKL C125W y W151A han
perdido la localizaciéon de CERKL en la membrana plasmadtica. Por lo tanto, la proteina
CERKL se une a la membrana plasmatica, probablemente a lipidos de la misma a través
de su dominio PH. Esto se pone de manifiesto también en el anélisis por Western blot
de la fraccion enriquecida en membrana plasmatica (Figura 57B), en el que se detecta
una notable reduccion en las bandas de los mutantes de CERKL anteriores (sobre todo
en el caso del W151A).

Teniendo en cuenta todos estos resultados, postulamos que las particulas compactas que
contienen CERKL y los mensajeros que codifican péptidos similares a la humanina
viajan por los microtibulos hasta la membrana plasmdtica donde intervendrian en la
traduccién de los mRNAs y en la secrecion de los péptidos. Esta hipédtesis la validamos
cuantificando la cantidad de estos mensajeros en la membrana plasmética en células
transfectadas con la proteina CERKL WT o con los mutantes del dominio PH. Para ello,
transfectamos células HEK-293T con los plasmidos CERKL WT-HA, CERKL C125W-
HA y CERKL WI151A-HA, dejando como control las células sin transfectar. Después,
separamos los lisados en un gradiente discontinuo de sacarosa, recogimos una fracciéon
enriquecida en membrana plasmatica (concretamente, la fraccion 2 que ya hemos
mencionado con anterioridad), purificamos el RNA total de esta fraccion y, mediante
transcriptasa reversa y PCR cuantitativa, comprobamos la cantidad de RNAs
mensajeros de los péptidos similares a la humanina L2, L6, L8 en esa fraccién. En las
células transfectadas con CERKL WT observamos una cantidad mucho mas elevada de
los RNAs mensajeros que codifican los péptidos similares a la humanina L2,1.6 y L8 en
comparacion con los dos mutantes puntuales y el control, donde estas cantidades son
muy reducidas e incluso inexistentes. Estas diferencias no ocurren con el RNA
mensajero de GAPDH que se utiliz6 como control (Figura 57C). En conjunto, estos
resultados confirman la uni6én a la membrana plasmatica de las particulas
ribonucleoproteicas, que contienen a CERKL WT, los RNAs mensajeros de los péptidos
similares a la humanina, el RNA no codificante RN7SL2 y proteinas de la maquinaria

de traduccion, y la relevancia de alteraciones en esa unién para la retinosis pigmentaria.
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Figura 57. Los mutantes en el dominio homoélogo a plekstrina (PH) de CERKL no se unen
a la membrana plasmatica y, por tanto, son incapaces de unir a ella a los mensajeros de los
péptidos similares a la humanina. (A) Se transfectaron transitoriamente células COS-7 con los
plasmidos CERKL WT-HA, CERKL C125W-HA y CERKL W151A-HA vy, tras 48 horas, se
fijaron y se incubaron con el anticuerpo anti-HA seguido del correspondiente anticuerpo
secundario conjugado con Alexa 594 (rojo). Las flechas muestran la localizaciéon de CERKL
WT en la membrana plasmaética. Barra: 10 ym. (B) Se transfectaron transitoriamente células
HEK-293T con los pldsmidos de arriba y se emplearon células sin transfectar como control.
Cuarenta y ocho horas después de las transfecciones, las células se lisaron y se obtuvieron,
mediante un gradiente discontinuo de sacarosa (ver Metodologia), fracciones enriquecidas en
membrana plasmatica que, junto con el lisado total, se analizaron por Western blot utilizando
anticuerpos que reconocen HA, EGFR o actina. (C) A partir de las fracciones obtenidas en el
apartado (B) se purificé el RNA. Empleando 5 ng de RNA y utilizando sondas especificas, se
comprobd, mediante PCR cuantitativa, la presencia de mensajeros que codifican a los péptidos
similares a la humanina L2, L6 y L8. Se muestra también la significacién estadistica
(***p<0,005) de los valores de CERKL WT respecto a los de los dos mutantes.

10. Resumen final de los resultados obtenidos en esta tesis

A continuacidn, resumiremos los principales resultados que se han descrito hasta aqui:
La proteina CERKL se encuentra localizada tanto en el nucleo como en el citoplasma.
En el citoplasma, CERKL se distribuye de manera difusa y también formando unos

agregados que en su mayor parte se distribuyen en la periferia nuclear. Esos agregados
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colocalizan con marcadores de granulos de estrés y su cantidad aumenta sometiendo las
células a estrés (arsenito de sodio o choque térmico) y disminuye tras un tratamiento
con cicloheximida (un inhibidor de la sintesis de proteinas que desensambla los

granulos de estrés).

La entrada y salida de CERKL del nucleo es necesaria para su localizaciéon en los
granulos de estrés y, por eso, el mutante patoldgico C125W que estd ausente de los
nucleos no colocaliza con los marcadores de granulos de estrés. CERKL se acumula en
el nicleo y su presencia en los granulos de estrés disminuye considerablemente cuando
se tratan las células con leptomicina B (un inhibidor de la salida de proteinas del nicleo)

o con actinomicina D y a-amanitina (inhibidores de la transcripcion).

CERKL colocaliza también con otros componentes celulares conteniendo
ribonucleoproteinas, como son los cuerpos P, los polisomas y unas particulas
ribonucleoproteicas compactas. La asociacion de CERKL en los polisomas se pierde
cuando se tratan con EDTA y RNasa A que los desensamblan, mientras que en las
particulas ribonucleoproteicas compactas eso solo ocurre cuando los tratamientos

anteriores se realizan a concentraciones salinas elevadas que reducen su compactacion.

CERKL interacciona con: i) proteinas de la maquinaria de traduccién de los RNAs
mensajeros, como son elF3B, PABP o RPS3, ii) chaperonas que intervienen en el
plegamiento de las proteinas recién sintetizadas, como son HSP70 o HSP90, iii) las
tubulinas a y B de los microtibulos, y iv) proteinas de la membrana plasmética, como
son la filagrina, la desmoplaquina y la desmogleina. Ademdas, CERKL interacciona con
proteinas que intervienen en el metabolismo del DNA o del RNA, como la
nucleofosmina, en el transporte al nicleo, como la importina 4, y en la unién a lipidos,

como la apolipoproteina D.

La interaccion de CERKL con PABP, RPS3 y HSP70, pero no con elF3B, se pierde tras
un tratamiento con RNasa A en presencia de concentraciones salinas elevadas. Estos
resultados son consistentes con que la mayoria de esas interacciones ocurren en
particulas ribonucleoproteicas compactas y que la interaccion de CERKL con PABP,
RPS3 y HSP70 depende de la integridad de los RNAs mensajeros, mientras que la

interaccion con elF3B podria ocurrir directamente.
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El mutante patolégico C125W de CERKL es incapaz de interaccionar con la proteina
elF3B y sus interacciones con PABP, HSP70 y RPS3 no se pierden tras un tratamiento
con RNasa A. Esto sugiere que este mutante presenta anormalidades en la formacién de
las particulas ribonucleoproteicas compactas, probablemente debido a su incapacidad de

unirse eficazmente a los RNAs mensajeros.

CERKL interacciona con componentes del complejo 48S de preinicio de la traduccion,
tales como las proteinas elF3B, elF3G y elIF3I, con proteinas ribosomales de la
subunidad 40S, como las RPS3, RPS5 y RPSA y con factores no proteicos, como el

residuo 7-metil-guanosina del extremo 5” del RNA mensajero.

CERKL se asocia también a los microtibulos, incluyendo estructuras de las que estos
forman parte, como los centrosomas y el huso mitético. La unién de CERKL a los
microtibulos no depende del dominio PH (“pleckstrin homology”) de CERKL, ya que
los mutantes puntuales de ese dominio se unen a los microtibulos con igual eficacia que

la proteina WT.

En los microtibulos, CERKL tiene una apariencia particulada e interacciona con
proteinas de la maquinaria de traduccion, como elF3B, PABP y RPS3, y con
chaperonas, como la HSP70, formando particulas ribonucleoproteicas compactas.
Excepto en el caso de elF3B, esta interaccion depende de la integridad de los RNAs
mensajeros. Estos y otros datos avalan que CERKL se une a los RNAs mensajeros en el
nucleo y los acompaia al citoplasma, donde interactia con proteinas de la maquinaria
de traduccion y con chaperonas para formar las particulas ribonucleoproteicas

compactas que, después, se uniran a los microtibulos.

En células neuronales diferenciadas, CERKL, pero no el mutante patoldégico C125W de
CERKL, se localiza en las prolongaciones axoniformes, donde hay un transporte activo
a través de microtibulos, formando estructuras particuladas en las que interacciona con

RNAs y con proteinas de la maquinaria de traduccién de proteinas.
Las particulas ribonucleoproteicas compactas asociadas con CERKL contienen RNAs,

especialmente los mensajeros que codifican para los péptidos similares a la humanina de

clase 2, 6 y 8 y también RNAs no codificantes, como sobre todo el RN7SK que

117



Resultados y desarrollo argumental

interviene en el “splicing” y el RN7SL2 que interviene en la secrecion cotraduccional
de proteinas. El mutante patologico C125W de CERKL es incapaz de unirse a los RNAs

mensajeros que codifican para los péptidos similares a la humanina de clase 2,6 y 8.

Las particulas ribonucleoproteicas compactas unidas a los microtibulos contienen, junto
a CERKL, a los RNAs mensajeros de los péptidos parecidos a la humanina de clase 2, 6

y 8.

Ademas de las localizaciones mencionadas anteriormente, CERKL se asocia también
con la membrana plasmatica. Puesto que CERKL no se encuentra localizado ni en el
reticulo endoplasmaético y ni en el complejo de Golgi, esa asociacion no ocurre a través
de la ruta secretora convencional. En cambio, la integridad de los microtibulos es
crucial para esta asociacidn, ya que su desensamblaje causa la acumulacion de CERKL
en la periferia nuclear (el punto de partida, tras la salida del nucleo, de la ruta de

transporte) y no se detecta asociacion con la membrana plasmaética (el destino final).

En la membrana plasmatica, CERKL interacciona con proteinas de la maquinaria de
traduccién, como elF3B, PABP y RPS3, con chaperonas, como la HSP70, con los
RNAs mensajeros de los péptidos parecidos a humanina de clase 2, 6 y 8 y con el RNA
no codificante RN7SL2. La interaccién con las proteinas (excepto en el caso de elF3B)

depende de la integridad de los RNAs.

Los mutantes del dominio PH de CERKL (CI25W y WI151A) no se encuentran
localizados en la membrana plasmaética y, cuando se expresan en células, disminuye la
cantidad de los RNAs mensajeros de los péptidos parecidos a humanina de clase 2,6y 8
unidos a la membrana plasmatica. Por lo tanto, se puede concluir que CERKL es

importante para la localizacion de dichos mensajeros en la membrana plasmatica.

11. Funciones de la proteina CERKL

En base a todos los datos presentados, podemos postular que CERKL, una vez en el
nucleo, se une a los RNAs mensajeros de los péptidos parecidos a humanina de clase 2,
6 y 8 y, junto con ellos, sale de él. Una vez en el citoplasma, se le unen otras proteinas y
RNAs como son proteinas de la maquinaria de traduccién y chaperonas y el RNA no

codificante RN7SL2. Esos componentes pueden localizarse en polisomas y, en
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condiciones de estrés, en granulos de estrés y cuerpos P, pero sobre todo se encuentran
formando particulas ribonucleoproteicas compactas. Estas, una vez formadas, viajan a
través de microtibulos hasta la membrana plasmatica, donde se anclan, debido a la
capacidad de unién a los lipidos de CERKL, para permitir probablemente la sintesis y
secrecion cotraduccional de los péptidos parecidos a la humanina 2, 6 y 8. En la retina,
este proceso podria promover la supervivencia de las células fotorreceptoras, al
mantener en la matriz extracelular una cantidad adecuada de esos péptidos para unirse a
sus receptores en la membrana plasmdtica e inhibir la apoptosis. La interpretacién de

todos estos resultados se representa en el esquema resumido de la Figura 58.
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Figura 58. Hipétesis sobre la funciéon de la proteina CERKL. Una vez sintetizada en el
citoplasma, CERKL entra en el niicleo (paso 1), donde se une (paso 2) al extremo 5 de los
mRNAs que codifican péptidos similares a la humanina (L2, L6 y L8) y los acompana al
citoplasma (paso 3). En el citoplasma, la proteina CERKL, unida a esos mRNAs y a otras
proteinas, forma particulas ribonucleoproteicas compactas (paso 4), al unirse por ejemplo al
RNA no codificante RN7SL2 y a proteinas involucradas en la traduccién y en el plegamiento de
proteinas (por ejemplo elF3B, PABP, HSP70 y RPS3). Las particulas ribonucleoproteicas
compactas se unen a los microtibulos (paso 5) y viajan hasta la membrana plasmética, donde
probablemente intervienen en la traduccién de los mensajeros de los péptidos similares a la
humanina y/o en la secrecion de dichos péptidos a la matriz extracelular.
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Ahora, y en base a esa interpretacion cabe preguntar: ;cudl es el significado biolégico
de estos resultados y cudl es su relevancia para la patologia? Trataremos de responder
muy brevemente a esta cuestion. En la retina, CERKL se encuentra mayoritariamente en
conos, en células ganglionares y en células bipolares. Las mutaciones en CERKL que
causan retinosis pigmentaria producen, en primer lugar, la muerte de los bastones,
donde no se observa la expresion de CERKL. Basandonos en los resultados obtenidos
proponemos que CERKL participa sobre todo en la sintesis localizada y en la secrecion
a través de la membrana de péptidos similares a la humanina en las células retinales
donde se expresa. Dichos péptidos actuarian como factores de supervivencia para el
resto de células retinales, como por ejemplo los bastones. Por lo tanto, la administracion
de dichos péptidos podria tal vez utilizarse como una terapia para el tratamiento de la

retinosis pigmentaria.
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CONCLUSIONES FINALES

Las principales conclusiones de esta tesis son:

1-

CERKL es una proteina de union a RNAs mensajeros, que se encuentra
localizada tanto en el nicleo como en el citoplasma. En el citoplasma, la
proteina CERKL se encuentra asociada a varios compartimentos que contienen
RNAs mensajeros y proteinas de union a ellos, tales como los granulos de estrés,
los cuerpos P, los polisomas y unas particulas ribonucleoproteicas compactas.

En las particulas ribonucleoproteicas compactas, la proteina CERKL esta
mayoritariamente unida a los RNAs mensajeros que codifican para los péptidos
similares a la humanina de clase 2, 6 y 8 y al RNA no codificante RN7SL2. En
esas particulas, también interacciona con proteinas que intervienen en la
traduccién y plegamiento de proteinas, como son elF3B, PABP, RPS3 y HSP70.

Las particulas ribonucleoproteicas compactas que contienen CERKL se asocian
a los microtibulos y se encuentran también localizadas en la membrana
plasmatica, hacia donde viajan a través de los microtibulos. En la membrana
plasmatica CERKL intervendrd probablemente en la traduccion y/o secrecion al
espacio extracelular de los péptidos similares a la humanina.

El mutante patologico CERKL C125W no se encuentra localizado en el nicleo,
granulos de estrés o membrana plasmdtica, no interacciona con la proteina
elF3B y no se une a los mRNAs de los péptidos similares a la humanina o al
RNA no codificante RN7SL2, por lo que no forma particulas
ribonucleoproteicas compactas. Esto apoya la importancia de esas localizaciones
y asociaciones para el correcto funcionamiento de la proteina y la relevancia de
sus alteraciones para desarrollar la retinosis pigmentaria.
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