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I11. LA MEMBRANA BIOLOGICA.

Todas las células, ya sean bacterias, arqueas o eucariotas estan delimitadas
por membranas. Las membranas bioldgicas estdn compuestas
principalmente por lipidos estructurados en dos monocapas enfrentadas,
por lo que también se les denomina bicapas lipidicas. La membrana,
ademas de definir los limites tanto celulares como organulares y establecer
una barrera al trafico de moléculas de unos compartimentos a otros, posee
otras funciones importantes para la supervivencia celular, como el
transporte selectivo, la produccidn de energia requerida para los procesos

cataliticos y la transduccién de sefiales.

I1.A. ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA LIPIDICA.

Los fosfolipidos que componen las membranas biolégicas son moléculas
anfipaticas que consisten en una cola hidrocarbonada altamente
hidrofébica y una cabeza de naturaleza hidrofilica que contiene grupos
fosfato. La formacién de la bicapa obedece al llamado efecto hidrofébico
por el que las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos se asocian entre si
excluyendo el agua mientras que las cabezas polares interaccionan con el
medio acuoso. Las cabezas hidrofilicas forman una interfase que separa el
nucleo hidrocarbonado del entorno acuoso de una forma gradual. La zona
interfacial no supone un cambio brusco de ambiente quimico, sino que la
hidrofobicidad va disminuyendo gradualmente. El nucleo hidrofdbico ocupa
aproximadamente unos 30 A de grosor y la interfase se extiende unos 15 A
a ambos lados del mismo (figura 11.A). Las colas hidrocarbonadas y las

cabezas polares de los lipidos pueden tener diferentes caracteristicas



(longitud de la cadena hidrocarbonada, carga de la cabeza polar, rigidez,

etc.) y esto confiere una gran heterogeneidad quimica a la membrana.

H,0

interfase nucleo hidrofébico

N

/

Figura I1.A. La bicapa lipidica. Simulacidon por dinamica molecular de la proteina
acuaporina embebida en la membrana. Las moléculas de agua pueden penetrar
hasta la interfase, pero no lo hacen en el nicleo hidrocarbonado. El nucleo
hidrofobico esta constituido por las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos y la
interfase por las cabezas polares. Modificado de (von Heijne, 2007).

Los fosfolipidos son los lipidos mayoritarios en las bicapas pero existen
otros tipos de lipidos en proporciones menores, como por ejemplo los
glicolipidos y el colesterol. El colesterol es un lipido que confiere rigidez y
estabilidad a la membrana y que se encuentra distribuido de forma desigual
a lo largo de la membrana. Actualmente se considera que las membranas
son estructuras altamente complejas y variables, con dominios especificos
gue excluyen o agrupan a determinadas proteinas de manera especifica,
como es el caso de las balsas lipidicas (lipid rafts), ricas en colesterol y

esfingolipidos.



11.B. EL COMPONENTE PROTEICO.

La relacion proteina:lipido en peso en la mayoria de las membranas es
aproximadamente 1:1 (Muller et al., 2008). Las proteinas de membrana son
aquellas que residen en la bicapa lipidica y pueden clasificarse en dos
grupos: proteinas integrales de membrana, cuando la atraviesan
completamente, y proteinas periféricas o asociadas a la membrana, que son
aquellas que permanecen unidas a la bicapa porque interaccionan con otra
proteina, lipido o residuo glucidico, aunque también se consideran
asociadas cuando son capaces de penetrar parcialmente en la membrana

pero no de atravesarla completamente (figura 11.B).

Los motivos estructurales capaces de existir en el interior de una membrana
son los barriles beta y las hélices alfa, siendo muy mayoritario el segundo.
Este tipo de estructura facilita la insercion en la membrana de los
esqueletos polipeptidicos ya que establecen puentes de hidréogeno
intramoleculares reduciéndose asi la polaridad de los grupos CO y NH del
enlace peptidico, lo que facilita termodinamicamente la inserciéon dentro
del ndcleo hidrofébico de la membrana. En lo que a las hélices alfa
transmembranales se refiere, los residuos de aminoacidos que las forman
se localizan en una distribucién determinada dentro de la estructura de la
bicapa dependiendo de sus caracteristicas quimico-fisicas. Lo mas frecuente
es que en el nucleo hidrofdbico se encuentren aminodcidos hidrofdbicos (L,
I, V, A, F, M) y que los residuos polares o cargados lo hagan en
localizaciones interfaciales o incluso extramembranosas, aunque existen
ejemplos en los que fragmentos TM tienen aminodcidos cargados
embebidos en el medio de la membrana (Kauko et al., 2010). Trp y Tyr

tienen tendencia a localizarse en las interfases (Granseth et al., 2005; Yau et



al., 1998) y favorecen el anclaje de la hélice a la membrana (de Planque et

al., 2003).

cabezasde coles‘ternl

colas hidrofébicas i ‘
fosfolipidos glicoproteina
\

proteina periférica
con ancla lipidica

proteina periférica proteinasintegrales

Tomado de Lehninger, 3¢ ed.

Tomadode von Heijne, 2007.

Figura I11.B. Las proteinas de las membranas. El panel superior muestra un dibujo
de la bicapa lipidica con los distintos tipos de proteinas de membrana. En el panel
inferior se muestra la estructura de una proteina de membrana formada por
estructuras en hélice alfa (el canal de cloro, a la izquierda) y otra en forma de barril
beta (maltoporina, a la derecha).

Ademas de las hélices alfas candnicas que atraviesan totalmente la
membrana, en proteinas politopicas (con mas de un fragmento
transmembrana) pueden existir otras estructuras helicoidales menos
convencionales denominadas lazos re-entrantes (reentrant loops) (Lasso et
al., 2006; Viklund et al., 2006). Se trata de regiones (frecuentemente
formadas por un fragmento de hélice alfa, un lazo y otro fragmento de
hélice alfa) que penetran en la membrana pero no llegan a atravesarla

entrando y saliendo por el mismo lado de la bicapa.
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12. DIRECCIONAMIENTO DE LAS PROTEINAS A LAS
MEMBRANAS.

La problematica de la biogénesis de una proteina de membrana concierne
dos aspectos basicos: la insercidon de los segmentos transmembrana y el
proceso de plegamiento para establecer su estructura nativa. El proceso de
plegamiento en estos casos tiene lugar mediante mecanismos diferentes a
los empleados por los polipéptidos solubles ya que las caracteristicas
quimico-fisicas del entorno son radicalmente distintas al medio acuoso en
el que ocurre el plegamiento de las proteinas globulares. Ademas, tanto las
proteinas de membrana como las de secrecién, deben ser previamente
destinadas a la membrana del reticulo endopldsmico en una conformacion
que permita su integracién (o su translocacién al lumen en el caso de las

proteinas de secrecion).

Existen dos mecanismos principales por los cuales las proteinas de
membrana y las de secrecién llegan a la bicapa para ser integradas en ella o
transportadas al exterior celular. El mecanismo cotraduccional implica la
translocacién y/o integracidon de la proteina al mismo tiempo que esta
siendo sintetizada mientras que el postraduccional dirige la proteina a la

membrana una vez su sintesis ya ha concluido.

12.A. MECANISMO DE INSERCION/TRANSLOCACION
COTRADUCCIONAL.

Este mecanismo de translocacién se da en todos los tipos celulares, tanto

procariotas como eucariotas, siendo el predominante en mamiferos. En los



organismos eucariotas la mayoria de los procesos de translocacién e
integracion de proteinas de secrecion y de las proteinas de membrana se
encuentran acoplados a la sintesis de la proteina. La direcciéon de estas
proteinas a la membrana del reticulo endoplasmico comienza cuando una
secuencia compuesta por uno o varios residuos con carga positiva seguida
de unos 12-20 aminoacidos hidrofébicos presente en el extremo N terminal
del polipéptido, denominada secuencia seial (SS), emerge del ribosoma. En
este momento, un factor citosélico llamado particula de reconocimiento de
la sefial 6 SRP (Walter and Blobel, 19814, b; Walter et al., 1981) reconoce el
péptido seiial, se une a él deteniendo momentaneamente la traduccién y
dirige al complejo ribosoma/cadena naciente (RCN) a la membrana del RE
donde el complejo SRP/RCN es reconocido por el receptor de la SRP (SR).
Este reconocimiento posiciona al ribosoma sobre la maquinaria de
translocacion e integracion celular o translocén (Halic and Beckmann, 2005;
Walter and Lingappa, 1986) (figura 12.A). A continuacion se reinicia la
traduccién en un proceso que requiere la energia obtenida de la hidrdlisis
de GTP que es utilizada para la disociacién de la SRP, lo que reinicia la
traduccién y promueve la translocacién a través de la membrana del RE
mediada por el translocdn, quedando libre la SRP para un nuevo ciclo de
direccionamiento. El nucleo principal del translocon estd formado en
mamiferos por el heterotrimero Sec61 (cuya estructura se describira con

detalle en el apartado 13.A).
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Figura I12.A. Ciclo de la SRP. Cuando la secuencia sefial (SS) emerge del ribosoma, la
SRP se une a ella deteniendo transitoriamente la traduccién. El complejo
ribosoma/cadena naciente (RCN) es dirigido por la SRP a la membrana del RE,
donde la SRP interacciona con su receptor (SR) y el complejo RCN se posiciona
sobre el translocon. En un proceso dependiente de la hidrdlisis de GTP por parte
tanto de la SRP como de su receptor, la SRP se libera del complejo RCN y queda
libre para un nuevo ciclo de direccionamiento, reinicidandose la traduccion. La SS es
digerida por la peptidasa del péptido sefial mientras el proceso de biogénesis
continta. Tomado de (Halic and Beckmann, 2005).

La SRP en eucariotas es una ribonucleoproteina formada por seis
subunidades proteicas (SRP 9, SRP 14, SRP 19, SRP 54, SRP 68 y SRP 72)
ensambladas junto a una molécula de RNA 7S (Andrews et al., 1985); estos
componentes se pueden agrupar en dos dominios. El dominio Alu, que es el
responsable de la parada de la traduccién cuando la SRP se une a la SS, y el
dominio S, cuya funcidn principal es el reconocimiento de la SS. La SRP 54
unida a la hélice 8 del RNA forma el denominado nucleo de la SRP. SRP 54
posee tres dominios : el dominio N, formado por una horquilla de 4 hélices,

el dominio G que posee actividad GTPasa y el dominio M, que es el dominio



C terminal rico en metionina. El dominio M es el que tiene capacidad para
unir a la SS (Romisch et al., 1990; Zopf et al., 1990), mientras que la
interaccion con su receptor (SR) mediada por GTP se localiza en los
dominios N y G. El dominio NG posee un surco hidrofébico donde puede
acomodar a las secuencias sefiales hidrofébicas (Janda et al., 2010; Keenan
et al., 2001; Koch et al., 2003).

Una vez el complejo ribosoma/cadena naciente (RCN) ha llegado a la
membrana, el tunel de salida del ribosoma queda alineado con el canal del
translocén permitiendo la translocacion del polipéptido naciente desde el
citosol al lumen del RE. En el caso de que el polipéptido que estad siendo
sintetizado corresponda a una proteina de membrana, los fragmentos TM
pueden insertarse lateralmente a la membrana en un mecanismo
cotraduccional de translocacion/integracion ya que el heterotrimero Sec61,
como se explicard en paginas sucesivas, tiene la capacidad de abrirse
lateralmente para permitir el paso de las secuencias que van a formar parte
de la bicapa lipidica. Seguidamente, el péptido sefal es eliminado por la
peptidasa del péptido sefial (proteina asociada al translocén) cuando el
polipéptido naciente alcanza una longitud aproximadamente de unos 140
aminodcidos (Mothes et al., 1994). En las proteinas de membrana que no
poseen péptido sefial el primer segmento TM funciona como secuencia
sefial de direccionamiento y anclaje a la membrana, por lo que estas
secuencias son denominadas comunmente “secuencias de anclaje”. A
diferencia del péptido sefial estas secuencias de anclaje no son eliminadas
y, en la mayoria de las proteinas politdpicas, determinan la orientacién del

resto de segmentos TM.
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12.B. LA RUTA POSTRADUCCIONAL DE TRANSLOCACION.

En esta ruta las proteinas son dirigidas a la membrana una vez finalizada su
sintesis. La utilizacion de esta via no es muy frecuente en mamiferos,
aunque si es frecuentemente utilizada en organismos mas simples como
procariotas y levaduras. En la translocacidn post-traduccional de levaduras
y probablemente de todos los eucariotas, el complejo Sec61p (homdlogo al
heterotrimero Sec61 de mamiferos) se asocia al complejo tetramérico de
membrana Sec62/Sec63 y a la chaperona luminal BiP, que es miembro de la
familia de ATPasas Hsp70 (Deshaies et al., 1991; Panzner et al., 1995).
Mientras el polipéptido se encuentra en el citosol diferentes chaperonas se
asocian a él para evitar un plegamiento incorrecto. El direccionamiento de
las proteinas recién sintetizadas hasta el translocén se debe a la afinidad de
las chaperonas citosdlicas por el complejo Sec62/Sec63, que cuando
interaccionan con él se sueltan de la cadena polipeptidica permitiendo a
ésta introducirse en el poro de Sec61. Una vez el polipéptido ha entrado en
el canal, la translocacion al lumen del RE ocurre gracias a la actividad
ATPasa de BiP (Matlack et al., 1999) (figura 12.B1). Cuando BiP une ATP
presenta una cavidad hidrofdbica a la que puede unirse a una porcién del
péptido naciente, con esta conformacidn interacciona con Sec63 que causa
la hidrdlisis del ATP y provoca que esta cavidad se cierre sobre el sustrato
gue esta siendo translocado. Cuando el polipéptido se ha translocado lo
suficiente otra molécula de BiP puede unirse, y asi repetidas veces hasta
gue el sustrato ha atravesado completamente el canal impidiendo el
retroceso de la cadena naciente al citosol (Matlack et al., 1999).
Finalmente, el intercambio de ADP por ATP provoca un cambio
conformacional que abre las cavidades anteriormente mencionadas vy las
moléculas de BiP se liberan. Este mecanismo asegura la unidireccionalidad

del proceso.
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Figura 12.B1. Modelo de translocacion post-traduccional en eucariotas. La
hidrélisis de ATP mediada por BiP asegura la unidireccionalidad del proceso.
Tomado de (Rapoport, 2007).

En bacterias, el polipéptido sintetizado se une en el citosol a la chaperona
SecB (Randall et al., 1997). Después la ATPasa citosdlica SecA intercciona
con SecB para recoger el sustrato que va a ser translocado. La transferencia
al canal del translocén requiere la hidrélisis de ATP por parte de SecA, que,
una vez deposita el polipéptido dentro del poro, asegura la direccionalidad
de la translocacion empujando el polipéptido naciente hacia el poro que
forma el translocén (Zimmer et al.,, 2008). Este mecanismo requiere de
ciclos de hidrdlisis de ATP hasta que la proteina esté totalmente
translocada. Las arqueas probablemente también dispongan de un
mecanismo de translocacidon post-traduccional, pero no se conoce el

proceso ya que carecen de SecA, de Sec62/Sec63 y de BiP.
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Insercion postraduccional en mamiferos: Las proteinas ancladas por

el extremo C-t (tail-anchored proteins)

En mamiferos la insercion post-traduccional ocurre casi exclusivamente en
las proteinas ancladas a la membrana por su extremo C-t (tail-anchored
proteins). Se trata de una clase especial de proteinas integrales de
membrana que tienen localizado el extremo el N-t en el citosol donde se
ubica practicamente la totalidad de la proteina y que se caracterizan por la
presencia de un dominio formado por 18-20 residuos hidrofébicos en el
extremo C-t, lo que implica que su integracién deba ocurrir post-
traduccionalmente dado que esta region hidrofdbica sélo es expuesta al
citosol una vez la cadena naciente se ha liberado del ribosoma. Las
proteinas ancladas por el extremo C-t se encuentran en todos los reinos
existiendo aproximadamente unas 50 en levadura y unas 300 en el
proteoma humano (Beilharz et al., 2003; Kalbfleisch et al., 2007), entre ellas
Sec61pB y el citocromo b5 han sido las mas estudiadas hasta la fecha. Su
localizacién es amplia estando presentes en membranas de mitocondria,
cloroplasto, peroxisoma y demas compartimentos intracelulares, pero es en

el RE donde se integran previamente para dirigirse después a su destino.

Se han descrito tres rutas por las que una proteina anclada por el extremo
C-t es reconocida e integrada en la membrana del RE, una de ellas es
dependiente de GTP vy las otras dos de ATP (figura 12.B2). La ruta mediada
por la SRP es dependiente de GTP y parece ser que la SRP dirige al
polipéptido a la membrana y éste se inserta espontaneamente en ella, o al
menos, aun no se ha descrito un posible receptor. Las dos rutas
dependientes de ATP son las llamadas ruta Hsc70-Hsc40 y ruta Asna-
1/TCR40 en las que la insercidén esta mediada por la interaccién de estos
factores citosdlicos con su receptor en la membrana del RE (Rabu and High,
2007; Rabu et al., 2009).

13
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Figura 12.B2. Rutas de integracion de las proteinas ancladas por el extremo C-t.
La figura muestra las tres rutas de biogénesis descritas hasta la fecha, dos de ellas
son dependientes de ATP y una de ellas de GTP (Rabu and High, 2007).

12.C. OTROS SISTEMAS DE TRANSLOCACION/INSERCION.

Translocacién en mitocondrias.

El genoma mitocondrial codifica para un nimero reducido de proteinas por
ello la mayoria de proteinas mitocondriales son importadas post-
traduccionalmente. Estas proteinas cuentan con una secuencia sefal
especifica que las dirige a la membrana externa mitocondrial. El transporte
a través de las membranas externa e interna se realiza por dos complejos

translocasa denominados TOM y TIM respectivamente (Wickner and
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Schekman, 2005), los cuales participan también en la integracién de las

proteinas integrales en dichas membranas.

En la membrana interna mitocondrial existe otra translocasa, Oxalp, que
media la integracién de algunas proteinas de la membrana interna que han
sido translocadas a la matriz mitocondrial y de proteinas de membrana
codificadas por el propio genoma mitocondrial (Hell et al., 1997; Hell et al.,
2001; Szyrach et al., 2003).

Translocacidn en cloroplastos.

De manera equivalente a mitocondrias, la translocacion de proteinas a
través de las membranas del cloroplasto se realiza de forma post-
traduccional, ya que la mayoria de sus proteinas se sintetizan en el citosol.
En las membranas externa e interna existen dos complejos proteicos

encargados de la translocacién denominados TOCy TIC respectivamente.

Para la translocacion/integracion de polipéptidos en la membrana tilacoidal
se han descrito al menos cuatro sistemas: 1) Insercién espontanea mediada
por el potencial electroquimico (Mant et al., 1995); 2) en la membrana del
tilacoide existe un complejo homologo al translocdn de bacterias implicado
en la insercién co-traduccional de las proteinas codificadas en el genoma
del cloroplasto y post-traduccional de aquellas proteinas codificadas en el
genoma nuclear; 3) la translocasa Alb3 realiza en la membrana tilacoidal un
papel equivalente al de Oxalp en mitocondrias (Woolhead et al., 2001); 4)
el complejo TAT es capaz de dirigir la translocacién de proteinas ya plegadas

al interior de los tilacoides (Robinson and Bolhuis, 2004).
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Translocacion en bacterias.

En bacterias Gram-, ademas de las rutas ya descritas basadas en SecY (ruta
cotraduccional) y SecA/SecB (ruta postraduccional), se han descrito otras

rutas alternativas de translocacion.

YidC es una proteina asociada a SecY para la que han sido propuestas, al
menos, dos funciones: una de ellas es asistir durante la integracion en la
bicapa lipidica de ciertos segmentos TM, facilitdindoles el paso a la
membrana (van der Laan et al., 2001); la otra funcién que se le asigna
consiste en una accién propia como translocasa de manera independiente
de SecY (de Gier and Luirink, 2003; Serek et al., 2004).

Ademas, existe otro sistema implicado en la secrecidn al periplasma de
proteinas plegadas, el sistema TAT, analogo al de cloroplastos, el cual

reconoce un motivo formado por dos argininas (motivo R-R).

13. ESTRUCTURA Y FUNCION DEL TRANSLOCON.

Se conoce con el nombre de translocon a la maquinaria celular de
translocacion e insercién en la bicapa lipidica compuesta por un conjunto
de proteinas localizado en las membranas del RE. A pesar de que todavia
existe cierta controversia acerca de qué componentes son considerados
parte del translocdn y cuales no, lo que si esta claramente definido son las
proteinas que forman el ndcleo del mismo (Gorlich and Rapoport, 1993). El
nucleo del translocén esta compuesto por el heterotrimero Sec6l en

eucariotas cuyo homologo en bacterias y arqueas se denomina complejo
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SecYEG. El heterotrimero estd formado por las subunidades Sec6la, By Yy
en mamiferos, de las cuales la principal es la subunidad a (Sec6lp en
Saccharomyces cerevisiae y SecY en bacterias y arqueas, tabla I13) puesto
que es ésta la que forma el poro del canal. Esta subunidad posee diez
fragmentos TM orientados en una topologia N-t/C-t citosdlica. La subunidad
Sec61B de mamiferos, que contiene un uUnico TM y un extremo N-t
citosdlico, se llama Sbhlp en S. cerevisiae, SecG en bacterias y Secf en
arqueas. La subunidad y de mamiferos, corresponde a Ssslp en S. cerevisiae
y SecE en bacterias y arqueas; en la mayoria de las especies tiene un uUnico
fragmento TM con su N-t orientado hacia el citosol (tabla I3). Las
subunidades o y y del complejo Sec61/SecYEG se encuentran en todos los
organismos y muestran una homologia de secuencia significativa; sin
embargo, las subunidades B son homdlogas entre organismos eucariotas y
arqueas pero no poseen una obvia homologia de secuencia con la SecG
bacteriana. En este sentido las subunidades a y y son esenciales para la

viabilidad de levaduras y bacterias, mientras que Sbhilp y Sec61B no lo son.

Tabla 13. Subunidades del translocéon en los distintos organismos.

mamiferos Sec6la Sec6lpf Sec6bly
Saccharomyces cerevisiae Sec6lp Sbhlp  Ssslp
eubacterias SecY SecG SecE

arquea SecY SecB SecE
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I3.A. ESTRUCTURA DEL TRANSLOCON.

La identificacidn del complejo Sec61/SecYEG como elemento necesario para
la translocacion tuvo lugar mediante experimentos de reconstitucidon de
proteoliposomas en los que se recuperaba la actividad secretora cuando se
afadia el heterotrimero Sec61 purificado a liposomas (Brundage et al.,
1990; Gorlich and Rapoport, 1993). Las primeras evidencias que sugirieron
de que el complejo Sec61/SecY constituia el canal que conducia a las
proteinas a través de la membrana provenian de experimentos de
fotoentrecruzamiento. Intermediarios de la translocacién, modificados con
sondas fotorreactivas en aminoacidos especificos de longitud suficiente
como para encontrarse en la membrana, entrecruzaron con Sec6la
(Mothes et al., 1994), indicando que esta subunidad rodeaba a la cadena

naciente que estaba siendo translocada.

La topologia N-t/C-t citosdlica de la subunidad Sec6lp de S. cerevisiae
(homdloga de Sec6la de mamiferos) se definié en 1996 (Wilkinson et al.,
1996) asignandole 10 fragmentos TM y ocho afios mas tarde van den Berg
et al. resolvieron la estructura de rayos X del translocén de la arquea
Methanocccus jannaschii a una resoluciéon de 3.8 A (Van den Berg et al.,
2004). Los resultados revelaron la existencia de un heterotrimero SecYER
con una estequiometria 1:1:1, siendo SecY la subunidad que forma el canal
acuoso del complejo. Este canal posee en la estructura resuelta un
didmetro de entre 5y 8 A de didmetro. Las diez hélices de SecY se disponen
en dos dominios, las hélices que comprenden desde el TM1 hasta el TM5
forman el dominio N y las hélices entre el TM6 y el TM10 constituyen el
dominio C. Los dos grupos de hélices poseen una simetria bilateral en el
plano de la membrana y estdn conectados por detrds por un lazo de esta
subunidad a modo de bisagra (figura 13.A1). Este lazo y el segmento TM de

SecE (subunidad y) previenen el contacto de lipidos con el interior acuoso
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de SecY (subunidad a). Es importante resaltar el hecho de que el translocén
debe permitir el paso de los polipéptidos en dos direcciones: a través de la
membrana para la translocacién de los dominios luminales de las proteinas
de membrana y las proteinas de secrecién y lateralmente para permitir la

insercidn de los segmentos TM.

A) B)
SecE dominio SecE dominio
bisagra bisagra
“ TN
\.\ -
dominioC
PARTE = PARTE
FRONTAL 5 TRASERA
SecY
dominioN

dominio
taponador

Figura 13.Al. Estructura del complejo SecY de Methanococcus jannaschii. Vista
citoplasmatica del canal. A) El dominio N-terminal de SecY (TM1-5) se muestra en
azul oscuro, con la excepcidén de TM2b que se representa en azul claro; el dominio
C-terminal (TM6-10) se muestra en marrén excepto el TM7 que se representa en
amarillo. La secuencia sefial se introduciria en medio, entre TM2b y TM7. El
dominio taponador del poro formado por TM2a se muestra en color verde. B)
Asignacién de cada una de las hélices por separado. Tomado de (Osborne et al.,
2005).

El Unico lugar por donde esta estructura es capaz de abrirse para que los
fragmentos TM puedan pasar del canal acuoso a la bicapa lipidica es la zona
frontal compuesta por las hélices TM2b y TM7 de SecY/Sec6la que forman
una apertura lateral (figura 13.A1). El lazo de la subunidad a que conecta a

los dos conjuntos de hélices se denomina dominio bisagra y se asume que
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su cambio de conformacién es el responsable de que la puerta lateral se
abra y permita acceder a un TM que se encuentre en el interior del

translocdn a la bicapa lipidica.

A)
dominio
taponador hidrofébico
/ - anillo
B) 5 /l.‘ at ) Q hidrofobico
( anillo f

idrofobic

dominio
taponador

Figura 13.A2. Distintas perspectivas del canal del translocén. A) Seccién
perpendicular a la membrana del canal cerrado donde se observa en verde el anillo
hidrofébico y en amarillo la presencia de un dominio taponador (Rapoport et al.,
2004). B) Seccion perpendicular a la membrana. El movimiento del dominio
taponador hacia la subunidad y (SecE) se indica mediante una flecha gris. Las
cadenas laterales de los aminoacidos que forman el poro del anillo hidrofébico se
muestran en amarillo. C) Vista citosélica del translocén en la que se muestra el
canal por el que se desplaza la cadena naciente (Osborne et al., 2005).
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Esta estructura recuerda a la concha de un bivalvo. El interior del translocén
estd lleno de agua vy, visto desde una perspectiva perpendicular al plano de
la membrana, tiene forma de reloj de arena en el que se observan dos
compartimentos acuosos (figura 13.A2a), separados por un estrechamiento
central o anillo del poro que esta constituido por aminoacidos hidrofébicos
que impiden el paso libre de moléculas a su través. Debajo del anillo
hidrofébico hay un dominio estructural formado por una pequefia hélice
(TM2a) que actia como una solapa bloqueando el paso de pequefias
moléculas a través del poro cuando éste se encuentra en una conformacién
cerrada. En experimentos de dindmica molecular se ha observado que este
dominio taponador puede ser desplazado cuando una cadena naciente estd

atravesando el canal.

13.B. MECANISMO DE ACCION DEL TRANSLOCON.

A pesar de que pueden existir mecanismos de topogénesis menos
candnicos (Pitonzo and Skach, 2006; Tate, 2010), la topologia de una gran
cantidad de proteinas de membrana se establece durante su paso a través
del translocén. La topogénesis suele seguir la regla de “positivo dentro”
(positive inside rule) de manera que existe un sesgo en la distribucidon de
residuos cargados positivamente en los lazos extramembrana citosdlicos
respecto a los extracelulares (von Heijne, 1986a, 1989). Asi, la region
flanqueante del segmento TM que posea una mayor carga neta positiva
presentara una mayor probabilidad de quedar orientado hacia el citosol
(Hartmann et al., 1989). Ademas del componente electrostatico, otras
caracteristicas como la longitud y la hidrofobicidad de la secuencia sefial

son importantes en la topogénesis.

La estructura de rayos X de la arquea Methanococcus janaschii (Van den
Berg et al.,, 2004) junto a experimentos con mutantes de la subunidad

Sec6la en levadura han permitido proponer un posible mecanismo
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mediante el cual en el translocén se pueden orientar las secuencias sefiales
y los segmentos TM de polipéptidos nacientes de acuerdo con la regla de
“positivo dentro” (Higy et al., 2004). Residuos negativos en los lazos
citosdlicos y residuos con carga positiva en los lazos exoplasmicos de
Sec61p de Saccaromyces cerevisiae (figura 13.B1) pueden interaccionar con
los aminoacidos flanqueantes de una regién hidrofébica favoreciendo una
orientacién que se ajuste a la regla de “positivo dentro”.
Experimentalmente se ha demostrado que mutaciones de estos residuos
cargados a otros con carga opuesta invierten la topologia de la secuencia de
anclaje en una proteina modelo tipo Il (Goder et al., 2004). En la figura 13.B1
se muestra la correspondencia de estos residuos de Sec6lp con la
estructura de SecY resuelta (Van den Berg et al., 2004). Una observacién
interesante es que la distancia entre los residuos con carga negativa y
positiva es de 33 A, que es el grosor aproximado de la bicapa lipidica (White
and von Heijne, 2004).

Previamente a la adopcidn de la orientacidn adecuada segln el mecanismo
que acabamos de revisar, el canal requiere un desplazamiento del dominio
taponador para poder albergar el polipéptido naciente permitiendo su
paso. Para ello, se ha sugerido que probablemente el dominio taponador se
encuentra en un equilibrio entre una conformacién cerrada y otra que
permita el paso de moléculas por su interior; este equilibrio se encuentra
altamente desplazado hacia la conformacién cerrada evitando el paso
incontrolado de moléculas de un lado a otro de la membrana, pero el
equilibrio puede ser desplazado por una secuencia sefial o un segmento TM
gue entre en el canal. Una vez la secuencia seiial (o el primer fragmento TM
de una proteina politopica) se ha insertado en la bicapa lipidica, la
presencia en el canal del polipéptido naciente que se estd sintetizando

impide el cierre del dominio taponador.
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Figura 13.B1. Posicionamiento de la secuencia seial en el translocon. Estructura
del translocén de Methanococcus jannaschii descrita por van den Berg et al., 2004.
La barra negra conecta los residuos acidos (destacados en naranja) de los lazos
citosdlicos y los residuos bdsicos (destacados en azul) de los dominios
extracitosdlicos de la subunidad a de S. cerevisiae (Sc) y M. jannaschii (Mj)
implicados en la orientacién de las secuencias sefiales y secuencias de anclaje.
(White and von Heijne, 2004).

Durante este proceso, el anillo hidrofébico que forma la constriccién del
canal del translocon (figura 13.A2) interacciona con la secuencia que esta
atravesando el poro y existen evidencias recientes que proponen un papel
fundamental de este anillo en el reconocimiento de los segmentos TM y su
insercién en la bicapa lipidica (Junne et al., 2010). Ademas del movimiento
del dominio taponador, probablemente se requiera también un
ensanchamiento del poro para permitir la translocacién de los polipéptidos,
ya que el diametro del anillo hidrofébico es demasiado pequefio para
permitir el paso de polipéptidos incluso en conformacién extendida.

Globalmente, la apertura del canal debe de producirse por un
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desplazamiento al unisono de las hélices donde residen los aminoacidos

que forman el anillo hidrofébico.

Reconocimiento de fragmentos TM y mecanismo de insercidon

cotraduccional en la membrana.

éCual es el cédigo que sigue el translocdn para determinar qué segmentos
del polipéptido que lo estd atravesando deben ser insertados en la
membrana y cudles no? Tradicionalmente se ha asumido que Ia
hidrofobicidad de la secuencia polipeptidica es el principal factor que
determina la insercién en membranas. En la actualidad existe un elevado
numero de distintas escalas de hidrofobicidad de aminoacidos de las cuales,
una de las que ha tenido una mayor aceptacién por ser una de las que
mejor se ajusta a los requerimientos de las membranas bioldgicas es la
escala de hidrofobicidad de Wimley-White, determinada
experimentalmente mediante la utilizacion de péptidos sintéticos en
ensayos de reparto entre agua y un disolvente organico (Wimley and White,
1996). Esta escala incluye la contribucién energética no sélo de las cadenas
laterales de los aminoacidos sino también del esqueleto polipeptidico en la
insercion. Mas recientemente se ha propuesto una escala de hidrofobicidad
bioldgica (Hessa et al., 2005a). Esta escala proporciona informacion relativa
a la forma en la que las distintas cadenas laterales afectan al
reconocimiento de una hélice transmembrana por el translocén. Ademas,
también se han tenido en cuenta los efectos de la posicidn relativa de cada
cadena lateral en el segmento TM (Hessa et al., 2007) En estos estudios se
examinod la integracion en membranas derivadas de microsomas de perro
de distintos segmentos hidrofébicos (H) que fueron introducidos dentro del
lazo luminal P2 de la proteina de membrana modelo Lep (leader peptidase)
de Eschericchia coli y flanqueados por dos dianas de glicosilacion

modificables por el complejo enzimdtico oligosacariltransferasa (OST)
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(figura 13.B2a). La OST es un complejo transmembrana asociado al
translocén responsable de la incorporacion de restos de azlcar a
secuencias diana de dominios polipeptidicos translocados al lumen del RE,
dado que su centro activo se encuentra en el lumen, como se describira con
mayor detalle en el siguiente apartado. Asi, al traducir in vitro la quimera la
presencia de sélo una glicosilaciéon (que produce un incremento en el peso
molecular de aproximadamente 2kDa) es indicativa de insercidn, mientras
que la presencia de doble glicosilacién indica translocacion del segmento H
objeto de estudio. La mono o doble glicosilacion puede observarse
mediante retardo en una electroforesis SDS-PAGE. Con este sistema se
estudid de forma sistematica la contribucion de cada uno de los 20
aminoacidos naturales en la insercién de segmentos hidrofébicos modelo.
Asi, se calculd para cada una de las distintas secuencias ell incremento de
energia libre aparente de insercion (AGgm) Yy mediante este sistema se
establecié una escala de hidrofobicidad bioldgica (figura 13.B2b) que se
correlaciona sorprendentemente bien con la escala de Wimley-White. Esta
similitud parece indicar que la hidrofobicidad es la caracteristica principal
gue reconoce el translocon para seleccionar los dominios que van a ser
integrados en la bicapa lipidica. Probablemente, la estructura del translocdn
permite, a través del movimiento acoplado de los dos dominios formados
por las hélices 1-5 y 6-10, la apertura lateral para facilitar que el fragmento
hidrofdbico en cuestion tenga la posibilidad de interaccionar con los lipidos
gue le rodean (Heinrich et al., 2000) y, dependiendo de su hidrofobicidad,

se integre en el entorno lipidico de la membrana.
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Figura 13.B2. Reconocimiento de los fragmentos TM por la maquinaria Sec61.

A) Representacion esquematica de la proteina quimérica utilizada para estudiar la
integracidon de diferentes secuencias H con el objetivo de obtener el AGg, de
insercion en la membrana para cada uno de los 20 aminoacidos naturales. En la
foto del gel SDS-PAGE (derecha) un circulo blanco representa moléculas sin
glicosilar mientras que uno negro significa una glicosilacién. El fragmento H
estudiado en este caso se transloca mayoritariamente como se desprende de la
proporcion de moléculas doblemente glicosiladas frente a las monoglicosiladas. B)
Escala de hidrofobicidad biolégica para los aminoacidos naturales mostrados en
codigo de una letra. Los valores negativos indican que el proceso de insercion
ocurre de forma espontanea mientras que los valores positivos por encima de 1
kcal/mol denotan la dificultad intrinseca de estos aminodacidos a insertarse en la
membrana. Modificado de (Hessa et al., 2005a).

Desde este punto de vista, una de las funciones del translocén es
proporcionar un lugar en la membrana en el cual los segmentos TM puedan

equilibrarse entre la fase acuosa y la lipidica (Heinrich et al., 2000; von
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Heijne, 2006). Asi, la insercidén de proteinas en la membrana parece ser un
proceso termodindmico de reparto mediado por el translocén. Hay que
tener en cuenta que la energia libre de inserciébn para un mismo
aminodcido varia dependiendo de la posicidn en la que se encuentre dentro
del segmento hidrofébico (Hessa et al., 2007). Asi no es lo mismo que un
aminodcido cargado se encuentre en medio de la regidn hidrofdbica, donde
presenta una penalizacion energética significativa, que en uno de sus
extremos préoximo a la interfase ya que en esta segunda ubicacion la cadena
lateral de estos aminodcidos puede orientarse hacia la regién mas polar de

la interfase reduciendo en gran medida su coste energético de integracion.

En este proceso, un mayor grado de complejidad surge en la integracién de
las proteinas politépicas. Estas proteinas poseen varios segmentos TM que
se van sucediendo en el canal del translocon. Muchas de estas proteinas
contienen fragmentos TM con AGg, positivos, lo que indica que su
integracion en la bicapa resulta un proceso termodindmicamente no
espontdneo, por lo que se ha propuesto que estos segmentos requieren el
establecimiento de interacciones con algunos de los fragmentos TM que les
rodean, lo que reduce su polaridad facilitdndoles la insercidon. En estos
casos, los segmentos TM que pueden asistir en la integracién de los
segmentos “marginalmente” o poco hidrofébicos no necesariamente se
integrarian en la bicapa inmediatamente tras su paso por el canal sino que
podrian permanecer en las proximidades del translocén a la espera de que
se produzcan estas interacciones para su posterior insercion en bloque en
la membrana (Pitonzo et al., 2009; Sadlish et al., 2005).

Recientemente, algunos autores han cuestionado este mecanismo por el
cual el translocdn permite la integracion de los segmentos TM en base a un
reparto mediado por un equilibrio termodindmico. Estos autores proponen
un mecanismo cinético (Junne et al.,, 2010; Zhang and Miller, 2010)

mediante el cual el translocdn se abriria lateralmente dependiendo de la
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hidrofobicidad del fragmento que se encuentre en esos momentos en
contacto con el anillo hidrofébico que forma el poro del canal. Asi, se ha
propuesto que los aminoacidos que constituyen el anillo hidrofébico crean
un ambiente libre de agua, de forma que la eleccién de los potenciales
fragmentos TM no es, realmente, un reparto entre el canal acuoso de
Sec61a y la bicapa, sino mas bien entre un ambiente notablemente mas
apolar que el canal acuoso y la membrana. Este argumento se sostiene en
base al estudio de mutaciones de los aminoacidos que forman el anillo
hidrofébico por otros mas polares (Junne et al., 2010), en los que se
observé que se reduce en un elevado porcentaje la hidrofobicidad
requerida para que un segmento pueda integrarse en la bicapa lipidica,
sugiriendo que los residuos formadores del anillo son los responsables de
ajustar, en ultima instancia, el umbral de hidrofobicidad para los segmentos
TM, lo que implicaria que el reparto se realiza entre una regidn

relativamente hidrofébica y el ambiente lipidico de la membrana.

13.C. PROTEINAS ASOCIADAS AL HETEROTRIMERO SEC61.

Ademas del nucleo central del translocén, formado por el heterotrimero
Sec61, en este complejo multiproteico se pueden encontrar otras proteinas
asociadas al mismo (figura 13.C1). Entre ellas destacan la péptidasa del
péptido sefial, la oligosacariltransferasa (OST), la proteina TRAM
(translocating chain-associating membrane protein) y TRAP (translocon

associated protein).

La peptidasa del péptido senal (Paetzel et al., 2002) es una proteasa que se
encarga de digerir la secuencia sefial (secuencia localizada en el extremo N-
t del polipéptido que consiste en varios residuos cargados seguidos de

entre 12 y 20 aminodacidos hidrofébicos) tanto de las proteinas de secrecion
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como de las de membrana. Una vez la secuencia sefial ha dirigido la cadena
naciente a la membrana del RE, es eliminada durante el proceso de
translocacion a través del translocon. Esta eliminacién tiene lugar antes de
que la proteina haya adoptado su plegamiento final, probablemente
porque su presencia podria alterar la estructura terciaria de la proteina.
Este proceso es general para las proteinas de secrecidn y para las proteinas
de membrana en las que la secuencia sefial no constituye un segmento TM

propio.

El complejo enzimatico oligosacariltransferasa (OST) (Nilsson et al., 2003)
tiene su centro activo en el lumen del RE. Este complejo reconoce la
secuencia consenso NX(S/T), donde X es cualquier aminoacido excepto
prolina, y anade residuos de azucar (glicosila) al grupo amida-p de la
asparagina (N-glicosilacidn), incrementando el peso molecular de la
proteina en aproximadamente 2kDa que puede ser facilmente discriminada
de la forma no glicosilada mediante una electroforesis SDS-PAGE. El
proceso de N-glicosilacién por la OST es cotraduccional produciéndose al
emerger la cadena naciente del translocén, dado que el polipéptido
naciente avanza a través del centro catalitico de la enzima (figura 13.C2)
(lgura et al., 2008). Es interesante destacar que debido a la disposicidn del
sitio activo de la OST se requiere una longitud minima de aproximadamente
12 aminoacidos desde el final de la cara luminal de la membrana (final del

canal Sec61) hasta la N de la secuencia consenso para que la diana pueda
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RIBOSOMA
80S

Sec61y
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Figura 13.C1. Esquema del translocon de mamiferos. El dibujo representa la
subunidad grande del ribosoma eucariota, en azul celeste, posicionado sobre el
translocén. Alrededor del heterotrimero Sec61, formado por las subunidades a, B y
Y, se destaca la presencia de la peptidasa del péptido seial (SP), el complejo
enzimatico oligosacariltransferasa (OST) y la proteina TRAM. (Johnson and van
Waes, 1999).

ser eficientemente modificada (Li et al., 2008; Nilsson and von Heijne, 2000;
Orzaez et al., 2004) (figura 13.C2). La distancia minima de la diana de
glicosilacion a la membrana varia ligeramente dependiendo de la posicidn
relativa que ocupa la diana respecto de los segmentos TM. Asi, debe estar
por lo menos a 14 aminodacidos de distancia si se encuentra en posicién N-t
del segmento TM o a 12 residuos si se encuentra en posicion C-t (Monne et
al., 1998; Nilsson and von Heijne, 1993; Stefansson et al., 2004).
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cadena polipeptidica

dominio
catalitico
>12aa

Figura 13.C2. Esquema de la subunidad catalitica de la OST. El esquema representa
la subunidad STT3 del complejo OST, que es la subunidad que posee el centro
activo. La cadena naciente (linea marrén) emerge del canal del translocén (azul) y
se introduce en el dominio catalitico de la OST (azul celeste). La enzima presenta un
surco hidrofébico (blanco) dentro de su dominio catalitico donde los residuos de
azucar (hexagonos verdes) son transferidos a la asparigina de la diana de
glicosilacidn. Se muestran los aminodcidos clave del centro activo de la enzima que
se encuentran conservados. Modificado de (lgura et al., 2008).

TRAM es una proteina integral de membrana que participa en los procesos
de translocacién de proteinas de secrecion, siendo imprescindible para
algunas de ellas y aumentando la eficiencia en otros casos (Gorlich et al.,
1992; Voigt et al.,, 1996). Ademas, participa en estadios tempranos de la
integracion  cotraduccional de algunas proteinas de membrana
interaccionando con las secuencias sefial (High et al., 1993; Mothes et al.,

1994). A parte de ubicarse en las proximidades de las secuencias sefales,
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también se ha descrito su presencia en las inmediaciones de fragmentos TM
de algunas proteinas durante su integracidn en la bicapa lipidica (Do et al.,
1996; Heinrich et al., 2000; McCormick et al., 2003; Saksena et al., 2004;
Sauri et al., 2007; Sauri et al., 2005). Existen datos de entrecruzamiento de
TRAM con fragmentos TM poco hidrofébicos e incluso con residuos
cargados (Cross and High, 2009; Heinrich et al., 2000; Meacock et al., 2002),
por lo que en los ultimos afios se ha propuesto un posible papel de
“chaperona” de proteinas de membrana. Con esta funcion, TRAM
proporcionaria a las cadenas nacientes de proteinas con segmentos TM
poco hidrofébicos un ambiente intermedio entre el canal acuoso del poro
de Sec6la y el entorno lipidico de la membrana. TRAM podria facilitar asi la
transicidon desde la maquinaria de translocacién hasta la bicapa de estos TM

“marginalmente hidrofébicos”.

Otro componente del RE asociado al translocén es el complejo tetramérico
TRAP, compuesto de las subunidades a, B, y y 6 (Hartmann et al., 1993) y
que resulta ser esencial para la unién de ciertas secuencias sefiales al
translocén, facilitando el inicio del proceso de translocacidon vectorial al
lumen del RE de determinados sustratos, como por ejemplo la proteina del
prién, PrP (Fons et al., 2003).

13.D. ESTEQUIOMETRIA DEL TRANSLOCON.

Hasta que en 2004 se resolviera la estructura del translocén de la arquea
Methanococcus jannaschii (Van den Berg et al., 2004), el mecanismo por el
cual el heterotrimero era capaz de permitir el paso de polipéptidos a través
de la membrana y la integracion de los segmentos hidrofébicos en la misma
era un fendmeno cuyos detalles resultaban intrigantes, puesto que debia

permitir el paso de moléculas en dos direcciones del espacio, perpendicular
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y lateral. Los primeros estudios de microscopia electrénica que abordaron
la estequiometria del translocon sugerian que tanto en eucariotas como en
procariotas el complejo Sec61/SecYEG adquiria una estructura similar en
forma de anillo, cuyo tamafio sugeria que debia estar formado por
multiples copias del heterotrimero (Beckmann et al., 1997; Beckmann et al.,
2001; Hanein et al., 1996; Menetret et al., 2000; Meyer et al., 1999; Morgan
et al., 2002). El didmetro de estas estructuras comprenderia unos 85-90 A
donde los heterotrimeros se dispondrian en forma de cilindro dejando un
conducto acuoso central de didmetro variable. Mediante la utilizacion de
sondas fluorescentes incorporadas a cadenas nacientes de proteinas de
secrecién y de varios agentes desexcitantes (quenchers), se observé que el
tamafio del poro del translocén activo tiene un didmetro entre 20y 60 A, a
través del cual los polipéptidos se translocarian (Hamman et al., 1997). Por
otro lado, el paso de los segmentos hidrofébicos a la membrana durante la
integraciéon de una proteina de membrana seria posible gracias a un
ensamblaje no simétrico de los mondmeros que dejaria aperturas en zonas
concretas entre los mondmeros en las que los segmentos TM podrian
entrar en contacto con los lipidos. Todavia se desconoce cual puede ser el
significado bioldgico del estado oligomérico pero en su momento se sugirié
que podria facilitar la union del ribosoma y/o generar posibles sitios de
reconocimiento para otras proteinas que actlan durante el proceso de

translocacion, como la peptidasa del péptido sefal, TRAM o TRAP.

Posteriormente se describié la estructura a baja resolucién del translocén
de E. coli unido a ribosomas activos en el proceso de traduccion de
proteinas de membrana (Mitra et al., 2005). Estos autores propusieron, a
partir de sus reconstrucciones procedentes de datos de
crioelectromicroscopia, que al ribosoma activo podian unirse dos
heterotrimeros SecYEG, uno de ellos inactivo (que se ensamblaba en la
zona de salida del mRNA y el cual poseia una estructura en forma de

cilindro eliptico) y otro activo, el cual se alineaba con el tunel de salida de la
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subunidad grande ribosomal y a través del cual se translocaba el
polipéptido naciente; este complejo activo presentaba una estructura en
forma de cilindro circular ligeramente distinta de la que presentaba el
translocén inactivo. Estudios alternativos han apoyado la hipétesis de la
existencia de dos translocones, uno activo y otro latente, durante el
proceso de translocacidn en organismos procariotas (Osborne and
Rapoport, 2007).

A) oy B)

cadena naciente

membrana
del RE

Figura 13.D. El complejo ribosoma/translocén. A) Reconstruccion generada a partir
de datos de electromicrografia del heterotrimero Sec61 de mamiferos unido al
complejo ribosoma/cadena naciente. El panel superior es una vista lateral mientras
que el inferior es una vista desde el lumen del RE. La subunidad 40S se muestra en
amarillo, la 60S en azul, el complejo tRNA/cadena naciente en verde y el translocon
en rojo. B) Representacién esquematica del complejo ribosoma/translocon
eucariota activo durante los procesos de traduccion y translocacion de una cadena
naciente. Tomado de (Becker et al., 2009).

La tendencia actual, apoyada por el hecho de que un solo monémero de
Sec61 puede resolver tanto el paso de polipéptidos a través de la bicapa
lipidica como la integracion de fragmentos TM en ella (Van den Berg et al.,

2004), propone que el canal activo en eucariotas esta constituido por un

34



solo mondmero del heterotrimero Sec61. El articulo mas reciente que versa
sobre la estequiometria del translocén utiliza crioelectromicroscopia de
alta resolucién y datos bioquimicos para proponer que el heterotrimero
activo de mamiferos interaccionando con el ribosoma presenta un estado

monomérico (figura 13.D) (Becker et al., 2009).

14. PAPEL DEL RIBOSOMA EN LOS PROCESOS DE
TRANSLOCACION E INSERCION COTRADUCCIONAL.

Los ribosomas son complejos ribonucleoproteicos de enormes dimensiones
moleculares encargados de la interpretacion del cédigo genético y su
traduccion a proteinas. Estan compuestos por dos subunidades de diferente
tamafio (60S y 40S en eucariotas, 50S y 30S en procariotas) que se asocian
al inicio de la traduccién para formar la particula funcional que se disociard
una vez termine el proceso. La subunidad pequefia une el mRNA y
proporciona el sitio de decodificacién del mensaje, controlando ademas la
fidelidad de la traduccion. La subunidad grande contiene el sitio catalitico o
peptidiltransferasa (PTC, peptidyl-transferase center) asi como el tunel de
salida del polipéptido naciente (figura 14.1). En el afio 2000 se publicd la
estructura a elevada resolucion (2.4 A) de la subunidad grande del ribosoma
de la arquea Haloarcula marismortui (H50S) (Ban et al., 2000; Nissen et al.,
2000) y en el 2001 la de la bacteria Deinococcus radiodurans (D50S) (Harms
et al., 2001)), lo que ha proporcionado una descripcién mas detallada de la
arquitectura del tunel a través del cual viaja la cadena naciente

polipeptidica.
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Peptidil

secuencia sefial cadena naciente

Figura 14.1. Subunidad grande del ribosoma de E. coli. La cadena polipeptidica
naciente (en azul) atraviesa el tunel ribosomal y corresponde a una proteina de
membrana con una secuencia sefial (en rojo). Se muestran las proteinas
ribosomales L4, L22 y L23 que forman parte de las paredes del tunel de salida
(Houben et al., 2005).

14.A. EL TUNEL DE SALIDA DE LA SUBUNIDAD GRANDE.

Los polipéptidos nacientes emergen del ribosoma a través de una
hoquedad situada a lo largo de la subunidad grande ribosomal. Este canal
es una caracteristica universal presente en todos los organismos que ya
habia sido descrito previamente a baja resolucién en los afos 80 (Milligan
and Unwin, 1986; Yonath et al., 1987). Este tunel conecta el sitio
peptidiltransferasa con el exterior del ribosoma en el lado opuesto de la

subunidad grande. Su longitud es de aproximadamente 100 A y, mediante

36



experimentos de proteccion del polipéptido naciente frente a la digestion
con proteasas realizados con ribosomas de mamiferos, se determiné que en
su interior podia albergar entre 35-40 aminodacidos (Blobel and Sabatini,
1970; Malkin and Rich, 1967). El didmetro del tinel oscila entre 20-30 A en
procariotas (se propone que el ribosoma de eucariotas es algo mas amplio
gue el de procariota ya que presenta surcos y cavidades (Amit et al., 2005;
Ban et al., 2000; Harms et al., 2001; Nissen et al., 2000). Las paredes del
tunel estan compuestas principalmente por RNA ribosomal y el
componente proteico es bastante escaso. De entre las pocas proteinas
ribosomales que forman parte de la pared del tunel se encuentran L4 y L22
(L22 en arqueas y eubacterias y L17 en eucariotas). Estas proteinas poseen
lazos que penetran en el canal y cuyos extremos forman un estrechamiento

o constriccion en el tunel localizada a unos 20-25 A del sitio P (figura 14.A).

Figura 14.A. El tunel de la subunidad grande. A) Corte longitudinal de la subunidad
grande del ribosoma en la que se muestra el tunel de salida conectando el peptidil-
tRNA con el exterior y donde se muestran las proteinas ribosomales que tapizan las
paredes del tunel (Mitra and Frank, 2006) B) El dibujo refleja un corte longitudinal
de la subunidad grande ribosomal donde se ha representado una cadena naciente
en conformacién a-helicoidal. Tomado de (Nissen et al., 2000).
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El interior del canal es acuoso pero se postula la existencia de nucleos
hidrofébicos formados por regiones concretas de las proteinas ribosomales
que tapizan las paredes del tunel (Liao et al., 1997). Estas dimensiones
permiten albergar cierto grado de plegamiento en el tunel del ribosoma
(figura 14.Ab). Asi, se ha sugerido la adquisicion cotraduccional de cierto
grado de estructura secundaria de las cadenas polipeptidicas nacientes
cuando todavia se encuentran en el tunel de salida (Hardesty and Kramer,
2001; Kosolapov et al., 2004; Kowarik et al., 2002; Lu and Deutsch, 2005a;
Lu and Deutsch, 2005b; Mingarro et al., 2000; Tu et al., 2007; Tu and
Deutsch, 2010; Woolhead et al., 2004).

Actualmente se cree que estos eventos tempranos de plegamiento podrian
formar parte de un mecanismo de sefializacién desde el interior del
ribosoma, probablemente mediado por cambios conformacionales en
algunas de las proteinas ribosomales mencionadas anteriormente, hacia
otros componentes celulares. Asi por ejemplo, la estructura de la subunidad
grande de la bacteria Deinicoccus radiodurans (D50S) revela una cavidad de
dimensiones considerables en el tunel adyacente a la constriccién formada
por las proteinas L4 y L22 (Amit et al., 2005). El tamafio de este surco es
propicio para acomodar pequefias regiones de estructura secundaria y por
ello se ha propuesto que puede formar un area de nucleaciéon donde las
cadenas nacientes inicien la adopcién de un plegamiento temprano

cotraduccional.

A pesar de que en los estudios estructurales (Ban et al., 2000; Nissen et al.,
2000) se describié el tunel como un conducto pasivo e inerte que
simplemente conducia a las cadenas nacientes al exterior ribosomal,
evidencias bioquimicas posteriores parecen indicar que este canal juega un
papel activo en el reconocimiento de la secuencia peptidica que tiene en su

interior y es capaz de transducir esta informacidén a otros componentes
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celulares (Nakatogawa and Ito, 2002; Walter and Johnson, 1994; White and
von Heijne, 2004; Woolhead et al., 2006; Woolhead et al., 2004).

14.B. REGULACION DE LA INSERCION COTRADUCCIONAL DESDE EL
INTERIOR DEL RIBOSOMA.

Desde que en 1997 Do et al. proporcionaron evidencias de que la apertura y
cierre de la union ribosoma-translocén podria estar ligada a la presencia de
un fragmento TM en una determinada regién del tunel de salida ribosomal,
se asume que estos reajustes de la maquinaria de translocacién son
sefializados desde el interior del ribosoma gracias a su capacidad de
identificar el polipéptido que se encuentra en su interior en un momento
determinado. Recientemente se han publicado nuevas evidencias de esta
capacidad de discriminacién y transduccién de sefiales desde el tunel
ribosomal hasta elementos del translocén (Berndt et al., 2009; Daniel et al.,
2008; Woolhead et al., 2006; Woolhead et al., 2004). La hipdtesis mas
aceptada implica la existencia de un reconocimiento de la secuencia
transmembrana del polipéptido naciente por parte de las proteinas
ribosomales L4 y L17 (Mitra and Frank, 2006; Woolhead et al., 2004), cuyo
cambio conformacional es transmitido hasta la regidn de la salida del tunel
y a la maquinaria de translocacién para que se produzcan las
reorganizaciones necesarias que requiere la insercién en la bicapa lipidica
de una proteina con regiones hidrofébicas. En este proceso el ribosoma
muestra un comportamiento dindmico, sufriendo diferentes cambios
conformacionales para adaptarse a las necesidades del polipéptido que estd
sintetizdndose en su interior. Este dinamismo, supuestamente mediado por
las proteinas ribosomales L4 y L17, puede manifestarse en una mayor
exposicién de determinados dominios de otras proteinas ribosomales,

como L23 y L35 en mamiferos, ubicadas en la salida del tunel y que
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incrementan la afinidad por la SRP y por el translocén (Bacher et al., 1999;
Pool, 2009; Pool et al., 2002).

El mecanismo mediante el cual los componentes ribosomales reconocen un
segmento TM no se conoce con detalle, pero una de las hipdtesis mds
plausibles implica la formacién de cierto grado de estructura secundaria del
polipéptido naciente en el interior del tunel. Para ello, se ha postulado que
seria necesaria la presencia de una region hidrofébica que actuara como
punto de nucleacién para la formacién de la hélice alfa en estos segmentos
altamente hidrofébicos que constituiran, finalmente, los segmentos TM
(Liao et al., 1997; Woolhead et al., 2004). A pesar de que la estructura de
rayos X de la subunidad grande de H. marismortui en su estado inactivo nos
presenta un tudnel acuoso y no revela ningin nudcleo significativamente
hidrofébico, la geometria y el didmetro del canal puede variar en los
distintos estadios de la traduccion, descubriendo temporalmente zonas
hidrofébicas que permitan en plegamiento de los segmentos TM. En este
sentido se ha propuesto que un surco descrito en la subunidad grande de la
bacteria D. radiodurans (ver seccién 14.) (Amit et al., 2005) podria
proporcionar el espacio, asi como el nucleo hidrofébico, necesario para
inducir plegamiento temprano de las cadenas nacientes actuando asi como

una chaperona “intra-ribosoma” (Yonath, 2005).

Una de las recientes evidencias experimentales que apuntan a que el
control de la translocacidn se lleva a cabo desde dentro del ribosoma se ha
realizado en el laboratorio de William R. Skach (Daniel et al., 2008). En este
trabajo se describe cédmo ciertos segmentos TM de una proteina politépica
que acaban de emerger del ribosoma interaccionan de manera diferente
con el heterotrimero Sec61 dependiendo de qué secuencia se encuentre en
ese momento en el interior del tunel, demostrando que la secuencia y la
estructura de la cadena naciente aun estando dentro del tunel tiene un

profundo impacto en cémo las regiones TM precedentes son presentadas a
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la maquinaria de translocacion del RE. Asi, la conformacién del translocén
activo debe estar regulada por cambios conformacionales en el ribosoma
inducidos por las cadenas nacientes y por ello, debe ser el ribosoma
coordinado con el translocén, y no sdélo el translocén como se creia
previamente, el que tenga un papel extremadamente relevante en asegurar
la correcta orientacion del polipéptido naciente (dirigiendo de esta manera
la topogénesis) y en determinar si esa regidon de la proteina dede ser

integrada o translocada al lumen del RE (Mitra and Frank, 2006).

I5. TOPOGENESIS Y PLEGAMIENTO DE PROTEINAS DE
MEMBRANA.

La problematica del plegamiento de una proteina de membrana concierne,
al menos, dos aspectos basicos: la adquisicidon de la topologia (es decir, la
orientacién de los distintos segmentos TM que posee la proteina) y el
proceso de plegamiento o ensamblaje para establecer su estructura nativa.
¢Como se define la topologia de una proteina de membrana durante el
proceso de su biogénesis y plegamiento? El modelo de “dos estadios”
(Popot and Engelman, 1990; Popot et al., 1987) describe este proceso en
dos pasos sucesivos: primero las secuencias hidrofébicas forman una hélice
a lo que permite su insercién en la membrana y, una vez todas las hélices
estan insertadas en la membrana tras finalizar la traduccidn, éstas
interaccionan entre ellas ensamblandose para dar lugar a la estructura
nativa de la proteina. Este modelo asume que cada uno de los segmentos
™ puede insertarse en la membrana secuencialmente,
independientemente y de forma estable (figura 15.1). Sin embargo, en
muchos casos este modelo es demasiado simple para explicar la

topogénesis de proteinas politépicas que presentan una gran
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heterogeneidad por lo que respecta a las caracteristicas de sus segmentos
TM. Por ejemplo, existen muchos casos de hélices muy poco hidrofdbicas
qgue no se insertan bien por si mismas pero que son transmembrana en la
proteina plegada (Hedin et al., 2010; Heinrich and Rapoport, 2003; Kauko et
al., 2010; Ota et al., 1998a, 2000; Ota et al., 1998b). En estos casos los
fragmentos poco hidrofébicos pueden disponerse de forma
extramembranosa durante la biogénesis e integrarse en la membrana al
final de la misma, cuando aparece la regién de la proteina necesaria para su
correcto plegamiento, como en el caso de acuaporina 1 (Pitonzo and Skach,
2006), aunque también existe la posibilidad de que las hélices permanezcan
cercanas al translocén hasta que se produzcan interacciones con otros
fragmentos que posibiliten su paso a la bicapa lipidica (Pitonzo et al., 2009;
Sadlish et al., 2005). Ademas, ciertos TM pueden interaccionar de forma
transitoria con proteinas asociadas al translocon como TRAM & TRAP, que
pueden servir como lugares de anclaje o ensamblaje de fragmentos TM

antes insertarse finalmente en la bicapa lipidica.

Como se ha expuesto anteriormente, la cadena naciente interacciona con la
magquinaria de translocacién del RE, lo que determina y facilita tanto la
topogénesis como el plegamiento durante su biosintesis. Cbmo y cuando
los TM son liberados del canal del translocon parece depender de la
proteina en cuestion. El modelo mds simple consiste en un reparto rapido
entre el canal hidrofilico del translocdn y el ntcleo hidrofébico de la bicapa
lipidica (Heinrich et al., 2000; Martoglio et al., 1995; Rapoport et al., 2004;
Van den Berg et al.,, 2004). Este equilibrio de reparto entre fases esta
favorecido termodindmicamente por la hidrofobicidad de los segmentos
TM (Enquist et al., 2009; Hessa et al., 2005a; Hessa et al., 2007). En
contraste con este modelo, la liberacién de algunos segmentos TM desde el
translocén puede no ser inmediata en la biogénesis de algunas proteinas.
Estudios de entrecruzamiento quimico y fotoentrecruzamiento han

demostrado que una gran variedad de secuencias TM residen en
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ubicaciones proximas a Sec6la durante periodos de tiempo relativamente
prolongados, ocupando diferentes ambientes proteicos antes de su
completa integracion en la membrana (Do et al., 1996; Ismail et al., 2008;

McCormick et al., 2003; Meacock et al., 2002; Pitonzo et al., 2009; Sadlish
et al., 2005; Sauri et al., 2007; Sauri et al., 2005).

1. Los segmentos hidrofébicos forman hélices a transmembrana estables
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Figura 15.1. El modelo de dos estados. El esquema representa el modelo propuesto
por Popot y Engelman para el plegamiento de proteinas helicoidales de membrana
a principios de los 90. Adaptado de http://engelman.csb.yale.edu/index.html
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La biogénesis de las proteinas politdpicas requiere una especial atencién.
¢Como es capaz el complejo ribosoma/translocén de dirigir la topologia y
plegamiento de una proteina de membrana cuando la cadena naciente
presenta varios fragmentos TM conectados por regiones extramembrana
pequefias? En el proceso de integracidon cotraduccional cada uno de los
diversos TM que atraviesan el canal ribosoma/translocon posee
determinantes topoldgicos que actlan como “secuencia de anclaje”
(cuando la regidn hidrofdbica queda orientada con su extremo N-t al citosol
y el C-t es translocado) o “parada de translocacion” (cuando el N-t es
translocado mientras que el C-t queda orientado al citosol)
alternativamente. Esta alternancia de orientacién podria posibilitar un
mecanismo concertado de rdpidos movimientos en los que la apertura de la
cara luminal del poro del translocén ocurriria de forma concertada al
sellado de la unidn entre ribosoma y translocén en el lado citosdlico y
viceversa (relajar la unién entre el ribosoma y el translocén y cerrar la cara
luminal del poro formado por Sec61) sucesivamente, a medida que cada
uno de los TM sale del ribosoma y penetra en el canal de la maquinaria de
insercién/translocacion celular. Estas reorganizaciones concertadas
permitirian la sintesis de la cadena naciente manteniendo el potencial de
membrana y evitando el paso incontrolado de moléculas de un lado a otro
de la bicapa lipidica durante este proceso. A pesar de que existen proteinas
politdpicas que siguen este modelo basico, como por ejemplo acuaporina 4
(Sadlish et al., 2005), este esquema simplista no sirve para explicar el
plegamiento e integracién de proteinas politdpicas que posean TMs
“atipicos”, es decir, que sean poco hidrofébicos, que posean residuos
cargados, que la longitud del segmento sea mads corta de lo habitual o que
simplemente requieran interaccionar con otras regiones de la proteina para
su integracién coordinada como dominios de insercién. Estos casos no
pueden explicarse simplemente mediante el modelo en el que cada TM se
integra en la membrana en su orientacion correcta de forma independiente

del resto del polipéptido. Asi, deben existir mecanismos alternativos,
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probablemente en los que participe el translocén, asi como alguna de sus
proteinas asociadas (TRAM, TRAP, PAT-10, etc), para permitir el correcto
plegamiento e insercidon en la membrana de estas regiones de las proteinas

durante su biosintesis (Pitonzo and Skach, 2006).

I5.A. DETERMINANTES TOPOLOGICOS.

Como se ha descrito en apartados precedentes, la adquisicidn de la correcta
topologia (localizacién relativa de sus extremos N-t y C-t) de una proteina
de membrana es fundamental para poder llevar a cabo su funcidn bioldgica.
Una clasificacion de las proteinas de membrana atendiendo a la topologia
gue adoptan se muestra en la figura I5.A. Existen diferentes factores que
determinan la topologia u orientacién de los diferentes TM de una proteina
de membrana, entre ellos destacan la presencia de cargas flanqueando los
segmentos hidrofdbicos, la hidrofobicidad del TM y el plegamiento de

ciertos dominios estructurales.
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Figura I5.A. Clasificacion de las proteinas de membrana. Una hélice roja
representa un péptido sefial (la flecha superior indica el corte) o una secuencia de
anclaje mientras que la hélice azul representa una secuencia de parada de
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translocacidn. Las proteinas de membrana tipo | son aquellas que poseen un
péptido sefial que genera una topologia en la que el N-t estd localizado en el
exterior celular. Las de tipo Il son aquellas que carecen de péptido sefial y cuyo
primer segmento TM actia de secuencia de anclaje a la membrana,
proporcionando una topologia N-t citosdlica. Las de tipo Ill carecen de secuencia
sefial hidrolizable y en su lugar presentan una secuencia de parada de
translocacidn, originando una topologia N-t orientado al exterior. Para las proteinas
politdpicas existen las mismas posibilidades dependiendo del tipo de sefial que las
dirija a la membrana. Tomado de (Higy et al., 2004).

Aminoacidos cargados flanqueantes: la regla de “positivo dentro”.

Probablemente el determinante topogénico mas contrastado consiste en la
presencia de residuos cargados positivamente (Arg y Lys) flanqueando los
segmentos TM. Estos residuos positivos presentes en los lazos
extramembranosos poseen preferencia por una localizacién citosélica. A
esta preferencia se la ha denominado regla de “lo positivo dentro” (en
inglés positive inside rule) (von Heijne, 1992). Asi, una forma simple de
predecir en una primera aproximacién la topologia de una proteina
politdpica es identificar los segmentos mas hidrofébicos como putativos TM
y computar el nimero de cargas positivas presentes en los lazos que los
conectan. Esta hipdtesis se establecid primero para proteinas de origen
bacteriano (Andersson and von Heijne, 1994; von Heijne, 1986b) y
posteriormente se observd que las proteinas de membrana eucariotas
también presentan un sesgo similar (Gafvelin et al., 1997), aunque de
manera menos estricta que en procariotas. En bacterias se ha propuesto
que este efecto se debe al marcado potencial electroquimico que existe a
través de la membrana interna bacteriana, de forma que los aminoacidos
de los lazos citosdlicos cargados positivamente interaccionan con los lipidos
cargados negativamente de la monocapa interna de la membrana (van

Klompenburg et al., 1997). En eucariotas este potencial es practicamente
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inexistente y la positive inside rule se ha explicado por una interaccion de
los residuos positivos con cargas negativas de los lazos citosdlicos de
Sec6la, mientras que los residuos cargados negativos ubicados en los lazos
luminales podrian interaccionar con aminoacidos cargados positivamente
situados en la cara luminal de la subunidad a del translocén (Higy et al.,
2004) (ver seccion 13.B). En cualquier caso, cabe mencionar que los residuos
cargados negativamente no tienen una preferencia tan marcada por los
lazos luminales como los positivos por los citosélicos y por ello no son un

determinante topoldégico tan fuerte.

Un reciente estudio del laboratorio del Profesor von Heijne (Seppala et al.,
2010) demuestra la importancia de la positive inside rule describiendo una
proteina politdpica (con 5 fragmentos TM) cuya topologia puede ser
controlada simplemente introduciendo un Unico residuo de arginina o
lisina. En este estudio se ha demostrado que una vez traducidas las cuatro
primeras hélices TM, la adiciéon de un solo residuo cargado positivamente
invierte la topologia de la proteina, lo que aporta como conclusién el hecho
de que la cadena naciente pueda permanecer asociada al translocén con

una topologia no definida que permita su inversion en la membrana.

Hidrofobicidad del dominio transmembrana.

Existen evidencias experimentales que muestran que fragmentos TM
altamente hidrofébicos orientan mayoritariamente su extremo N-t hacia el
lumen (tipo I) mientras que aquellos con una hidrofobicidad mds moderada
lo hacen hacia el citosol (tipo Il) (Goder and Spiess, 2001). Para explicar este
fendmeno se propuso que la apertura lateral del translocon permitiria la
insercién rapida en la bicapa de los fragmentos TM mas hidrofdébicos con

una orientacion N-t hacia el lumen, mientras que secuencias menos
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hidrofdbicas no particionarian con tanta facilidad permaneciendo mas
tiempo en el canal del translocén permitiendo su inversién topoldgica
(Goder and Spiess, 2001).

Plegamiento del extremo N-t.

Este determinante ha sido descrito Unicamente en proteinas que carecen
de secuencia sefial y por tanto su extremo N-t cuando emerge del ribosoma
estd expuesto al citosol. Si la regién N-t de estas cadenas nacientes
adquiere cierto grado de estructura terciaria, este dominio estructurado ya
no podra ser translocado (Denzer et al., 1995), con lo que su topologia
estara forzada a ser N-t citosdlica (proteina tipo Il). Las proteinas tipo lll con
un largo extermo N-t deben, por lo tanto, mantener desplegada su

secuencia mediante chaperonas citosdlicas para permitir su translocacién.

I5.B. INTERACCIONES IMPLICADAS EN EL PLEGAMIENTO DE
PROTEINAS DE MEMBRANA.

Fuerzas intramoleculares que estabilizan el plegamiento nativo.

Las interacciones que mayoritariamente estabilizan el plegamiento de las
proteinas de membrana son las fuerzas de van der Waals: moléculas que no
son polares pueden convertirse temporalmente en dipolos si su densidad
electrénica global se distribuye de una forma desigual. Estos dipolos, si se
encuentran lo suficientemente cercanos pueden inducir un dipolo temporal
en la densidad electréonica de una molécula apolar vecina, permitiéndose
asi que se cree una interaccion entre ellas. Los residuos en los segmentos
que se encuentran embebidos en la membrana suelen estar mas cercanos

entre ellos que en las proteinas solubles o porciones extramembranosas,
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dado que al excluirse preferentemente el agua de solvatacién se permite
que se cree un alto numero de interacciones de van der Waals que

estabilizan su estructura dentro de la bicapa.

La segunda fuerza mayoritaria que estabiliza las hélices en las membranas
son los enlaces por puente de hidrégeno. Existen evidencias de que
residuos de Asn, Asp, GIn y Glu presentes en fragmentos TM son capaces de
establecer puentes de hidrégeno fuertes estabilizando las interacciones
entre hélices vecinas o dirigiendo la oligomerizacién de las mismas (Choma
et al., 2000; Gratkowski et al., 2001; Meindl-Beinker et al., 2006; Zhou et al.,
2000; Zhou et al., 2001). La intensidad de este tipo de interacciones
depende de la distancia entre los grupos aceptores y los donadores por lo
gue pequefios cambios estructurales pueden facilmente tener como

consecuencia la ruptura de un puente de hidrégeno.

Aunque los aminodcidos cargados (Lys, Arg, His, Asp y Glu) no son muy
frecuentes en las hélices transmembrana, interacciones idnicas
intramembranosas han sido también descritas (Donohue et al., 1999; Hall
et al., 1999) contribuyendo en gran medida al conjunto de fuerzas que

estabilizan el plegamiento nativo.

Ademas de las interacciones descritas, la interaccion entre hélices
transmembrana puede ser dirigida por residuos aromaticos que suelen
estar mayoritariamente representados en las zonas interfaciales de la
bicapa (Ridder et al., 2005; Sal-Man et al., 2007), ademas de por motivos
que favorecen el empaquetamiento de hélices mediante fuerzas de van der
Waals como por ejemplo las cremalleras de glicina (GxxxG, (G,A,S)XxxGxxxG
y GxxxGxxx(G,S,T) (DeGrado et al., 2003).
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Interacciones proteina-lipido.

Finalmente, la composicién lipidica de la bicapa afecta a la conformacion
definitiva que adopta una proteina de membrana. Dependiendo de la
estructura de las moléculas de lipido que forman una cierta regién de Ia
membrana (cilindricos o con forma de cono), asi como de su estado de
carga, se modula la curvatura o presién en la bicapa, por lo que las
moléculas proteicas tienen que adaptarse a esta curvatura y ello les afecta

en su plegamiento final.

Otro aspecto relacionado con el entorno lipidico y que afecta al
plegamiento de las proteinas de membrana es el llamado desajuste
hidrofébico (hydrophobic mismatch). Fragmentos proteicos hidrofébicos de
diferente longitud son capaces de insertarse en una misma bicapa, por lo
tanto no siempre coincide el grosor de la regidon hidrofébica de la
membrana con la longitud de las regiones polipeptidicas insertadas en la
misma. En estas situaciones regiones hidrofdbicas de la proteina serian
expuestas al medio acuoso si el grosor de la membrana es insuficiente para
acomodar el segmento hidrofébico (desajuste positivo) (figura 15.B) o bien
residuos polares podrian estar embebidos en la membrana si la regidon
hidrofobica del polipéptido no es suficientemente larga (desajuste
negativo) (Killian, 1998, 2003), por lo que tanto los lipidos como las
proteinas tendrdn que adaptarse para minimizar la energia del sistema. Los
lipidos pueden ajustar el grosor de la bicapa adoptando una disposicion
mas o menos extendida en sus cadenas acilicas. Las proteinas, por su parte,
pueden responder a este desajuste promoviendo la interaccidon entre
hélices o alterando la conformacion del esqueleto peptidico adoptando
estructuras helicoidales mas o menos alargadas. En los casos de desajuste
positivo las hélices TM también pueden adoptar una disposicidn inclinada

(tilt) (figura i5.B), menos perpendicular al plano de la bicapa. En los casos de
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desajuste negativo, los residuos polares pueden, dependiendo de su
posicién, proyectar sus cadenas laterales fuera del nucleo hidrofébico de la

membrana, fendmeno que se conoce como snorkel (Monne et al., 1998).

1-ND N~

Figura 15.B. Representacion esquematica de las posibles adaptaciones en el caso
de que el segmento TM sea mas alto que la membrana. A) Inclinacion de la hélice
(tilt). B) Alargamiento de las colas lipidicas. C) Oligomerizacién. D) Distorsién del
esqueleto polipeptidico. E) Flexidon de la hélice. F) Adopcion de un estado no
transmembranal Tomado de (Holt and Killian, 2010).
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El objetivo general de esta tesis es aportar datos nuevos al conocimiento de
las etapas tempranas en la biogénesis de las proteinas de membrana. Cémo
y cuando se adquiere el plegamiento y la correcta orientacion de los
fragmentos TM, asi como cudles son los mecanismos mediante los que
ocurre la integracion cotraduccional en la bicapa lipidica a través del
translocén son objetos intensivos de estudio en el campo de las proteinas
de membrana. En el presente trabajo se han abordado los siguientes

objetivos concretos:

1. Demostracion de la adquisicién de estructura secundaria de fragmentos
transmembrana en el interior del tunel de salida de la subunidad grande del
ribosoma de mamiferos. Identificaciéon de los determinantes que dirigen

este plegamiento.

2. Estudio del comportamiento de diferentes secuencias cuando se
encuentran en el canal del translocon durante su biogénesis. Interaccidn

con la proteina TRAM (translocating chain-associating membrane protein).

3. Descripcién del mecanismo de biogénesis seguido por la proteina TRAM y
determinacion de su topologia in vitro e in vivo. Estudio de los mecanismos

de integracion en la membrana seguidos por sus fragmentos TM.

4. Estudio funcional del requerimiento de TRAM para la insercion en la
membrana del reticulo endoplasmico de diferentes proteinas mediante
inhibicién de la expresion de TRAM por RNA de interferencia en cultivos de

células humanas.
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RESULTADOS Y DISCUSION
e
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R1. Plegamiento de fragmentos TM en
el tanel de salida del ribosoma:
Determinantes del plegamiento.
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R1.A. ANTECEDENTES.

Una vez iniciada la traduccidn, los estadios tempranos de la biogénesis de
todas las proteinas comprenden el avance del polipéptido naciente a través
del tunel de salida de la subunidad grande ribosomal a medida que
progresa la biosintesis de la proteina. En contraste con la idea primigenia de
que este tunel era un mero conducto pasivo para las secuencias
polipeptidicas que acaban de ser sintetizadas, recientemente se ha
propuesto que este canal podria tener capacidad para reconocer la
secuencia aminoacidica que esta siendo sintetizada, pudiendo transducir
sefiales en funcidn de la proteina que se estd sintetizando y del entorno
celular. Por ejemplo, en el caso de las proteinas de membrana, el ribosoma
unido al complejo del translocén en la membrana del reticulo endoplasmico
podria ser capaz de reconocer los fragmentos TM y sefalizar esta
informacion a los componentes de la bicapa lipidica con objeto de que se
produzcan las reorganizaciones necesarias para la insercidn y adquisicién de
la correcta orientacidn de las proteinas integrales de membrana. Cémo se
producen este reconocimiento y sefializacién todavia se desconoce, si bien
se ha propuesto un modelo en el que estarian implicadas ciertas proteinas
ribosomales que forman parte de la pared de este tunel. Una de las
hipétesis barajadas es que los fragmentos TM de los polipéptidos nacientes
podrian adoptar cierto grado de compactacion cuando aun se encuentran
dentro del canal, y que esta compactacion podria ser detectada por alguna
proteina ribosomal produciéndose pequefios cambios conformacionales
que serian transmitidos a través del tunel hasta el translocon (Woolhead et
al., 2004). Esta adquisicion de estructura podria ser pues, especifica de
fragmentos transmembrana, de esta manera el ribosoma detectaria

aquellas proteinas que van a tener la membrana como destino final.
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En los ultimos afios se ha identificado una proteina asociada al RE que
podria participar en este proceso de transmisién de la informacién entre el
ribosoma y el translocdn durante el proceso de sintesis de una proteina de
membrana (Pool, 2009). En este trabajo, se han aportado evidencias
experimentales que indican que la proteina ribosomal L17, localizada en la
superficie del ribosoma cerca de la salida del tunel, se encuentra adyacente
a Sec61B cuando se forma el complejo ribosoma/translocén. Sin embargo,
solo cuando el ribosoma sintetiza una proteina de membrana, L17 ademas
se encuentra adyacente a RAMP4, una pequeiia proteina integral de
membrana que también se ha descrito asociada al translocon (Schroder et
al., 1999). La interaccién entre RAMP4 y L17 solamente se visualizdé cuando
el fragmento TM del polipéptido naciente alcanzaba una zona en la que se
observa una constriccion dentro del tunel ribosomal, localizada a unos 20-
30 A desde el sitio P (Abell et al., 2002; Ban et al., 2000; Nissen et al., 2000).
Estos datos sugieren que el contacto entre un fragmento TM y L17 dentro
del tudnel puede desencadenar cambios conformacionales que se
transmiten  haciendo que RAMP4 se asocie al complejo
ribosoma/translocén. Un modelo de cédmo pueden suceder estos eventos
se muestra en la figura R1.A. A pesar del escaso conocimiento que se tiene
de los detonantes que pueden iniciar estas reorganizaciones en la
membrana, una de las hipdtesis mds plausibles consiste en que la cadena
naciente pueda sufrir cierto grado de plegamiento en estos estadios
iniciales de la biosintesis de proteinas. En este sentido, existen algunos
trabajos que sugieren la adquisicidon de estructuras compactas en cadenas
nacientes localizadas en el interior del ribosoma (Hardesty and Kramer,
2001; Kosolapov et al., 2004; Kowarik et al., 2002; Lu and Deutsch, 2005a;
Lu and Deutsch, 2005b; Mingarro et al., 2000; Woolhead et al., 2004).
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Figura R1.A. Modelo de control de la estructura del translocén mediado por un
fragmento TM que se encuentra dentro del ttinel de la subunidad grande
ribosomal. Un fragmento TM adquiere una conformacién helicoidal al llegar a la
constriccion formada por las proteinas ribosomales L4 y L17. RAMP4 (en amarillo)
solo interacciona con Sec61f cuando el segmento TM alcanza la zona de la
constriccion. El entrecruzamiento de L17 con la regidn TM y con RAMP4 descrito
(Pool, 2009), coincidiria en el tiempo con el cierre de la cara luminal del poro del
translocén mediado por BiP y la apertura de la unién entre ribosoma y translocén
en el lado citosdlico, eventos que ocurren cuando la membrana tiene que
acomodar a una region citosodlica de la proteina. Tomado de (Johnson, 2009).

Un breve resumen histérico de los resultados presentados en estos estudios
muestra cdmo inicialmente se demostrd, utilizando estrategias moleculares
de glicosilacién, que secuencias artificiales de polileucina y polialanina eran
capaces de adquirir cierto grado de compactacion dentro del tunel del
ribosoma a diferencia de lo que ocurre con segmentos de poliprolina o
polivalina (Mingarro et al., 2000). Posteriormente, mediante estudios de
FRET (transferencia de energia de fluorescencia por resonancia) se
observaron diferencias en los niveles de compactacion entre un segmento
transmembrana y un segmento del mismo numero de aminoacidos

perteneciente a una region no estructurada de una proteina de secrecidn
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(Woolhead et al., 2004). Ademas, otros autores, utilizando una estrategia
de marcaje de cisteinas accesibles, han demostrado que ciertos dominios
del canal de potasio Kv1.3 podian plegarse en el interior del tunel ribosomal
(Kosolapov et al., 2004; Lu and Deutsch, 2005a; Lu and Deutsch, 2005b; Tu
et al., 2007; Tu and Deutsch, 2010).

La formacidn de estructuras compactas previa a la liberacion de la cadena
naciente tiene importantes implicaciones en los procesos de insercién
cotraduccional de proteinas en la membrana. Asi, recientemente se ha
descrito que la unién de la SRP al ribosoma se estimula cuando se
encuentran fragmentos TM dentro del tunel ribosomal (Berndt et al., 2009).
Ademds, se ha demostrado que para que la secuencia senal sea reconocida
eficientemente por la SRP debe tener una estructura helicoidal. De esta
forma, la adquisicion de la estructura secundaria por parte de los péptidos
sefiales o de los fragmentos TM cuando aun se encuentran dentro del tunel
del ribosoma podria ser responsable del incremento en la eficiencia de la
unién de la SRP al ribosoma para que se produzca un correcto
direccionamiento del complejo ribosoma/cadena naciente/SRP a la

membrana del RE.
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R1.B. PLEGAMIENTO DE FRAGMENTOS TM DENTRO DEL TUNEL DEL
RIBOSOMA.

Nuestro objetivo en esta parte del trabajo es determinar si el plegamiento
de cadenas nacientes en el interior del ribosoma es posible, qué diferencias
existen entre las distintas secuencias en términos de plegamiento y cudles
son los determinantes moleculares de esta compactacién. Para abordar
estos objetivos hemos utilizado una estrategia basada en la adicidn
cotraduccional de azucares (glicosilacidn) a intermediarios de la biosintesis
de proteinas que se encuentran unidos al sitio P del ribosoma como
peptidil-tRNAs (Whitley et al., 1996). Las secuencias estudiadas en el
presente trabajo poseen entre 20 y 23 aminodcidos y cada una de ellas fue
subclonada en la construccién que se muestra en la figura R1.Bla, basada
en la peptidasa del péptido seial Lep (leader peptidase) de la membrana
interna de Eschericchia coli. Lep posee dos fragmentos TM (H1 y H2)
conectados por un lazo citosdlico P1 y un gran dominio C-terminal
extracitosdlico denominado P2. En este dominio P2 se han introducido las
secuencias objeto de estudio, las cuales estan precedidas por una diana de
glicosilacién de la enzima oligosacaril transferasa (OST). La quimera proteica
generada se encuentra bajo el promotor del bacteriéfago SP6 de manera
que podemos expresar eficientemente la proteina quimérica generando
previamente mRNAs in vitro. A continuacion, se traducen estos mRNAs en
presencia de los componenetes de la maquinaria de traduccion,
membranas y aminodcidos marcados radiactivamente para facilitar la
deteccion de la proteina. Al expresar estas proteinas quiméricas en
presencia de membranas derivadas del RE (membranas microsomales o
microsomas), éstas se dirigirdn a las membranas y sus dianas de

glicosilacién podran ser modificadas por la OST.

Para conseguir intermediarios de la traduccién en los que los polipéptidos

objeto de estudio se encuentren dentro del tunel del ribosoma se
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generaron, a partir del plasmido descrito, mRNAs truncados (sin codén de
parada). La traduccién de estos mRNAs truncados da como resultado una
cadena naciente que queda anclada al sitio P (peptidiltransferasa, donde se
produce la sintesis del enlace peptidico en el ribosoma), ya que la ausencia
de coddén de parada impide que el ribosoma libere el peptidil-tRNA,
originando verdaderos intermediarios del proceso de traduccién.
Disefiando  mRNAs truncados de distinta longitud podemos crear
intermediarios de la traduccién en distintas fases del proceso de
integracién cotraduccional, lo que nos permite ubicar las regiones objeto de
estudio en distintas posiciones. Dado que un polipéptido naciente requiere
una longitud minima para acceder al centro activo de la OST,
aproximadamente unos 65 aminoacidos entre la asparagina diana de la OST
y el sitio P del ribosoma (Mingarro et al., 2000; Whitley et al., 1996), parece
légico pensar que el nimero de aminoacidos necesarios para conectar el
sitio P del ribosoma con el centro activo de la OST dependera de la
conformacion adoptada por el polipéptido naciente. Asi, si una region de la
cadena naciente adopta una conformacion mas compacta dentro del
ribosoma, dado que el extremo C-t del peptidil-tRNA esta unido
covalentemente al sitio P del ribosoma, el extremo N-t, en el que se haya la
diana de glicosilacion, se retraera y serd menos accesible al centro activo de
la OST que si esta regidn se mantuviera extendida, imposibilitdndose la
adicion de los azlcares. Esta estrategia nos permite utilizar la insercidn
cotraduccional de proteinas como una ‘regla molecular’ para cuantificar la
tendencia a la compactacién que posee una secuencia determinada,
midiendo la distancia en nimero de aminodcidos del polipéptido naciente
desde el sitio P (Ultimo aminodcido traducido) hasta la asparagina de la
diana de glicosilacion (d P-NST) (Mingarro et al., 2000).
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SitioP

glicosilacion-sitio P (d P-NST)

Figura R1.B1. La glicosilacion como ‘regla molecular’. A) Esquema de la
construccién utilizada. Las secuencias objeto de estudio se introdujeron en el
medio del lazo P2 de la proteina Lep (rectangulo rojo, ver texto). B) Para cadenas
nacientes truncadas de una misma dP-NST la modificacion por la OST sera mas
efectiva en los polipéptidos en conformacion extendida que los que presenten



algun grado de compactacién (estructura helicoidal). C) Esquema de la sintesis de
intermediarios del proceso de integracion cotraduccional de polipéptidos nacientes
con longitudes crecientes. A medida que la dP-NST aumenta, la diana de
glicosilacidn se va haciendo mas susceptible a la modificacion por la OST, dando
porcentajes de glicosilacion mas elevados para distancias P-NST menores en
secuencias extendidas respecto a aquellas que sufran algin grado de
compactacion.

En ultima instancia, estas diferencias en nimero de aminoacidos se deben a
la distinta distancia de traslacion de un aminodcido al siguiente entre la
conformacién extendida (~3.3 A) y cuando el polipéptido estd adoptando
una estructura helicoidal (~1.5 A). Un esquema de esta estrategia se

muestra en la figura R1.B1.

Aproximacion experimental

La estrategia molecular utilizada se basa en el incremento en los
porcentajes de glicosilacién obtenido al aumentar la longitud del
polipéptido naciente en experimentos de transcripcion/traduccion in vitro,
debido a la aproximacion de la diana de glicosilacién al centro activo de la
OST. Las cadenas nacientes que tengan secuencias extendidas alcanzaran
niveles de modificacion mas elevados a distancias P-NST mas cortas que
aquellas que posean secuencias que adquieran cierto grado de estructura
secundaria, en las que la disminucién de la distancia de translacién por
residuo (de ~3.3 A a 1.5 A) implicard que requieran distancias P-NST

mayores para alcanzar niveles de glicosilacién similares.

Con objeto de validar esta estrategia experimental se disefiaron dos
construcciones que presentan secuencias de aminodcidos, de la misma

longitud y con distinta tendencia a la adopcion de estructuras secundarias,
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ubicadas en la misma posicidn en la quimera. La traduccion in vitro de estas
secuencias dispone las secuencias objeto de estudio en el tunel de salida
del ribosoma. Como control negativo de plegamiento se ha utilizado una
secuencia perteneciente al lazo periplasmico del dominio P2 de la proteina
Lep. Esta regidn corresponde a una zona sin estructura secundaria definida
en la proteina nativa y se ha demostrado anteriormente que adopta una
conformacién extendida en este sistema (Mingarro et al., 2000; Whitley et
al., 1996). Por otro lado, como control positivo de plegamiento se ha
utilizado una secuencia de polileucinas (18 leucinas). Los residuos de
leucina tienen una alta tendencia a la adopcidn de estructuras helicoidales
tanto en entornos acuosos como de membrana (Li and Deber, 1994).
Ademds, la adopcion de estructuras compactas por estos segmentos de
polileucina también ha sido demostrada anteriormente utilizando la misma

aproximacién molecular (Mingarro et al., 2000; Whitley et al., 1996).

De esta forma, se generaron mRNAs truncados de longitudes (medidas en
distancia P-NST) crecientes y se tradujeron in vitro en presencia de
membranas microsomales y metionina marcada radiactivamente con 3°S.
Los productos de la traduccidén se analizaron mediante una electroforesis
SDS-PAGE. El control negativo de plegamiento generd un 50% de moléculas
glicosiladas a una d P-NST de 67 aminodcidos, mientras que para el control
positivo de plegmiento que contenia la secuencia de polileucinas el mismo
porcentaje de glicosilacion se obtuvo a distancias superiores a 73
aminoacidos, validando nuestra aproximacién experimental y confirmando
que probablemente el control negativo se encuentre en una conformacién
extendida dentro del tunel ribosomal mientras que el segmento de 18

leucinas esté adoptando una estructura helicoidal (Figura R1.B2).

68



A)

microsomas - + - + = + + + + §

16% 48% 48% 50% 51% 90% 85%

e
o
g =
— A -
d P-NST 63 63 65 65 66 66 67 71 73 75
B)
microsomas o + » + L ;) W + » . 2 - *
6% 11% 18% 25% O 34% 45%
30 KDa ﬁ 0
" g ” (]
. . “ i u a Lo
d P-NST 65 65 67 67 68 68 69 69 72 72 73 73
C)

secuencia
plegada

Figura R1.B2. Controles de plegamiento en nuestro sistema experimental. A)
Autorradiografia de la electroforesis en gel SDS-PAGE de los productos de la
traduccion in vitro de los mRNAs truncados correspondientes al control negativo
(lazo periplasmico P2 de Lep) en presencia de 3°S-Met. La ausencia o presencia de
membranas microsomales se refleja con signos (-) y (+), respectivamente. El circulo
negro indica la presencia de glicosilacion mientras que el circulo blanco la ausencia
de esta modificaciéon. En cada carrera se muestra el porcentaje de glicosilacion. d P-
NST es la distancia medida en nimero de aminoacidos desde el sitio P hasta la
asparagina (N) de la diana de glicosilacion. B) Niveles de glicosilacion para las
cadenas nacientes que contienen el control positivo de plegamiento (secuencia de
18 leucinas). C) Representacion esquematica de ambos constructos. Se muestra en
el esquema el nimero de aminodcidos entre el sitio P (ultimo aminoacido
traducido) y la diana de glicosilacion para obtener una eficiencia del 50% de
moléculas glicosiladas, lo que depende del grado de compactacion del polipéptido
naciente.
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Plegamiento de hélices alfa.

La hélice alfa es el principal motivo de estructura secundaria presente en las
proteinas, donde los aminodcidos se disponen formando una hélice
generalmente dextrdgira que contiene 3.6 aminoacidos y ocupa 5.4 A por
cada vuelta. En esta estructura el grupo N-H del aminoacido n establece un
puente de hidrégeno con el C=0 del n+4 y las cadenas laterales estan
dispuestas hacia el exterior. La hélice esta estrechamente empaquetaday la
distancia de translaciéon de un aminoacido a otro disminuye hasta 1.5 A,

siendo de 3.3 A en conformacién extendida.

Algunos autores han mostrado evidencias experimentales de que la
adquisicion de estructura en hélice alfa dentro del ribosoma es posible para
cadenas nacientes constituidas por secuencias peptidicas artificiales
formadas por polileucinas y polialaninas (Lu and Deutsch, 2005a; Mingarro
et al., 2000). Hasta la fecha escasos ejemplos de plegamiento de secuencias
naturales han sido descritos; el primero y mas revelador fue la observacion
mediante FRET de la tendencia a la compactacion dentro del tdnel
ribosomal que muestra el fragmento TM de la proteina G de la cubierta
lipidica del virus de la estomatitis vesicular (VSV) (Woolhead et al., 2004).
Este trabajo hizo que nos cuestiondramos si la potencialidad para adquirir
una estructura compacta en las cadenas nacientes es una caracteristica de
estaria todas aquellas regiones peptidicas que en su estructura nativa
contengan una hélice alfa o si es una propiedad intrinseca de las secuencias
transmembranales. La principal caracteristica que comparten la gran
mayoria de las proteinas de membrana es la presencia de secuencias
altamente hidrofébicas de unos 20 aminodcidos de sus fragmentos
transmembrana. Estas secuencias suelen adquirir una estructura helicoidal
ya que de esta manera se reduce la polaridad del esqueleto polipeptidico
de la regién que atraviesa la membrana debido a que los grupos N-H y C=0

estan formando puentes de hidrégeno.
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Si la compactacion dentro del tldnel es caracteristica de fragmentos
transmembrana, el ribosoma deberia ser capaz de proporcionar el entorno
adecuado para el plegamiento de fragmentos TM legitimos. En este
sentido, a pesar de que el tinel de salida es un canal acuoso (Ban et al.,
2000; Nissen et al., 2000), se ha propuesto que en su superficie debe
contener regiones no polares que podrian funcionar como nucleos para
facilitar el plegamiento de los segmentos hidrofébicos transmembranales
(Liao et al., 1997). Algunas proteinas ribosomales expuestas al canal son

candidatas a formar estas zonas de nucleacion.

Teniendo en cuenta estos antecedentes nos dispusimos a estudiar si existen
diferencias en el grado de compactaciéon que adquieren secuencias TM y
secuencias helicoidales no transmembranales. Para llevar a cabo este
estudio elegimos los fragmentos TM de las siguientes proteinas: proteina G
de la envuelta lipidica del virus de la estomatitis vesicular (VSV), ya que,
como se ha mencionado anteriormente, se habia propuesto que podia
adquirir cierto tipo de estructura en el tunel de la subunidad grande
ribosomal (Woolhead et al., 2004), la proteina mayor de la cubierta del
bacteriéfago M13, la proteina gp4l de la envuelta lipidica del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y el segmento transmembrana H1 de la
proteina Lep de E. coli. Como secuencias helicoidales no transmembranales
elegimos una regidén de la proteina ribosomal L9 (residuos 45-64) que forma
una hélice extraordinariamente estable (Kuhlman et al., 1997) y la region
comprendida entre los residuos 5-26 de la proteina NAGK (N-
acetilglutamato quinasa) de Pseudomonas aeruginosa (Ramon-Maiques et
al., 2006) (Figura R1.B3). Estos experimentos fueron repetidos cuatro veces
para cada una de las secuencias objeto de estudio y la media de los
resultados se muestra en la gréfica de la figura R1.B4. Los datos se han
normalizado frente al nivel maximo de glicosilacion de cada uno de los

constructos, obtenido a partir de la traduccién de una proteina (el mRNA
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posee coddn de parada) que posee 72 residuos desde el Ultimo aminoacido

traducido hasta la N de la diana de glicosilacion.

i TMVSV-G  SSIASFFFIIGLIIGLFLVL
hélices a TMMI13  YIGYAWAMVVVIVGATIGIKLFK
™ T™M HIVgpal  KLFIMIVGGLVGLRIVFAVLSVV
LepH1  MFALILVIATLVTGILWCV

KALEAQKQKEQRQAAEELANAKK
RDDAAQVAKVLSEALPYIRRFV

T™M M13

s8s

d(P-NST) 63 65 67 69 71 73
T™ gpal Hllep

0% 0% 0%  30% 318 30%  53% wt nn »1

—
- — - ‘- —
d (P-NST) 63 65 67 69 70 72 74
) NAGK
100% 49% 4% TI%
d (P-NST) 66 68 74 78 66 67 69 75 78

Figura R1.B3. Plegamiento de diferentes secuencias dentro del tunel ribosomal.
Experimentos de plegamiento en el tunel ribosomal de cadenas nacientes
truncadas. Secuencias objeto de estudio: TM VSV-G (fragmento TM de la
glicoproteina de la envuelta del virus de la estomatitis vesicular), TM proteina
mayor de la cubierta del fago M13, TM gp41 (TM de la proteina de fusién del VIH),
L9 (region alfa helicoidal de la proteina ribosomal L9) y NAGK (regidn alfa helicoidal
de la proteina NAGK). Se muestran las fotos de las electroforesis SDS-PAGE donde
se analizaron los productos de la traduccidon, en presencia de membranas
microsomales y 3°S Met, de los mRNAs truncados de longitud creciente para cada
una de las quimeras de Lep con las diferentes secuencias “secuestradas” en el tunel
ribosomal.
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A continuaciéon, para demostrar que realmente las secuencias alfa
helicoidales no transmembranales que hemos estudiado no se integran en
la membrana, realizamos unas construcciones basadas en la proteina de
membrana Lep (Hessa et al., 2005a), que permiten estudiar la capacidad de
insercidn que posee por si misma una secuencia fordnea en membranas
microsomales. En esta construccién las secuencias objeto de estudio se
subclonan en medio del lazo extracitosdlico P2 de Lep (ver seccion 13.B)
guedando flanqueadas por dos sitios de glicosilacion, G1 y G2 (figura
R1.B5).

comportamiento en el tinel

0 : $ e 70
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§ t Y S
3 E 60
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i [ V13 320 4
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C o @& 0+

60 65 70 75
dP-NST d P-NST=67

nivel maximo de glicosilacion
de cada construccion

vsv 54%
mi3 62%
gpal 62%
Hllep 53%
L9 65%
NAGK 63%

Figura R1.B4. Comportamiento de diferentes secuencias dentro del tunel
ribosomal. A la izquierda se muestra una grafica que representa la distancia desde
el sitio peptidiltransferasa hasta la diana de glicosilacion de cada cadena naciente
frente al porcentaje de glicosilacion para cada una de las secuencias “atrapadas”
dentro del tunel del ribosoma. A la derecha se ha representado el porcentaje de
glicosilacion a una d (P-NST) fija de 67 aminoacidos. Los porcentajes de
modificacion por glicosilacién para cada cadena naciente en ambas gréficas estan
normalizadas frente al nivel maximo de glicosilacion que se obtiene al expresar una
proteina (el mRNA tiene coddén de parada) que posee 72 aminoacidos entre el
ultimo aminodcido traducido y la N de la diana de glicosilaciéon, para cada una de
las construcciones (panel inferior).
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Cuando la proteina quimérica se traduce in vitro, se dirige a la membrana y
si el segmento a estudiar actia como secuencia de anclaje a la bicapa, la
guimera sera modificada solamente en una de sus dos potenciales dianas
de glicosilacién (G1), ya que el centro activo de la oligosacariltransferasa se
encuentra en el lumen del RE, mientras que si la secuencia no es reconocida
como transmembrana por el translocén sera translocada al lumen del RE
modificdndose las dos dianas de glicosilacion que la flanquean. En estos
ensayos, se puede calcular el porcentaje de insercion de una secuencia
determinada dividiendo la fraccién de moléculas monoglicosiladas entre la
suma de la fracciéon de las moléculas monoglicosildas + doblemente

glicosiladas y multiplicando por cien.

G1 P2
Lep
HmenRe fraccién (f) monoglic.
secuenciade % insercion = X100
2 interés f monoglic. + fdoble glic.
P1 G2 citosol Lep
P2
PK - - + - - + - - +
microsomas + + - + ¥ = % +
44
! .
— ——o- == e | ‘0? P
30 _man — - -
VsV L9 NAGK

Figura R1.B5. Estudios de insercion en membrana. La proteina Lep esta formada
por dos fragmentos transmembrana, mostrados en verde (H1+H2), un lazo
citosdlico que los une (P1) y un lazo luminal largo llamado P2. Las dos dianas de
glicosilacidn, G1 y G2, son las estrellas, de color rosa si han sido modificadas por la
OST o blancas si no son accesibles a su centro activo. En la fotografia del gel el
circulo blanco significa la poblacion de moléculas sin glicosilar, uno negro significa
monoglicosilacion y dos negros representan la poblacion de moléculas doblemente
glicosiladas. La flecha negra es el péptido protegido de la digestidn con proteinasa
K.
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Como observamos en la autorradiografia del gel SDS-PAGE de los productos
de traduccién que se muestra en la figura R1.B5, el TM de la proteina G del
VSV se integra eficientemente en los microsomas (monoglicosilacion)
mientras que las secuencias helicoidales de L9 y NAGK son totalmente
translocadas (doblemente glicosiladas). Para confirmar la orientacién de las
secuencias se realizaron experimentos de digestidon con proteinasa K (PK),
que sblo es capaz de degradar aquellas regiones peptidicas que se
encuentran accesibles en el exterior de los microsomas (lo que representa
el citosol) ya que esta proteasa no es capaz de atravesar la bicapa lipidica,
quedando los fragmentos que se encuentren integrados en la membrana o
en el interior del lumen protegidos frente a la digestion por la proteasa.
Cuando la secuencia introducida dentro del lazo P2 de Lep se inserta en la
membrana, el péptido de mayor tamafio molecular que resulta de esta
digestion corresponde al segmento H2 mas el lazo que conecta con la
secuencia TM objeto de estudio y la propia secuencia, y resulta demasiado
pequefio para visualizarlo con suficiente resolucion en este tipo de geles de
electroforesis. Sin embargo, si la secuencia es translocada el péptido
protegido resultante contiene H2 de Lep + secuencia objeto de estudio +
lazo de P2 entero, que posee aproximadamente un peso molecular de
36kDa, que puede ser visualizado como se sefiala en la figura R1.B5 con una
flecha negra. De estos resultados se deduce que las secuencias derivadas de
las hélices no transmembranales tampoco se insertan en la membrana

cuando se encuentran en el contexto de nuestra proteina modelo.

Tras analizar los resultados obtenidos podemos decir que los segmentos TM
analizados poseen una mayor tendencia al plegamiento o compactacion
que aquellas secuencias helicoidales que no pertenecen a segmentos
transmembrana. Las distancias P-NST a las que se detecta una mayor
diferencia entre las secuencias transmembranales y las que no lo son se
encuentran entre 63 y 67 aminoacidos. A estas longitudes de cadenas

nacientes truncadas las secuencias objeto de estudio se encuentran en el
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tunel a una distancia del sitio P de aproximadamente 20-25 A, precisamente
en el lugar en el que esta descrita una constriccion formada por proteinas
ribosomales (Ban et al., 2000; Nissen et al., 2000) (Figura R1.B6) que ha sido
propuesta como el lugar donde el ribosoma podria tener capacidad de
discernir la naturaleza de la secuencia que viaja a través del tunel (Johnson,
2004, 2009). En este contexto resulta atractivo especular con la idea de que
los TM que hemos estudiado adquieran estructura secundaria en el tunel y
sean reconocidos por las proteinas ribosomales expuestas al canal (L4 y L17

en eucariotas que son las homoélogas a la L4 y L22 en arqueas).

Figura R1.B6. Constriccion en el tunel de salida del ribosoma. A) Diagrama
esquematico del canal de salida de la arquea Haloarcula marismortui mostrando las
proteinas, L4 y L22, que probablemente interaccionen con la cadena polipeptidica
naciente. B) Estructura atémica del tunel de salida del polipéptido naciente de la
subunidad grande del ribosoma de H. marismortui. La subunidad ha sido cortada
por la mitad y el canal se representa a lo largo de la misma. Las proteinas se
muestran en azul oscuro (Nissen et al., 2000).
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Como hemos visto en la figura R1.B5, aquellas secuencias en las que no se
detecta compactacion en el tdnel tampoco se integran en la membrana
mientras que las que se compactan si lo hacen, por lo que quiza el
reconocimiento de secuencias que se pliegan vaya acompanado de una
sefializacién al translocén para facilitar su insercidon en la bicapa. Esta
hipétesis que proponemos se encuentra en la misma linea que las
observaciones de Hamman y colaboradores en los afios 90 (Hamman et al.,
1998; Liao et al., 1997), en las que se postuld que la unién de la chaperona
BiP a la cara luminal de la membrana y la apertura de la unién ribosoma-
translocdn en el lado citosdlico debia ser un proceso coordinado con objeto
de evitar el paso inespecifico de moléculas e iones de un lado al otro de Ia
membrana, y que, ademads, debia ocurrir cuando la secuencia aminoacidica
de un fragmento TM se encontraba todavia en el interior, aun dentro del
tunel de salida en una posicidn cercana al sitio P, hecho que indujo a sugerir
gue el primero en reconocer que el polipéptido naciente es una proteina de
membrana es el propio ribosoma. En este contexto, nuestros resultados
apoyan la idea de que el ribosoma tiene un papel activo en los procesos de
integracion en la membrana y topogénesis, discriminando entre aquellas
hélices que son transmembranales de las que pertenecen a proteinas
solubles gracias a la adquisicidon de estructura secundaria en el tunel de

salida de la subunidad grande.

Compactacion en otras regiones de la subunidad grande.

Tras comprobar experimentalmente que los fragmentos TM se plegaban en
el interior del tunel de salida ribosomal en una regién situada
aproximadamente a 20 A del sitio P quedd una cuestién por dilucidar: éeste
plegamiento o compactacion se mantiene a lo largo del tinel? Para
contestar a esta pregunta disefiamos una construccidon equivalente a la
utilizada hasta ahora pero con la diana de glicosilacién desplazada 12
aminodcidos hacia el extremo C-t, de manera que para distancias P-NST
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comprendidas entre 63 y 71 aminodcidos las secuencias objeto de estudio
queden localizadas en los ultimos 20A de la cavidad ribosomal, cerca ya de
la salida del tunel. Los resultados de la traduccion in vitro de intermediarios
de traduccidn conteniendo las secuencias del TM de gp4l y de la regién
helicoidal de NAGK atrapadas en esta regién del ribosoma se pueden
visualizar en la figura R1.B7.

gp41 diana movida NAGK diana movida

9% 16% 15% 28% 34% 47% 59% 63%

--—— =

d P-NST 63 66 69 71 63 66 68 69

Figura R1.B7. Las secuencias que se pliegan al inicio del tunel mantiene el
plegamiento a lo largo de la longitud del mismo. Porcentajes de glicosilacion para
intermediarios de traduccidon que contienen las secuencias objeto de estudio
localizadas en los Gltimos 20 A del tunel ribosomal.

R1.C. CARACTERISTICAS QUE DETERMINAN EL PLEGAMIENTO
DENTRO DEL RIBOSOMA.

Con objeto de conocer los detalles moleculares del plegamiento en el
interior del ribosoma nos propusimos estudiar las que creiamos, podrian
ser, caracteristicas principales que gobiernan la adquisicion de estructura
secundaria por parte de los segmentos TM en el tunel de salida de la
subunidad grande:

1. Hidrofobicidad.

2. Helicidad.

78



3. Especificidad de residuos.
4. Longitud del TM.

R1.C1. La hidrofobicidad y la helicidad son requeridas para la

compactacion de secuencias cerca del sitio P.

Para realizar estos experimentos nos basamos en la secuencia del TM de la
proteina G del VSV, dado que también se ha sugerido su compactacion en
estructura helicoidal utilizando otra aproximacién experimental (Woolhead
et al.,, 2004); sobre esta secuencia realizamos diferentes mutantes los

cuales fueron posteriormente ensayados.

Para estudiar si la hidrofobicidad neta del segmento es importante dos
isoleucinas localizadas aproximadamente en el medio del TM (19 e 110)
fueron mutadas a dos lisinas, variando asi el componente hidrofébico sin
modificar el componente helicoidal, ya que la lisina es un aminoacido con
una elevada tendencia a la formacién de hélices a. Para el estudio de la
importancia de la helicidad, esas dos isoleucinas fueron mutadas a prolinas
por su incapacidad de participar en la formacién de los puentes de
hidrégeno del esqueleto polipeptidico caracteristicos de la estructura en
hélice alfa. La transcripcion/traduccion in vitro de ambas secuencias
mutantes aumentaron los niveles de glicosilacion respecto a la secuencia
del TM original (figura R1.C1), sugiriendo que tanto la hidrofobicidad como
la helicidad determinan, en gran medida, la adquisicion de una estructura
compacta dentro del tunel. La idea de que la hidrofobicidad sea importante
hace pensar que probablemente exista una regién hidrofébica en las
paredes del tunel que sirva de punto de nucleacién para que los segmentos

TM comiencen a estructurarse, mientras que el aumento de glicosilacion en
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los truncados cortos al introducir las prolinas sugiere ademas que el tipo de
estructura que se adquiere es una hélice alfa. A las distancias P-NST a las
gue hemos realizado estos experimentos las secuencias objeto de estudio
se encuentran en la zona donde se localiza la constriccién formada por las
proteinas L4 y L17 ribosomales, a unos 20-30 A de distancia del sitio P, lo
gue vuelve a darnos indicios de que probablemente los fragmentos TM

sean reconocidos por el ribosoma en esta zona.

Si la adquisicién de estructura secundaria dentro del tunel facilita el
proceso de biogénesis de una proteina de membrana, los TM que se pliegan
deberian integrarse mejor en la bicapa lipidica. La energia libre de insercién
en la membrana para el TM silvestre de la proteina G del VSV que predice el

programa AG prediction server (http://dgpred.cbr.su.se) es AGgp= -1.88

mientras que para los dos mutantes estudiados tiene valores muy positivos,
para VSV-KK AGgpp= 2.36 y para VSV-PP AGgpp= 2.36. El algoritmo utilizado
en este programa se basa en datos experimentales de insercidn de una
bateria de secuencias en membranas de RE a través del translocén Sec61, lo
gue constituyd la primera escala de hidrofobicidad biolégica (Hessa et al.,
2005a). Los valores negativos de energia libre indican insercion mientras
gue valores positivos significan que la secuencia no sera capaz de
integrarse, a mayor valor mds penalizada su insercidn energéticamente
hablando. Segun estas predicciones los dos mutantes que no se pliegan en
el tunel ribosomal no tienen capacidad para insertarse en la membrana, a
diferencia del TM wt que lo hace con elevada eficiencia. A la vista de estos
datos nosotros proponemos que el plegamiento en el tunel del ribosoma
favorece la insercién cotraduccional de los fragmentos TM a través del

translocoén.

80


http://dgpred.cbr.su.se/

A) silvestre KK PP

SSIASFFFIIGLIGLFLVL SSIASFFFKKGLIIGLFLVL SSIASFFFPPGLIIGLFLVL
0% 16% 48% || 41% 30% 30% 51% 31% 31% 31%
—— —— el
- . — —
e . -
.

d P-NST 65 67 69 71 65 67 69 71 65 67 69 71

B)
80 ——VsVwt
70 —— VSV KK
60 VSV PP
50
40
30
20

glycosylation %

10

62 64 66 68 70 72
d (P-NST)

Figura R1.C1. Efecto de la hidrofobicidad y la helicidad en la compactacion dentro
del tunel ribosomal. A) Electroforesis en geles SDS-PAGE de los productos de
traduccion de mRNAs truncados conteniendo el TM de la proteina G del VSV, asi
como de sus mutantes KKy PP. Se muestra la longitud de cada cadena naciente y el
porcentaje de glicosilacion adquirido. B) Representaciéon del porcentaje de
glicosilacion a medida que aumenta la d P-NST para cada uno de los mutantes. Las
barras de error representan la desviacidon estandar obtenida en tres experimentos
independientes.
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R1.C2. Especificidad de residuos en posiciones concretas.

Una vez determinada la importancia tanto de la hidrofobicidad como de la
helicidad, nos preguntamos si en los fragmentos que se pliegan en el tunel
existe alguna especificidad de residuo, es decir, si existen aminoacidos
especificos que favorezcan la compactacién. De la comparacién directa de
la secuencia primaria de los segmentos estudiados no se puede extraer
informacidon que corrobore nuestra hipdtesis ya que todas aquellas
secuencias que se compactan estaban formadas por aminodcidos
hidrofébicos y, a priori no se observd ninguna caracteristica diferencial
especial. Sin embargo, encontramos un mismo patron de aminodcidos
repartidos en una cara de la hélice al comparar la representacion en rueda
helicoidal del fragmento TM de la proteina G del VSV con el TM de la
proteina de la cubierta del bacteriéfago M13 (figura R1.C2).

F19

Figura R1.C2. Importancia de los aminodacidos presentes en las secuencias que
adquieren plegamiento en el tinel. Representacidon rueda helicoidal del TM de la
proteina G del VSV y de la proteina mayor de la cubierta del bacteriéfago M13. Los
residuos recuadrados muestran la secuencia consenso encontrada en una de las
caras de las putativas hélices alfa.
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Observando el patrén, podemos aventurar que quizd la alternancia de
aminodcidos voluminosos con otros de pequefio tamafio sea importante
para la compactacion; esto podria tener una explicacion si la secuencia en
cuestion interaccionara con alguna proteina de las paredes del tunel que
posea un patrén parecido de alternancia entre aminodacidos. Esta hipdtesis
se refuerza gracias a los datos que hemos obtenido comparando los niveles
de glicosilacién de truncados de una secuencia que no adquiere
compactacién en el tunel (Mingarro et al., 2000) con esa misma secuencia a
la que, mediante mutagénesis dirigida, intentamos convertir en un
segmento que adquiera compactacion. Para ello se sustituyeron ciertos
aminoacidos de la secuencia original para conseguir que tuviera una cara de
su putativa hélice similar a la secuencia consenso descubierta, como se
muestra en la figura R1.C3 (observad que la G15 es propia de la secuencia

de glicoforina).

Los datos obtenidos en este apartado indican que existen ciertos
aminodcidos que, localizados estratégicamente favorecen la compactacién
de las secuencias en el tunel. Nuestra hipdtesis sobre cual es la ventaja que
aporta la adquisicion temprana de plegamiento es que debe favorecer la
rapida insercion de las proteinas en la membrana, bien porque el TM ya
estd “preparado” para particionar a la bicapa lipidica (la formaciéon de
puentes de hidrégeno disminuye la polaridad del enlace peptidico y esto
disminuye la energia para la integracién en el ambiente altamente apolar
de la membrana) o bien porque sea un mecanismo de reconocimiento por
algin elemento ribosomal que interaccione con la membrana para

orquestar el proceso de insercién.
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Figura R1.C3. Conversidn de una secuencia que no se pliega en una con tendencia
a la compactacion. A) Representaciones en rueda helicoidal del fragmento TM de
GpA y del mutante G4A/L11G/K18L, debajo se encuentra el resultado de la
traduccion de cadenas nacientes que poseen estas secuencias secuestradas en el
tunel del ribosoma. B) Grafica promedio de estos experimentos repetidos tres
veces.

R1.C3. Segmentos hidrofdbicos cortos poseen una menor tendencia
a la compactacion que TM legitimos.

Si el ribosoma fuera capaz de distinguir segmentos TM legitimos de
cualquier secuencia hidrofébica que esté siendo sintetizada y este
reconocimiento se materializara en la adquisicion o no de estructura
secundaria en el tunel de salida, cabria esperar diferencias entre los
porcentajes de glicosilacion de las cadenas nacientes de un TM natural y del
mismo TM al que se le ha delecionado una parte importante de su longitud.

Para llevar a cabo estos experimentos utilizamos la secuencia TM de la
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proteina gp41 del VIH-1, de la que previamente hemos determinado que
tiene una alta tendencia a la compactacién dentro del ribosoma, y un
mutante al que delecionamos los 9 ultimos residuos del extremo C-t. Los
resultados (figura R1.C4a) muestran un comportamiento diferente
apuntando a que el mutante de deleciéon efectivamente adquiere una
menor compactacién en el interior del tunel. Utilizando el sistema de la
doble glicosilacién en la construcciéon de Lep, se comprobd que el TM
salvaje tenia una mayor capacidad de insercién en la membrana del RE que
el mutante de delecién (figura R1.C4b), lo que sugiere que, probablemente,
el reconocimiento de fragmentos TM legitimos por parte de componentes
ribosomales facilite la integracidn en la bicapa lipidica. Este reconocimiento
podria ser consecuencia de la adquisicién de estructura secundaria en una

regién cercana al sitio P.

Nuestros resultados alcanzan un valioso sentido funcional si los integramos
con los datos obtenidos por Liao y colaboradores a finales de los 90
(Hamman et al., 1998; Liao et al., 1997), los cuales ofrecian evidencias que
apoyaban que el cierre del poro del translocén por la cara luminal mediado
por la chaperona BiP ocurria inmediatamente después de que el fragmento
TM se hubiera sintetizado, cuando éste se encontraba todavia cercano al
sitio P, evidencia experimental que apuntaba a que el ribosoma debia ser
capaz de reconocer los segmentos transmembranales por si mismo, sin que
fuera necesaria la participacion de componentes de la membrana del RE.
Ademas, cuando solamente estudiaban la mitad de un fragmento T™M el

cierre del poro luminal no tenia lugar (Liao et al., 1997).
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Figura R1.C4. Influencia de la longitud de la regién hidrofdébica. A) Porcentajes de
glicosilaciéon de las cadenas nacientes ancladas al sitio P del TM de gp4l y del
mutante al que se le han delecionado 9 aminoacidos del extremo C-t. Se muestra la
grafica que representa el porcentaje de glicosilacion a medida que aumenta la d P-
NST para ambas secuencias; los datos estan normalizados frente al nivel de
glicosilacion maximo que adquiere esta construccion (62%). B) Insercion en la
membrana del TM de gp41 y mutante de delecién del C-t. Las secuencias fueron
subclonadas en el sistema de la doble glicosilacién descrito por Hessa et al. (2005).
El circulo blanco significa moléculas no glicosiladas, el circulo negro se refiere a
moléculas monoglicosiladas, dos circulos negros significa doble glicosilacion y la
cabeza de flecha son los fragmentos proteicos que han resistido a la digestidn por
proteinasa K.
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Nuestros datos armonizan con estos experimentos presentados mas de
veinte afos atrds, hipotetizando que quizd la sefial que dispara la
reorganizacion del translocén sea el plegamiento dentro del tunel y que
esta compactacioén (y consecuente unidn de BiP al poro luminal de Sec6la)
no se da con cualquier regién hidrofébica sino con fragmentos TM
legitimos. Esta hipotesis se respalda observando los datos de integracion
del TM de gp41 y del mutante de delecidon (figura R1.C4b) que muestran
cémo la secuencia hidrofdbica corta del mutante (la cual estad desplegada
en el tunel de salida) posee un menor porcentaje de insercion en
membranas microsomales, lo que probablemente se deba a que la
reestructuracién de la maquinaria de insercion celular se encuentra

funcionalmente comprometida.

R1.D. PLEGAMIENTO EN EL TRANSLOCON.

Una vez demostrado que las secuencias pertenecientes a hélices
transmembranales se compactan en el interior del tunel de salida de la
subunidad grande del ribosoma eucariota durante su biosintesis, nos
propusimos estudiar si el plegamiento se mantenia una vez las cadenas
nacientes abandonaban el ribosoma para introducirse en el canal acuoso
del translocén y si existe algun tipo de interaccion entre estos

intermediarios de traduccién y proteinas asociadas a Sec61.

R1.D1. Plegamiento de cadenas nacientes en el canal del
translocon.

Para alcanzar este objetivo seleccionamos el TM de gp4l y el fragmento
helicoidal de la proteina no transmembranal L9. Estas secuencias se

subclonaron en una construccién similar a la utilizada para los estudios de
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plegamiento dentro del tunel de salida del ribosoma pero con la diana de
glicosilacion desplazada hacia el C-t con el objetivo de que, para distancias
P-NST comprendidas entre 65-75 aminoacidos, las secuencias objeto de
estudio queden localizadas en el interior de Sec6la. Los resultados se
muestran en la figura R1.D1. Los niveles de glicosilacidon para las cadenas
nacientes que contienen la secuencia de L9 dentro del translocén son
significativamente mas elevados que en el caso de gp4l, asi que, segun
estos resultados, el transmembrana de gp41 parece que continla plegado
en el translocén mientras que la region de L9 permanece extendida. Estos
datos indican que las secuencias que adquieren compactacion en el
ribosoma mantienen el plegamiento cuando viajan a través del translocdn,

facilitdndose probablemente asi su insercién en la membrana.

d P-NST 65

Figura R1.D1. Plegamiento en el canal del translocon. Porcentajes de glicosilacion
de cadenas nacientes ancladas al sitio P del ribosoma en las que las secuencias
objeto de estudio se encuentran localizadas dentro del canal del translocén. Se
muestran resultados de una secuencia helicoidal de la proteina L9 y del TM de
gp4l.
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R1.D2. Interaccion del TM de gp41 con la proteina TRAM durante el
proceso de insercion en la bicapa.

Como se ha comentado en la introduccion (apartado I5), en determinadas
ocasiones el particionamiento de los fragmentos TM a la bicapa lipidica no
se puede explicar solamente por una apertura lateral del translocén y
difusion del segmento que se encuentra en el canal directamente a Ia
membrana. Asi, algunas secuencias podrian quedar retenidas durante algun
tiempo en un ambiente proteico diferente a Sec61la como, se postula, es el
caso de la interacciones descritas para ciertos TM con la proteina TRAM
(Cross and High, 2009; Do et al., 1996; Heinrich et al., 2000; McCormick et
al., 2003; Meacock et al., 2002; Saksena et al., 2004; Sauri et al., 2007).
Muchos de estos fragmentos que se han observado adyacentes a TRAM
poseen residuos cargados y una de las hipdtesis que se plantea para la
funcién de TRAM en estos casos es que proporciona un ambiente
intermedio entre el canal acuoso del translocén y el ambiente altamente
hidrofébico de la membrana en el cual los TM poco hidrofdbicos pueden
equilibrarse antes de ser embebidos en la bicapa lipidica. De esta forma,
TRAM asistiria a la integracién de estos TM marginalmente hidrofébicos
actuando como una “chaperona de membrana”. El TM de gp41l posee un
residuo de arginina practicamente en medio de su secuencia por lo que
decidimos comprobar si podia existir una interaccién con TRAM durante el
proceso de su insercion cotraduccional. Para ello introdujimos cisteinas
Unicas en su secuencia con el objetivo de realizar experimentos de
entrecruzamiento quimico con intermediarios de traduccién en los que el
TM de gp41 se encontrara localizado ya fuera del ribosoma y hubiera
podido acceder al canal del translocon. Un esquema de la estrategia
utilizada se muestra en la figura R1.D2a. Una cisteina Unica fue introducida
mediante mutagénesis dirigida en la posicion 9 del TM de gp4l (G9C)
mientras que en otro mutante ésta fue introducida en la posicién 21 (S21C).

Tras la traduccién de truncados de diferente longitud para cada una de las
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dos construcciones en presencia de membranas y 3°S Met, las muestras se
trataron con DMSO (control), y dos agentes entrecruzadores permeables a
la membrana, BMH 0.5mM y SMCC 0.5mM. BMH es un entrecruzador
homobifuncional que posee dos grupos maleimida reactivos, separados por
un brazo espaciador de 13A, que pueden interaccionar, cada uno de ellos,
con un grupo sulfhidrilo de alguna cisteina accesible;, SMCC es
heterobifuncional con un grupo maleimida reactivo separado por un
espaciador de 8.3 A de un grupo reactivo succinimida, por lo que este
agente puede reaccionar por una parte con una cisteina (grupo sulfhidrilo) y
con la otra con una amina primaria (lisina). Si el TM de gp41 interacciona
con TRAM probablemente seremos capaces de detectar un aducto del
tamafio de los truncados de gp41 (unos 33 o 30 kDa, dependiendo de si han
sido modificados por glicosilaciéon o no, respectivamente) mas TRAM
generado por la interaccion de la cisteina Unica introducida en el TM de
gp41 con alguna cisteina o lisina de TRAM (ver su secuencia aminoacidica
capitulo siguiente, apartado R2.B1). El tratamiento con los agentes
entrecruzadores dio lugar a la identificacion de dos aductos de 69 y 72 kDa
para los truncados realizados con la construccion G9C pero no para S21C.
Estos aductos parecen corresponder a la forma no glicosilada y glicosilada
de los intermediarios, respectivamente, interaccionando con algun
componente del RE que debe tener un peso molecular entre 35 y 37kDa.
Este componente podria ser la proteina TRAM, ya que ésta tiene un peso

molecular entre 35y 38kDa.

Para corroborar si se trata de esta proteina se realizd una transferencia de
las proteinas de los geles a membrana de nitrocelulosa y posterior
inmunodeteccion (westen) utilizando un anticuerpo primario antiTRAM
(cedido por el Dr. Arthur Johnson, College Station, Texas), los resultados se
muestran en la figura R1.D3, donde se puede observar una prominente

banda de aproximadamente 72 kDa y que corresponde a un aducto entre la
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Figura R1.D2. Entrecruzamiento quimico de intermediarios del proceso de
insercidn cotraduccional del TM de gp41. A) Esquema de las construcciones con
cisteinas Unicas utilizadas. La estrella simboliza la posicién de la cisteina dentro del
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TM de gp41. B) Agentes entrecruzadores utilizados. C) Autorradiografia de geles
SDS-PAGE resultado de los procesos de traduccién y entrecruzamiento. Las bandas
intensas por debajo del patron molecular de 30kDa y por encima del mismo
corresponden a las cadenas nacientes sin entrecruzar. La banda por debajo de 46
kDa son las cadenas nacientes truncadas que no han sido liberadas del tRNA. Las
flechas negra y purpura sefialan los aductos formados.

cadena naciente que contiene el TM de gp4l entrecruzado con TRAM
(como demuestra la banda radiactiva que se observd en la autorradiografia
del gel SDS-PAGE, figura R1.D2).

En el mutante S21C no se obtuvieron aductos probablemente porque la
cisteina situada en esa posicion no esta lo suficientemente préxima o
correctamente orientada para reaccionar con los residuos reactivos de
TRAM que se encuentran proximos al TM de gp4l cuando éste se

encuentra en el translocén.

Con respecto a la inmunodeteccién debemos destacar que incluso en los
controles con DMSO se obtuvo banda de entrecruzamiento, aunque mas
débil que en las muestras tratadas con agentes entrecruzadores. Esto es
posible debido a que el tampdn de muestras utilizado carecia de B-
mercaptoetanol, lo que nos esta indicando que puede darse la interaccion
entre los grupos tioles de la cisteina G9C del TM de gp41 y una de las
cisteinas de TRAM en ausencia de agente entrecruzador exdgeno; esto
quiere decir que en el momento en que este TM se encuentra en el
translocon TRAM, probablemente esté muy proxima a él (ya que para la
formacion de puentes disulfuro es necesario que los grupos sulfhidrilo

estén aproximadamente a unos 2 A uno del otro).
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Para confirmar de una manera mas directa que en realidad el aducto
observado en la autorradiografia era nuestra cadena naciente entrecruzada
con TRAM se volvié a traducir el intermediario G9C d P-NST=71, se tratd
con BMH y esta muestra fue inmunoprecipitada con anticuerpos anti

Sec6lay TRAM. Efectivamente, se observé banda radiactiva tanto para la
A) westernantiTRAM mutante G9C
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Figura R1.D3. Identificacion del aducto entre el TM de gp41 y TRAM generado por
entrecruzamiento quimico. A) Western con anticuerpo antiTRAM de los
intermediarios de traduccién Lep-TMgp41 en el mutante G9C que se encuentran en
el canal del translocon. B) Inmunoprecipitacion de los productos de
entrecruzamiento con BMH 0.5mM del intermediario de traduccién G9C d P-
NST=71. NR, significa tratamiento con un suero no relacionado. Las flechas negras
sefialan los aductos. C) Modelo que propone la aproximacién de TRAM al poro de
Sec6la durante la insercidn cotraduccional del TM de gp41.
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inmunoprecipitacién (IP) frente a Sec61a, lo que nos indica que realmente
el TM de gp41l se encuentra en el translocén, como para la IP frente a
TRAM, que nos corrobora esta interaccion durante el proceso de insercién
cotraduccional de este TM que presenta un residuo con carga positiva en la

mitad de su regidn hidrofébica.

En el dibujo de la figura R1.D3c hipotetizamos que TRAM podria acercarse
al TM de gp41 mientras se encuentra en el poro de Sec6la para mediar su
transicion desde el canal acuoso hasta el ambiente hidrofébico de la bicapa
lipidica. Este caso podria ser un ejemplo mas de que no siempre la
integracion de los fragmentos TM es un simple particionamiento mediado
por un equilibrio termodindmico desde el canal del translocdn hasta la
bicapa, si no que, dependiendo de la naturaleza del fragmento en cuestién,
pueden existir estadios intermedios en los que participen proteinas

asociadas al heterotrimero Sec61 (como, se cree, es el caso de TRAM).
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R.2. Biogénesis, topologia y ensayos
funcionales de la proteina TRAM en
membranas del RE.
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R2.A. Antecedentes.

La proteina TRAM fue identificada como uno de los componentes de la
magquinaria de translocacion de las células de mamifero en el afio 1992 por
Gorlich y colaboradores. En este primer trabajo los autores propusieron que
TRAM podria formar algun tipo de canal a través del cual ciertos
polipéptidos podrian ser transportados a través de la membrana del RE,
aunque poco tiempo después se identificd el complejo Sec61 en mamiferos
como verdadero translocén (Brundage et al., 1990; Gorlich and Rapoport,
1993). En este primer trabajo sobre TRAM (Gorlich et al., 1992) se demostrd
mediante reconstitucion en proteoliposomas que la proteina TRAM (de una
masa molecular aproximada entre 35 y 39 kDa) era necesaria para la
translocacion de dos proteinas de secrecion, la B-lactamasa y el precursor
del factor a, sin embargo no era imprescindible para la translocacion de Ia
proteina precursora de prolactina, aunque aumentaba la eficiencia del
proceso. El nombre de este componente del translocon se debe a la
interaccion con las cadenas nacientes que estaban siendo secretadas
(translocating chain-associating membrane protein o TRAM), la cual fue
demostrada mediante fotoentrecruzamiento y entrecruzamiento quimico.
A partir de estos resultados se concluyd que TRAM debia ser un
componente esencial para ayudar en la translocacidn a ciertas proteinas
que poseyeran poca afinidad de unién al translocén, mientras que para
aquellas proteinas de secrecién que tuvieran una elevada afinidad (como
preprolactina) el requerimiento de TRAM no seria tan estricto y
probablemente podrian ser translocadas con unas pocas moléculas

presentes en la célula (Gorlich and Rapoport, 1993).

Estudios posteriores a lo largo de casi dos décadas han ido mostrando
detalles de la participacion de TRAM en los procesos de direccionamiento,

translocacion e integracion cotraduccional en la membrana. Asi, se
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describid la interaccién de TRAM con las secuencias sefales de proteinas de
membrana durante su direccionamiento hacia la membrana del RE (High et
al., 1993; Mothes et al.,, 1994). Posteriormente, se realizd un estudio
sistematico encaminado a caracterizar los requerimientos de las secuencias
sefiales reconocidas por TRAM, identificandose secuencias sefiales
dependientes e independientes de TRAM vy estableciéndose una
clasificacion en el grado de requerimiento de ésta proteina para su
translocacion segln su estructura (Voigt et al.,, 1996). Estos resultados
mostraron que secuencias sefiales largas y con un nucleo hidrofébico mas
prominente promueven la translocacion de algunas proteinas de secrecion
independientemente de TRAM mientras que aquellas que tenian un nucleo
hidrofébico mas corto requerian de la presencia de TRAM para que se
promoviera la translocacion del polipéptido; ademds se obtuvieron datos
gue demostraron que la participacion de TRAM es necesaria para la
insercion de la cadena naciente en el translocén, pero no para su
direccionamiento previo. Otra de las funciones atribuidas a TRAM durante
el proceso de translocacion es la regulacién de la exposicion al citosol de
algunos dominios de cadenas nacientes que ocurre en la unién entre el
ribosoma y la membrana durante el proceso de secrecidon de algunas
proteinas, evitando que regiones del polipéptido naciente que ya hayan

sido tranlocadas sean de nuevo expuestas al citosol (Hegde et al., 1998).

Ademads de su implicacidon en los procesos tempranos de la translocacion de
las proteinas de secrecidén, pronto aparecieron evidencias de que TRAM
también participa durante el proceso de integracion cotraduccional de
algunos segmentos TM en la bicapa lipidica (Do et al., 1996; Heinrich et al.,
2000; McCormick et al.,, 2003; Saksena et al.,, 2004), facilitando el
movimiento concertado de estos segmentos hidrofébicos desde el
ambiente acuoso del translocén hasta la membrana. Datos de
entrecruzamiento con TRAM de fragmentos TM poco hidrofdbicos e incluso

gue albergan residuos cargados en el nucleo hidrofébico durante los
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procesos de integracion cotraduccional han alimentado la hipétesis de que
TRAM pueda actuar como una posible “chaperona de proteinas de
membrana” que asista en la insercion de fragmentos TM débilmente
hidrofébicos (Cross and High, 2009; Heinrich et al., 2000; Meacock et al.,
2002).

También ha sido descrito el entrecruzamiento de TRAM con fragmentos TM
de proteinas viricas (Do et al., 1996; Saksena et al., 2004; Sauri et al., 2007;
Sauri et al., 2005), permitiendo una comparacion con un hipotético
homoélogo funcional en bacterias, YidC. La proteina YidC o “insertasa” se
encuentra asociada al translocén SecYEG de bacterias siendo imprescindible
para la inserciéon de la proteina de la cubierta del fago M13 y requerida para
la del fago Pf3 (Kiefer and Kuhn, 2007; Samuelson et al., 2000; Serek et al.,
2004). Ademas YidC participa en la asociacidon de subunidades de complejos
proteicos que se encuentran en la membrana de procariotas como la
subunidad Fo de la ATP sintasa, la subunidad Il de la citocromo oxidasa y el
canal mecanosensitivo MscL (Facey et al., 2007; van der Laan et al., 2004;
van der Laan et al., 2003) y ha sido propuesta como un sitio de ensamblaje
para proteinas politdpicas de E. coli durante su proceso de insercion en la
bicapa lipidica (Beck et al., 2001). A pesar de que los mecanismos de accion
descritos para YidC y TRAM hasta la fecha difieren significativamente, se ha
postulado también para TRAM una funcidon de ensamblaje de fragmentos
TM durante la integracién de algunas proteinas politdpicas que no sigan el
modelo basico de particionamiento secuencial e independiente de cada TM
desde el canal del translocon directamente a la membrana descrito
anteriormente (apartado I5). Asi, se ha propuesto que TRAM, junto con
otras proteinas presentes en las cercanias del heterotrimero Sec61 (como
por ejemplo TRAP o PAT-10), asistiria en el correcto ensamblaje e insercidon
de fragmentos TM atipicos (poco hidrofdbicos, con cargas, cortos, etc.) o de
aquellos que requieran interacciones entre varios segmentos TM para

adquirir el ensamblaje adecuado previamente a su insercion, sirviéndoles
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de “andamio” donde permanecer hasta que estas interacciones se den vy

“estén preparados” para su paso a la membrana.

Recientemente se han publicado evidencias sobre la participacion de TRAM
en la ruta de degradacién del RE mediada por estrés, aunque este nuevo

papel no ha sido estudiado en profundidad (Oresic et al., 2009).

Con todos estos datos todavia se desconoce cual es la funcién que TRAM
realiza en las células y cudles son los mecanismos exactos que utiliza
durante los procesos de translocacidn/integracion cotraduccional. La
estructura de TRAM no esta descrita todavia, por lo que resulta dificil inferir
una funcién, por esta razdén resulta especialmente interesante ofrecer una
primera aproximacion para entender cdmo se dispone esta proteina en la
membrana del RE determinando su topologia y estudiando su biogénesis.
La informacién topoldgica localiza los dominios proteicos hacia un lado u
otro de la membrana y por ello puede facilitar posteriores trabajos de
asignacion de funciones a determinadas regiones del polipéptido. Ademas
de la caracterizacion de TRAM, en este trabajo nos planteamos descubrir
cual es el requerimiento de TRAM durante los procesos de insercion

cotraduccional de diversas proteinas.
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R2.B. BIOGENESIS Y TOPOLOGIA DE TRAM.

R2.B1. TRAM se integra cotraduccionalmente en la membrana del
RE.

Un primer paso en la caracterizacion de la proteina TRAM es la
determinacion del mecanismo que sigue para integrarse en la membrana
del reticulo endoplasmico. Existen dos mecanismos principales por los
cuales las proteinas de membrana se integran en la bicapa: cotraduccional
o postraduccional. En una primera aproximacion para la caracterizacién de
la proteina nos dispusimos a determinar cual de estos dos mecanismos
utiliza TRAM. La secuencia aminoacidica de TRAM se muestra en la figura
R2.B1. La integracién de proteinas de membrana en microsomas del RE
puede ser seguida por glicosilacion. Esta modificacion la realiza el complejo
enzimatico oligosacariltransferasa (OST), complejo multiproteico que esta

asociado al translocén (Nilsson et al., 2003).

JENC

MAIRKKSNKN PPLLSHEFLL QNHADIVSCI F EVTAKGAIIF 50
VALQYNVTRP ATEEQATESA SLYHYGIKDI I EY 100
VIDKINRRMH FSKTKHSKFN ESGQLSAEYI ISENYISDPT 150
ILWRAYPHNL MTFQTKEFYI SOLAYWLHA PELYFQKTKK EDIPRQLVYI 200

GA YLINLNHLGL VLLVLHYFVE FLFHISRLFY FSDEKYQKGF 250
SLWAVLEVLG RLLTLILSVL TVGFGLARAE NQKLDFSTGY EFNVLAVRIAV 300
LASICITOAY MMWEEINFQL RRWREHSAFQ APPVKRKPAV TKGRSSRKGT 350
ENGVNGTVTS NGADSPRSRK EKSS 374

Figura R2.B1. Secuencia aminoacidica de TRAM. En morado se muestran las tres
potenciales dianas de glicosilacion (NXS/T), en amarillo los fragmentos TM
predichos por los programas de prediccion AG prediction server
(http://dgpred.cbr.su.se) para el primer TM y TMHMM (www.enzim.hu/hmmt)
para el resto.
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La OST afiade residuos de azucares cotraduccionalmente a secuencias
consenso NX(S/T) (Silberstein and Gilmore, 1996), donde X es cualquier
aminodcido excepto prolina (Shakin-Eshleman et al.,, 1996), cuando
emergen del translocén. La glicosilacién de una region proteica que esta
siendo traducida in vitro en presencia de membranas microsomales indica
que esa zona del polipéptido esta expuesta a la cara luminal del RE, ya que
el centro activo de la OST se encuentra en este compartimento (van Geest
and Lolkema, 2000). Esta modificacion postraduccional aumenta la masa
molecular de una proteina en aproximadamente 2.5 kDa. Este incremento
en la masa molecular aparente se traduce en un retardo en la movilidad
electroforética en geles de poliacrilamida desnaturalizantes en presencia de
SDS (SDS-PAGE) respecto a la misma proteina traducida en ausencia de
microsomas. Cuando TRAM fue traducida in vitro en presencia de
microsomas y metionina marcada con S, la proteina resultd
monoglicosilada. Este resultado se comprobd por tratamiento con
endoglicosidasa H, una enzima que elimina los azucares (Vilar et al., 2002),
figura R2.B2a). Dado que en la secuencia de la proteina existen tres posibles
dianas de glicosilacién, N56VT, N120ES y N355GT, procedimos a investigar
cual de estas tres dianas naturales se modificaba en nuestro ensayo in vitro.
Para ello se disefiaron dos mutantes, uno en el que eliminamos la primera
diana de glicosilacion (N56Q), y otro en el que se eliminaron las otras dos
dianas (N120/355Q). La transcripcidn/traduccion in vitro de estos mutantes
se muestra en la figura R2.B2b, no observandose glicosilacién en el mutante
N56Q, mientras que el doble mutante N120/355Q fue eficientemente
modificado. Estos resultados demuestran que es la primera diana la que se

modifica cuando la proteina se integra en membranas de RE.
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A) B)

microsomas + + N56Q N120/355Q
endoH - + microsomas - + - +

97 — 97 —

66 — 66 —

45 — 45 —

p— ° ——
| — O
30 — | 30 — =

Figura R2.B2. TRAM se inserta en membranas derivadas del RE y se glicosila en el
residuo N56. A) Traduccion in vitro de TRAM en presencia de membranas y 3°5-
Met. La mitad del producto de traduccién se tratd con endoglicosidasa H (endo H)
antes del andlisis por SDS-PAGE y autorradiografia. B) Mutantes de TRAM
traducidos en ausencia y presencia de microsomas. El circulo blanco representa las
moléculas no glicosiladas mientras que el circulo negro las monoglicosiladas.

A pesar de que la presencia de modificacién por glicosilacion se produce
mayoritariamente cuando secuencias consenso pasan a través del
translocén y son accesibles al centro activo de la OST, no puede descartarse
gue la adicion de azlcares pudiera realizarse “a posteriori”, y que TRAM se
insertara en la membrana siguiendo un proceso post-traduccional. Para
descartar esta posibilidad realizamos experimentos en los que la proteina
fue traducida in vitro en ausencia de membranas y éstas fueron afiadidas al
finalizar la traduccién. Para asegurarnos de que la traduccién habia
finalizado afadimos cicloheximida (antibidtico que inhibe el inicio de la
traduccidn) previamente a la adicidon de los microsomas. La ausencia de
glicosilacién (figura R2.B3) en estos experimentos demuestra que TRAM se

integra en las membranas mediante un mecanismo cotraduccional.
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Figura R2.B3. TRAM sigue un mecanismo cotraduccional de integracion en la
membrana del RE. Traducciéon de TRAM en presencia de membranas o afiadiendo
las membranas tras detener la traduccién con cicloheximida (ver detalles en el
texto).

R2.B2. TRAM se integra en membranas del RE utilizando la SRP y el
translocén.

Para corroborar la via cotraduccional de insercidn decidimos estudiar si
TRAM interaccionaba durante su biogénesis con los componentes del
translocon implicados en la ruta de integracidn/translocacion
cotraduccional. Dado que la secuencia aminoacidica de TRAM carece de
péptido sefial escindible que lo dirija al RE, probablemente el primer
segmento TM de la proteina actie como “secuencia de anclaje” dirigiendo
el complejo ribosoma-cadena naciente (RCN) al translocdn para integrarse
en la membrana. Para determinar si los ribosomas que estan sintetizando
TRAM son dirigidos cotraduccionalmente a la membrana del RE por la SRP
se utilizé la técnica de fotoentrecruzamieto (Krieg et al., 1986; McCormick
et al., 2003; Sauri et al., 2005; Sauri et al., 2009). En estos experimentos,
RNAs mensajeros truncados con un coddn de parada ambar (TAG)

aproximadamente en la mitad de la primera regién hidrofébica de la
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proteina fueron traducidos in vitro en presencia de aminoacil-tRNAs
supresores del codén ambar (sANB-LystRNAamb) y de SRP. En estas
condiciones el ribosoma traduccionalmente activo se detiene al llegar al
final de un mRNA truncado, pero la cadena naciente no se disocia porque el
ribosoma no detecta el final de la traduccidn debido a la ausencia de coddn
de parada, de manera que se genera un verdadero intermediario estatico
del proceso de traduccion. En estos ensayos no se aifadieron membranas
para evitar que el complejo RCN se dirigiera al RE y quedara asi un mayor
tiempo unido a la SRP para favorecer el fotoentrecruzamiento con la
misma. Los aminoacil-tRNAs supresores del codén dmbar utilizados estan
cargados con un residuo de lisina derivatizado con la sonda 5-acido-2-
nitrobenzoil (ANB) fotoactivable (EANB-Lys-tRNA®™®, figura R2.B4a derecha),
que al ser irradiada entrecruza la cadena naciente en la que se ha
incorporado con cualquier polipéptido que se encuentre a una distancia
inferior a 5 A de la sonda. En estas codiciones, los productos de traduccion
de los primeros 89 aminodacidos de TRAM se fotolizaron para que la sonda
pudiera reaccionar con aquellas moléculas que encuentre a su alrededor.
Para posicionar el codon ambar en el medio del primer TM tuvimos,
previamiente, que predecir su localizacion. Para ello se utilizé el servidor AG

prediction server (http://dgpred.cbr.su.se). Este programa predice que el

primer segmento TM se expande desde el aminoacido 24 hasta el 44. El
coddn dambar se introdujo en la posicion 34 de la secuencia de TRAM
(TAG34), aproximadamente en medio de la region TM predicha (figura
R2.B4a). Con objeto de que la sonda esté accesible a la maquinaria celular
de direccionamiento a membranas, se sintetizaron intermediarios de la
biosintesis de 89 residuos. Previamente, Sauri et al. (2005), mostraron que
una longitud de 55 residuos entre la sonda fotoreactiva (TAG34) y el sitio P
(residuo 89) es suficiente para que la sonda quede expuesta fuera del tunel
ribosomal y accesible a la SRP. Cuando los complejos ribosoma/cadena
naciente (RCN) fueron irradiados con luz ultravioleta, sélo cuando a la

mezcla de reaccidon se le afiadid SRP y eANB-Lys-tRNA2™, se observd un
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fotoaducto de aproximadamente 63 kDa a niveles significativos, pero estos
aductos no se observaron en presencia de un Lys-tRNA2™ (figura R2.B4a).
La masa molecular aparente de este fotoaducto corresponde a la de la
cadena naciente de 89 aminoacidos mas la subunidad de 54 kDa de la SRP
(SRP54). En los casos en que la sonda fotorreactiva no estaba presente o
fue sustituida por el aminoacil-tRNA (Lys-tRNA®™®) sin modificar no se
detectaron aductos. Estos resultados demuestran que el primer TM es
adyacente a la subunidad 54 de la SRP, por lo que debe estar actuando
como secuencia sefal para dirigir al complejo RCN al translocén de la

membrana del RE.

Para confirmar que la SRP es requerida en el direccionamiento de TRAM a
la membrana realizamos experimentos de traduccion in vitro
suplementando la mezcla con SRP purificada. El extracto de ribosomas
utilizado tanto en los experimentos de fotoentrecruzamiento como en éste
proviene del germen del trigo y la principal caracteristica que le diferencia
del lisado de reticulocitos (utilizado en los demds ensayos de esta tesis
doctoral) es que su contenido en SRP es menor (Kanner et al., 2002). Para
este ensayo de traduccion in vitro utilizamos un mRNA que codifica para un
polipéptido del extremo N-t de TRAM que abarca Unicamente los primeros
119 aminoacidos mdas un coddn de parada (119+STOP). Este polipéptido
incluye la diana de glicosilacién funcional de la proteina (NsgVT) cuya
modificacién es indicativa de integracion en las membranas microsomales.
Este polipéptido contiene los dos primeros TM de la secuencia de TRAM asi
como la diana de glicosilacion modificable por la OST que describimos
previamente. El resultado de la traduccién in vitro en presencia de
membranas en este sistema sin afiadir y afiadiendo SRP purificada exdgena
se muestra en la figura R2.B4b. La presencia de glicosilacién indica un
eficiente direccionamiento e integracion en la membrana de los
microsomas; en ausencia de SRP afiadida los niveles de glicosilacion son

muy bajos, lo que sugiere que la escasa cantidad de esta particula presente
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en los extractos celulares de germen de trigo no es suficiente para dirigir a

la totalidad de moléculas hasta la membrana del RE.

A)
™1 ™2
-
N ﬁ ¢ANB-Lys-tRNAS™>
TAG34
89 o
L’“o
NH-CH-C
SRP54 - .
?‘ s 1
& o
1 NO2 © !
v mRNAtruncado Py L,Iv-J
- M \ NH tRNAGmb
truncado 89 aa
£ANB-Lys-tRNA™P - - + +
Lys-tRNAmb + + = = B)
™1 ™2
SRP - 4+ - + i :
-—
119sTOP
97 —
66 —| u <
a5 —| .
microsomas - + + -

SRP (20nM)
- endo H

- + +
3 ‘ H +
'
& !
o T -—
123 |
kDa

Figura R2.B4. A) Fotoentrecreuzamiento de TRAM con la SRP en los primeros
estadios de su biogénesis. Una Unica sonda fotoreactiva se incorporé mediante la
introduccidn de un coddn de parada ambar en la posicion 34; RCNs radiactivas de
89 residuos se tradujeron en presencia de Lys-tRNA2™ sin modificar o de la sonda
fotoreactiva eANB-Lys-tRNA®™>, B) Productos de traduccion in vitro en germen de
trigo del polipéptido 119+STOP en presencia o ausencia de SRP. La ultima carrera
corresponde a un control con endoglicosidasa H (endo H) que confirma que la
banda de menor movilidad corresponde al polipéptido glicosilado.

En cambio, al afiadir SRP purificada a la mezcla de traduccion los niveles de

glicosilacion  aumentan  sustancialmente  confirmando que el
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direccionamiento de TRAM a la membrana se produce a través del
reconocimiento de la primera regién hidrofébica como secuencia seial por
la SRP. En la biogénesis de las proteinas de membrana, las secuencias
sefiales de proteinas que se insertan de forma cotraduccional son
reconocidas dos veces, primero por la SRP que las dirige a la membrana del
RE, y después por el translocdn para iniciar la insercion de estas secuencias
hidrofdbicas en la bicapa lipidica. Por ello, nos dispusimos a comprobar si
TRAM sigue también este patron determinando si después del
direccionamiento por la SRP, la secuencia sefial es adyacente a
componentes principales de la maquinaria de integracidn/translocacion.
Para identificar las proteinas adyacentes a TRAM durante su proceso de
insercion se crearon intermediarios de su biosintesis generando cadenas
nacientes de 109 aminodcidos en presencia de membranas microsomales,
basandonos en datos previos descritos por Sauri et al. (2005). La sonda
fotorreactiva fue incorporada mediante la traduccion de mRNAs truncados
con un codén de parada ambar en la posicion 34 (TAG34) en presencia de
€ANB-Lys-tRNA2™ como ha sido descrito anteriormente. El intermediario de
traduccidn/insercion sintetizado se irradié con luz ultravioleta para generar
fotoaductos, y el resultado de este procedimiento fue analizado mediante
inmunoprecipitacién utilizando anticuerpos anti-sec61a y anti-TRAM. Los
resultados de estos experimentos muestran que la secuencia sefial de
TRAM es adyacente a Sec61a y a una molécula de TRAM presente en los
microsomas (Figura R2.B5), por lo que podemos concluir que la insercion de
TRAM en la membrana del RE tiene lugar a través del complejo

multiproteico del translocdén.
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Figura R2.B5. TRAM interacciona con Sec6la y TRAM durante los primeros
estadios de su biogénesis. Para los experimentos de fotoentrecruzamiento con
Sec6la y TRAM se utilizaron cadenas nacientes truncadas de 109 aminoacidos; tras
la fotolisis en presencia de membranas, la mitad de la mezcla de reaccién se separé
y se inmunoprecipitd con suero antiSec6la y antiTRAM respectivamente.
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R2.B3. Determinacion de la topologia de TRAM.

La determinacién de la topologia de los componentes del translocén es
esencial para comprender la relacion entre estructura/funcién de la
magquinaria de translocacion. La topologia en membranas de la subunidad a
del heterotrimero Sec61 fue determinada en levadura usando fusiones C-
terminales de dominios reporteros y digestiones con proteasas, datos que
demostraron la presencia de 10 fragmentos TM.(Wilkinson et al., 1996). La
estructura cristalina del homélogo arqueano mostré que Sec6la estaba
constituida por dos dominios de cinco segmentos TM cada uno, que
formaban una estructura en forma de bivalvo que podia proporcionar una
apertura lateral para que los TM de las cadenas nacientes pudieran
particionar a la fase lipidica (Van den Berg et al., 2004). Sin embargo, hasta
la fecha no existia informacién topoldgica ni estructural respecto al otro
componente del translocén, TRAM. En base a analisis de hidrofobicidad se
creia que TRAM debia atravesar la membrana del RE ocho veces(Gorlich et
al., 1992), sin embargo, hasta el dia de hoy no existian datos topoldgicos ni
estructurales de TRAM que permitieran inferir un mecanismo de accién
como componente del translocén, por ello nos dispusimos a definir su

topologia como una primera aproximacion para comprender su funcion.

Al introducir la secuencia aminoacidica de TRAM en distintos programas de
prediccién de topologia de proteinas de membrana que existen en la red no
encontramos un consenso en el numero de segmentos TM que cada uno de
ellos asignaba a TRAM, ni, en consecuencia, en la orientacién de sus
extremos N y C-terminales (Figura R2.B6), por lo que una aproximacion

experimental era estrictamente necesaria para poder resolver su topologia.
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Figura R2.B6. Programas de prediccion de topologia de proteinas de membrana.
Algunos de los programas utilizados para hacer una primera aproximacién a la
topologia de TRAM. Los diferentes programas no coincidian ni en el numero de
segmentos TM ni en la asignacidon de la topologia. Por ello es necesaria una
aproximacion experimental.

Dado que la secuencia sefial de TRAM es reconocida por la SRP y por
componentes del translocén (Sec6la y la propia TRAM), y, la primera
secuencia consenso de glicosilacion  (NsgVT) que se encuentra
inmediatamente después de esta region es modificada eficientemente, esta
primera regidén hidrofébica de la proteina debe actuar como primer
segmento TM a la vez que de secuencia de direccionamiento a la
membrana, comprendiendo aproximadamente desde el residuo 24 hasta el

residuo 44, de acuerdo con la prediccion del programa AG prediction server.
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Para la determinacién del numero de segmentos que atraviesan la
membrana presentes en la proteina y la topologia de los mismos se disefid
una estrategia basada en la adicién de etiquetas de glicosilacion en el
extremo C-t de polipéptidos derivados de la secuencia de TRAM. Mediante
PCR y afiadiendo en el oligonucleétido reverso una secuencia de
glicosilacién, mas tres aminodacidos (MSM), seguidos de un coddn de parada
(NST+MSM+STOP), se generaron fragmentos de DNA conteniendo
sucesivamente las diferentes regiones de TRAM. Los diferentes polipéptidos
abarcaron progresivamente las diferentes regiones transmembranales
putativas seguidas de una diana de glicosilacién en el extremo C-t, de
manera que la presencia o no de glicosilacion en esta segunda diana
adicional es indicativa de la orientacidén que tiene el segmento TM que la
precede, ya que, como se ha mencionado anteriormente, los lazos que se
localicen en el lumen del RE podran ser glicosilados mientras que los que
estén orientados al citosol no. La existencia o no de moléculas glicosiladas
nos va indicando hacia qué parte de la membrana queda orientado el C-t
del polipéptido analizado. Todas las construcciones generadas por PCR se
representan en las figuras R2.B7 y R2.B8. Como se muestra en la figura
R2.B7b, el producto de la traduccién in vitro que contiene los 119 primeros
aminodcidos de TRAM, incluyendo los dos primeros potenciales TM y el
sitio de glicosilacién nativo (NsgVT), fue eficientemente glicosilado en
presencia de microsomas, sugiriendo la translocacidon del lazo hidrofilico
gue contiene el sitio de glicosilacion. El polipéptido que abarca los 129
primeros aminodcidos, que incluye los dos primeros TM vy la segunda diana
de glicosilacion potencial (N120ES), se monoglicosilé, indicando que esa
region efectivamente contiene un segundo fragmento TM precediendo la
Asn120 lo que impide su modificacién. La traduccién del mismo polipéptido
pero esta vez etiquetado con la secuencia NSTMSM (129Y), confirmé esta
topologia, ya que a pesar de presentar tres dianas de glicosilacion
Unicamente se modificaba la Asn56. Estos resultados fueron confirmados

mediante digestiones con proteinasa K (PK). Esta proteasa no puede
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atravesar las membranas microsomales por lo que Unicamente puede
degradar aquellas regiones polipeptidicas expuestas al exterior de los
microsomas (ver esquema). En estas condiciones la
transcripcion/traduccién in vitro y la posterior digestion con PK de las
construcciones de 119 y 129 residuos genera bandas electroforéticas cuya
migracion corresponde a fragmentos polipeptidicos formados por las dos
regiones TM y el lazo que las conecta con el sitio de glicosilacidn
modificado. La insercion del tercer segmento TM se demostrd generando
un polipéptido que abarcaba hasta el aminoacido 166, etiquetado con la
misma secuencia (NSTMSM) en C-t (166Y). La doble glicosilacion de este
polipéptido indica que el tercer potencial TM se inserta eficientemente en
la membrana y que la regién hidrofilica C-t es translocada al lumen del RE

(ver esquema en la parte inferior de la figura R2.B7b).

El analisis del polipéptido de 196 residuos con la etiqueta de glicosilacion
(196Y) generd principalmente moléculas monoglicosiladas (figura R2.B8), lo
que indica la presencia de un cuarto segmento TM en esta regién de la
proteina. Teniendo en cuenta la prediccion de la topologia de TRAM
obtenida con la mayoria de los programas utilizados, sélo unos pocos
aminodcidos separan los TM5 y 6 (figuras R2.B7 y R2.B8). En este contexto,
si el ultimo TM del polipéptido 217Y termina aproximadamente en el
residuo 214, solo existen cuatro aminoacidos desde la cara luminal de la
membrana del RE hasta la etiqueta de glicosilacién C-terminal, y son
necesario un minimo de 12-13 para que la diana de glicosilacidon sea
accesible a la OST y eficientemente modificada (Li et al., 2008; Monne et al.,
1998; Nilsson and von Heijne, 2000; Nilsson and von Heijne, 1993;
Stefansson et al., 2004).
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Figura R2.B7. Estrategia para determinar la topologia de la proteina TRAM. A)
Prediccion de la topologia de TRAM usando el algoritmo TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM). B) Expresion in vitro y analisis por SDS-
PAGE de polipéptidos de distinto tamafio derivados de la secuencia de TRAM. En la
parte superior se muestra un esquema de la proteina completa y de los truncados
de TRAM generados por PCR. Los dibujos muestran modelos de la topologia que
adquieren estos truncados en la membrana del RE. En los experimentos de PK, la
punta de flecha muestra el producto protegido de aproximadamente 8 kDa.
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Para estudiar esta region de la secuencia de TRAM disefiamos dos
constructos, uno con la etiqueta inmediatamente después del residuo 217
(217Y), justo antes del comienzo de la siguiente regién hidrofébica, y otro al
que le anadimos un lazo flexible con el objetivo de alejar la diana de
glicosilacion de la membrana (2177, ver esquema figura R2.B8). La
secuencia de aminodcidos en esta etiqueta en C-t alargada es
GGMGMGGGMMNSTMSM (figura R2.B8). Los resultados de la traduccién
en presencia de membranas microsomales de estas construcciones
demuestran que la region de TRAM que abarca desde el aminodcido 197

hasta el 214 forma el quinto fragmento TM de la proteina.

Similares experimentos fueron realizados para detectar los siguientes
fragmentos TM, tal y como puede observarse en la figura R2.BS8.
Finalmente, la glicosilacion de solo la primera diana de las tres que posee
TRAM en su secuencia combinada con la ausencia de modificacion en el

mutante N56Q confirma la existencia de 8 fragmentos TM.
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Figura R2.B8. Orientacion alternante de los segmentos TM de TRAM. La
traduccion in vitro de polipéptidos de la secuencia de TRAM en los que la etiqueta
de glicosilacidn en el extremo C-t proporciona una interpretacion sencilla de su
topologia. Se muestran los esquemas de las construcciones ensayadas en la parte
superior y modelos de como se insertan en la bicapa lipidica en la parte inferior de
la figura.

Topologia de TRAM en células de mamifero.

Para confirmar que la topologia de TRAM descrita in vitro es la misma que
la que la proteina adquiere en el RE de células de mamifero construimos la
guimera TRAM-V5, que consiste en fusionar el epitopo V5 al extremo C-t de
TRAM en un vector con el promotor de citomegalovirus. La quimera se
transfectd y sobreexpresd en un cultivo de células HEK293. Al dia siguiente

las células se lisaron y el extracto fue analizado por transferencia e
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inmunodeteccién (western) utilizando un anticuerpo anti-V5. La figura
R2.B9 muestra que el constructo con la secuencia nativa de la proteina se
monoglicosila y, en cambio, el mutante N56Q pierde la modificacién. Estos
datos confirman que la primera diana de glicosilacion es también
modificada en células eucariotas y que probablemente TRAM adopta la
misma topologia in vivo que la observada en los experimentos in vitro

usando membranas derivadas del RE.
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Figura R2.B9. Glicosilacion de TRAM sobreexpresada en células HEK293.
Glicosilacion de TRAM en células transfectadas con un vector que contiene la fusidon
de TRAM al epitopo V5 en su extremo C-t y del mutante N56Q. El modelo de la
topologia de TRAM se muestra en la parte inferior. El cuadrado rosa representa la
etiqueta V5.
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R2.C. LA DEPLECION DE LA TRAM MICROSOMAL ENDOGENA AFECTA
A LA INSERCION DE LA PROPIA TRAM.

Tras haber observado por fotoentrecruzamiento que la TRAM endégena se
encuentra adyacente a la propia cadena naciente de TRAM cuando ésta se
dirige a la membrana del RE (apartado R2.B2), quisimos saber si existia un
requerimiento real durante el proceso de integracion de la proteina en la
bicapa lipidica. Para ello disefiamos una estrategia que consiste en
deplecionar parcialmente la cantidad de TRAM presente en los microsomas
utilizando para ello un anticuerpo anti-TRAM que reconoce a la proteina en
su extremo C-t y traduciendo in vitro los primeros 250 aminoacidos del
polipéptido para determinar, utilizando como caracteristica indicativa los
niveles de glicosilacién, su eficiencia de integracion cuando al sistema se le
han reducido niveles significativos de TRAM enddgena. El resultado de esta
primera aproximacidn para el estudio del requerimiento de TRAM durante
la integracion de proteinas en la membrana del RE se muestra en la figura
R2.Cla. En este ensayo se utilizd un polipéptido que contenia los primeros
250 aminodacidos de TRAM para conseguir que el anticuerpo anti-TRAM
(que reconoce el extremo C-t de la proteina) se uniera solamente a la TRAM
enddgena presente en los microsomas y no a la que sintetizamos in vitro.
Cantidades crecientes de anticuerpo se adicionaron a la mezcla de
traduccidon observdndose que, a medida que la cantidad de moléculas de
TRAM activas disminuia, los niveles de glicosilacion y en consecuencia de
integracion del polipéptido de 250 aminoacidos eran cada vez menores. No
se pudo aumentar mas la cantidad de anticuerpo afiadido (para intentar
observar un efecto mas drastico en la pérdida de insercién) debido a que
probablemente, la traduccidon, el direccionamiento a la bicapa o ambas

cosas quedan inhibidas cuando se elimina TRAM de las membranas.

Para demostrar con una técnica mds precisa que realmente TRAM

participaba activamente en la integracidon transmembranal de ella misma
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utilizamos una estrategia de inhibicién de su expresion en células Hela en
cultivo mediante RNA de interferencia. Estos experimentos se realizaron
durante una estancia en el laboratorio del profesor Stephen High en la
Universidad de Manchester (Inglaterra). Mediante un siRNA (small
interfering RNA) especifico para TRAM se redujo la cantidad de TRAM
presente en las células, posteriormente estas células se permeabilizaron
parcialmente con digitonina y se utilizaron para generar un extracto de
membranas derivadas de RE (células semipermeabilizadas o células SP) que
eran deficitarias en TRAM. Estas membranas se afiadieron a la mezcla de
traduccién in vitro de la totalidad de la secuencia aminoacidica de TRAM
(figura R2.C1b). Los detalles de la técnica se tratan mas ampliamente en el
apartado R2.E, donde empleamos esta estrategia para determinar los
requerimientos de TRAM durante la insercion cotraduccional de diversas
proteinas. La mitad del cultivo de células Hela fue tratada con un
oligonucledtido control que es incapaz de formar un complejo silenciador y
la otra mitad con el siRNA anti-TRAM, ademas se realizd un control con
tunicamicina, droga que inhibe la adicién de azlcares por la OST, para
poder distinguir claramente qué bandas correspondian a la proteina
modificada por glicosilacion (figura R2.Clb). Cuando TRAM se tradujo
utilizando un extracto celular en el que la expresién enddgena de la propia
TRAM no habia sido manipulada, los niveles de glicosilacion del producto de
traduccién fueron elevados, indicando que TRAM habia particionado al
entorno lipidico correctamente. Por el contrario, la misma mezcla de
traduccion utilizando células que habian sido tratadas con el RNA de
interferencia rindieron productos no glicosilados, lo que indicaba que
TRAM no se habia integrado en la membrana del RE con su topologia
nativa. Estos resultados confirman que TRAM es estrictamente necesaria

para su propio ensamblaje en la bicapa lipidica.
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Figura R2.C1. TRAM es estrictamente necesaria durante el proceso de insercion
cotraduccional de la propia TRAM. A) Efecto de deplecionar TRAM mediante
anticuerpos. La autorradiografia del gel SDS-PAGE muestra los niveles de
glicosilacidn total de la diana NsgVT de la traduccidn in vitro de un polipéptido
conteniendo los primeros 250 aminoacidos de TRAM en presencia de microsomas a
los que se les ha afiadido cantidades crecientes de un anticuerpo anti C-t de TRAM.
B) Inhibicién de la expresién de TRAM en células HelLa mediante siRNA. La foto
muestra la traduccidn in vitro de la secuencia de TRAM utilizando como fuente de
membranas un extracto de células deficitario en TRAM.

Observando la figura R2.C1 parece evidente que TRAM no solamente se
encuentra adyacente (como vimos en el apartado R2.B mediante
fotoentrecruzamiento de cadenas nacientes, figura R2.B4) sino que también
es necesaria para la insercidon eficiente de la misma TRAM durante su
proceso de biogénesis. Esta primera aproximacién para determinar cuan
importante es TRAM durante la integracion cotraduccional de proteinas en
la membrana tiene un elevado interés debido a que no existen evidencias
previas que demuestren que este componente del translocén participa

activamente en este proceso.
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R2.D. DISECCIONANDO EL ENSAMBLAIJE DE TRAM.

R2.D1. Insercion independiente de los segmentos TM de TRAM
marginalmente hidrofébicos.

En el apartado anterior hemos determinado la topologia de TRAM
utilizando polipéptidos que progresivamente incorporaban las diferentes
regiones hidrofébicas de la proteina, comprobando que, a medida que se va
elongando la cadena polipeptidica, los segmentos TM uno a uno se iban
insertando en la bicapa lipidica. Sin embargo, desconocemos si durante el
proceso cotraduccional de integracién en la membrana, los distintos
segmentos TM se insertan de forma independiente o si existen
interacciones ente los distintos fragmentos que faciliten, en un proceso
cooperativo, su integracién. Las hipdtesis actuales acerca de la topogénesis
y el ensamblaje de las proteinas politdpicas apuntan a que el complejo
ribosoma/translocén monitoriza las caracteristicas de secuencia y/o
estructurales de la cadena naciente durante su sintesis, y, asi, mediante
cambios conformacionales podria sefializar los mecanismos de insercién y
plegamiento de la proteina en la membrana. En este sentido, en lugar de
una difusion pasiva desde el translocon a la bicapa lipidica dirigida
Unicamente por la hidrofobicidad de cada segmento aislado, se ha
propuesto un modelo mas dindmico en el que la adquisicion de la
estructura terciaria de las proteinas politdpicas estaria gobernada por
diversos reajustes en la estructura del polipéptido naciente mediante
diversos mecanismos que se integran para dar lugar a un correcto
ensamblaje en la membrana. La figura R2.D1 muestra una simplificacion de
los distintos modelos propuestos para la integraciéon de TMs de proteinas

politdpicas..
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Figura R2.D1. Mecanismos de insercion cotraduccional de proteinas politdpicas.
Durante la biogénesis, los TM son transferidos lateralmente desde el translocén a
la membrana del RE. Esto puede ocurrir de manera secuencial e independiente, en
horquilla é en grupos de haces de hélices TM. Tomado de (Skach, 2009).

Las distintas formas en las que puede ocurrir este proceso se pueden
resumir en: i) una insercion secuencial, en la que cada segmento TM
abandona el entorno del translocdn integrandose en la membrana
individualmente; ii) insercidon en horquilla, en la que pares de hélices TM
generalmente separadas por lazos formados por pocos aminodcidos se
integran conjuntamente en la membrana; vy iii) insercidon en bloque, en la
que los distintos segmentos TM sufririan un empaquetamiento en el
interior o en las proximidades del translocén para finalmente integrarse en
la membrana como un haz de hélices. Al menos en los dos ultimos modelos,
la integracion de segmentos TM poco hidrofdbicos puede ser facilitada por

la presencia de otros segmentos TM adyacentes. El TM que dirige la
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integracion no se integraria inmediatamente en la membrana tras su paso
por el canal del translocén, sino que permaneceria cercano al complejo
para recoger al fragmento poco hidrofébico y asistirle acompanandolo en
su insercion. Existen evidencias experimentales que indican que pares de
hélices TM interaccionan entre ellas antes de integrarse en la membrana
(Heinrich and Rapoport, 2003; Sadlish et al., 2005; Sauri et al., 2005; Skach

and Lingappa, 1993)

Varios de los segmentos TM de TRAM que hemos demostrado que
atraviesan la membrana eficientemente en el contexto biosintético de la
proteina contienen aminodacidos hidrofilicos o incluso cargados. Un anlisis
de los distintos segmentos transmembrana de TRAM utilizando el servidor
AG Predictor (figura R2.D2) muestra que desde el punto de vista
termodinamico que la integracion de varios de los segmentos TM parece
estar muy penalizada. De hecho, este programa predice que los fragmentos
3, 4, 5y 6 (la mayoria de ellos contienen residuos cargados) no se
integrarian eficientemente en la membrana. En este algoritmo, un valor
positivo de AG indica translocacion mientras que un valor negativo es
indicativo de insercidn en la membrana. Para determinar si estos
segmentos son capaces de insertarse en la membrana de forma
independiente usamos el mismo sistema experimental utilizado para el
desarrollo del AG Predictor, el cual se basa en la peptidasa del péptido sefial
de la membrana interna de Escherichia coli Lep (leader peptidase) (Hessa et
al., 2005b). Lep estd formada por dos segmentos TM (H1 y H2) conectados
por un lazo citosdlico (P1) y un dominio C terminal extracitosélico
voluminoso (P2). Esta proteina es capaz de insertarse en membranas
derivadas del RE con los dos extremos localizados en la parte luminal
(Gafvelin et al., 1997).
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AGPd (kcal/mol)

TM1: 2ADIVSCLAMLFLLGLMFEVTA* -0.63
TM2: SLATVLFYMLVAIIIHAIIQEY VL2 -1.24
TM3: '#QLSAFYLFACVWGTFILIS™2 +0.28
TM4: "TFFYISQLAYWLHAFPELYF18° +4.03
TMS5: "¥7LVYIGLYLFHIAGAYLLN?™* +1.05
TM6: 2"8LGLVLLVLHYFVEFLFHISRLFY 20 +0.77
TM7: 252LWAVLFVLGRLLTLILSVLTVGF?™# -1.11

TM8: 23V AVRIAVLASICITQAFMMWKF|316 -0.56

Figura R2.D2. Prediccion del AG para la insercion en la membrana de los
segmentos TM de TRAM. El programa utilizado “AG predictor” esta accesible en
internet (http://dgpred.cbr.su.se/). El algoritmo utilizado esta basado en el ensayo
in vitro descrito en la figura 1.10. Los datos pueden expresarse como una constante
de equilibrio aparente y ser convertidos a valores de energia libre aparente (Hessa
et al.,, 2005b) para una comparacion relativa entre las diferentes secuencias. En
este sistema, un AG aparente de 0 kcal/mol corresponde con una insercion del 50%
de las moléculas (Hessa et al., 2007). Mientras que valores de AG positivos
(destacados en rojo) son indicativos de translocacién, los valores negativos
(nimeros verdes) son indicativo de integracion.

En el sistema utilizado el segmento objeto de estudio se subclona en el
dominio P2 quedando flanqueado por dos dianas de glicosialcién (G1 y G2)
(figura R2.D3, panel superior). La monoglicosilacion de la quimera indica
integracion mientras que moléculas doblemente glicosiladas son indicativas
de la translocacion del segmento estudiado. El porcentaje de insercidn se
calcula en base a las fracciones de moléculas [monoglicosiladas /
(monoglicosiladas+doblemente glicosiladas)] x100. Con este sistema
procedimos a estudiar la insercidn de forma aislada de aquellos segmentos
TM cuya prediccion, en base a su secuencia, sugiere que no se integran en

la membrana. La figura R2.D3 muestra los productos de traduccidn en
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presencia de microsomas de cuatro constructos diferentes que contienen el
TM3 (residuos 124-142), TM4 (residuos 167-185), TM5 (197-214) y el TM6
(residuos 218-240) de TRAM. El TM3, a pesar de tener un AG positivo
mostré aproximadamente un 67% de insercion, lo que quiere decir que este
segmento es reconocido como un verdadero segmento TM por la
magquinaria de insercidn, a pesar de su baja hidrofobicidad. No ocurrié asi
para los TM 4 y 5 que son practicamente translocados en su totalidad,
indicando que fuera del contexto de su secuencia natural son incapaces de
integrarse en la membrana y sugiriendo que su insercién debe ser asistida.
Dado que mas del 75% de las moléculas que contenian al TM6 fueron
monoglicosiladas, esta secuencia es eficazmente reconocida por la
magquinaria de integracién como un TM legitimo, y, al igual que ocurria con
el TM3 este sexto fragmento se inserta experimentalmente mucho mejor
gue lo predicho computacionalmente. Este mayor grado de insercion puede
explicarse, al menos en parte, por la presencia de residuos cargados
positivamente en el extremo C-t del TM6, que quedan orientados al lado
citosdlico de la membrana, ya que se ha descrito previamente que residuos
cargados positivamente flanqueando regiones TM pueden mejorar la
capacidad de insercion (Lerch-Bader et al., 2008), de acuerdo con la regla

de “positivo dentro” (von Heijne, 1992) mencionada anteriormente.
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Figura R2.D3. Insercidon independiente de los fragmentos TM marginalmente
hidrofébicos de TRAM. Arriba se muestra un esquema de la construccidn utilizada
para estudiar la capacidad de insercion de determinadas secuencias en la
membrana (Hessa et al., 2005a). G1 y G2 son las potenciales dianas de glicosilacién
representadas por los asteriscos que son rosas cuando se modifican por la OST y
blancas cuando no son modificadas. Los rectdngulos verdes representan el H1 y H2
de Lep mientras que el rectangulo rojo es la secuencia objeto de estudio insertada
en el lazo luminal P2 de Lep. El porcentaje de insercidn en este sistema se calcula
como la cantidad de moléculas monoglicosiladas dividido por la suma de las
moléculas monoglicosiladas mas las doblemente glicosiladas y todo esto
multiplicado por cien. En el panel inferior se muestran las traducciones de las
quimeras ensayadas.

R2.D2.Influencia de los segmentos TM adyacentes en la insercion de
segmentos marginalmente hidrofdbicos.

Una vez observado que la insercion de los TM 4 y 5 no se puede justificar
simplemente por un reparto pasivo desde el translocén a la membrana, se
decidid estudiar la posibilidad de que otros segmentos TM con una

informacidn topoldgica mas robusta pudieran asistir a la integracién de
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aquellos que carecian de la misma. Recientemente se ha descrito que en
algunas ocasiones, los segmentos TM adyacentes, especialmente el
precedente (Hedin et al., 2010), puede favorecer la insercion de segmentos

marginalmente hidrofébicos (Enquist et al., 2009).

Con objeto de estudiar si la integracion en membranas del segmento TM4
estd influenciada por la presencia del TM precedente clonamos en el mismo
sistema de andlisis la regiéon que incluye ambos segmentos TM3 y TM4
(residuos 185-214) flanqueada por las dos dianas de glicosilacion (G1 y G2)
anteriormente mencionadas. La transcripcion/traduccion in vitro de esta
quimera origind el patrén de bandas de glicosilacion que se muestra en la
figura R2.D4. Dado que esta construccién con dos TM fordneos puede dar
lugar a diferentes formas topoldgicas teodricas, disefiamos una diana de
glicosilacién adicional en la regién que conecta los dos segmentos TM (G3,
figura R2.D4); lo que permite interpretar mas facilmente los patrones de las
distintas formas glicosiladas obtenidas. La cuantificacion de las bandas en
las autorrradiografias de los geles de electroforesis mostré un porcentaje
de glicosilacion del 24% de moléculas triplemente glicosiladas,
correspondiendo esta poblacion a las moléculas que presentan los dos
fragmentos translocados al lumen del RE (figura R2.D4, situacion C). La
fraccion de moléculas que sélo se glicosilaron en una de sus dianas (61%) se
origina por la insercion de una sola de las hélices en la membrana mientras
que la otra seria translocada (fig. R2.D4, situacién A 6 D). Sin embargo, la
situacion mds probable es que sea el TM3 el que esté insertado y el TM4
translocado ya que el primero, cuando se ensayd independientemente,
presentd un porcentaje de insercidon del 67% mientras que el segundo sélo
se integraba en un porcentaje <5% (figura R2.D3). Finalmente, el 15% del
total correspondia a la poblacidon de moléculas doblemente glicosiladas
procedente de la insercion de ambos fragmentos simultdneamente como

una horquilla. Para poder asignar la contribucion de la horquilla a Ila
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integracion en la bicapa lipidica de estos dos segmentos TM debemos

analizar los datos mostrados en las figuras R2.D3 y R2.D4 conjuntamente.

microsomas
96

55

46

ll )
22
$

Situacion A Situacion B Situacion C
G1 G2 G 3 G
lumen RE Jumen R G
TMl ™3| ™4
TMamoso! Lep citosol
Lep G3 2 G3

f1g=61% f2g=15% f3g=24%

Situacién D

Figura R2.D4. Insercion de la region TM3+TM4 de TRAM en una variante del
sistema Lep con tres dianas de glicosilaciéon. De forma analoga a la integracion de
un TM aislado (figura R2.D3), se introdujo dentro de Lep la region de TRAM que
abarca desde la GIn 214 hasta la Phe 185 y que comprende los TM 3y 4 y el lazo
que los une. Para distinguir entre las posibles topologias se disefid una diana de
glicosilacidn adicional (G3) en el lazo que conecta los dos fragmentos TM. La figura
muestra el resultado de la traduccion in vitro de la quimera y las distintas
situaciones topoldgicas posibles que puede adquirir. La situacion D se ha
desestimado ya que resulta muy improbable que el TM3 no se inserte y el TM4 si lo
haga por si mismo, como se explica en el texto. El circulo blanco representa las
moléculas sin glicosilar mientras que el negro es significativo de la modificacién de
una de las dianas.
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Segln lo mostrado en la figura R2.D4, cuando se ensayan el TM3 y el TM4
conjuntamente el primero se inserta con una eficiencia del 76% (situacion A
+ situacion B), y el TM4 lo hace en un 15%, aproximadamente triplicando su
insercidn respecto al segmento aislado (<5%). Es interesante destacar que a
su vez, también el TM3 mejora su eficiencia de integracion en presencia de
la horquilla (pasa de un 67% cuando se encuentra aislado a un 76% cuando

se traduce junto con el TM4)

Probablemente, en el mecanismo de traduccién de TRAM in vivo estos dos
segmentos TM interaccionaran entre ellos durante el proceso de insercion
cotraduccional para facilitar su ensamblaje mientras son embebidos en Ia
bicapa lipidica (Tamborero et al., 2011). De hecho, ambos segmentos TM
poseen aminoacidos que pueden formar puentes de hidrogeno e
interacciones idnicas con otros residuos (E, N, Q e H) lo que posibilita la
estabilizacion de la horquilla y el apantallamiento de estos grupos polares

para su posterior integracion en el entorno hidrofébico de la membrana.

Con el objetivo de saber si esta region de TRAM se inserta en forma de
horquilla o lo hace como un grupo de fragmentos TM que establecen
interacciones entre ellos previamente a su insercién en la bicapa,
realizamos otra serie de construcciones en este mismo sistema
experimental. Para ello, en primera instancia se subclond la region que
abarcalos TM 3, 4y 5, en concreto desde el aminoacido 125 hasta el 213 de
la secuencia de TRAM (ver figura R2.B1). Ademds, se afiadié por
mutagénesis dirigida una diana de glicosilacién adicional en el lazo que une
los TM 3 y 4 para facilitar la interpretacién de los resultados (a esta
construccion la llamamos 3g4-5). La figura R2.D5 muestra el resultado de la
traduccidn en presencia de membranas de esta construccién. Observando
los patrones de glicosilacién obtenidos podemos descartar que los tres TM
sean translocados al lumen simultdaneamente, ya que no se observan

moléculas triplemente glicosiladas (a diferencia de lo que ocurria en 3g4,
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figura R2.D4). A pesar de que a partir de esta construccién no podemos
concluir que los tres segmentos TM se integren como un grupo (la
poblacién de moléculas monoglicosiladas puede proceder de distintas
formas topoldgicas, figura R2.D5) si parece existir un efecto claramente
favorecedor del TM5 sumado a los dos anteriores, ya que su presencia esta

impidiendo la translocacién global de toda esta region.

3 glicosilaciones

microsomas - +

. Lad
1glicosilacion
—

lumen RE

citosol

3g4-5

Figura R2.D5. Diseccionando el proceso de integracién cotraduccional de TRAM.
Resultado de la traduccién en presencia de membranas de la quimera Lep-3g4-5. A
la derecha se muestran esquemas de las distintas formas topoldgicas que puede
adoptar la quimera.

A continuacién, se realizaron dos construcciones que contenian por una
parte, la regién que abarca el TM4 y el TM5 afiadiendo una diana de
glicosilacién en la region que los conecta (4g5, aminoacidos 167-213) y, por
otra, la region que abarca el TM5 y el TM6, de nuevo disefiando una diana
de glicosilacion entre los dos TMs (5g6, aminoacidos 197-240). Los
resultados de las traducciones in vitro de estas proteinas quiméricas en
presencia de membranas pueden observarse en la figura R2.D6a. Estos
resultados muestran que, asi como en el caso de la construccién 4g5
existen moléculas triplemente glicosiladas que indican que en una alta

proporcion los TM 4 y 5 han sido translocados al lumen, la ausencia de
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formas triplemente glicosiladas es indicativa de que no existe translocacion

de los TM 5 y 6 de manera simultanea.

A) B)
microsomas - + - +
Eat!

- — — lumen RE

tERY |l

—
== toplasma
. -
o woag
4ag5 5g6

Figura R2.D6. Diseccionando el proceso de integracién cotraduccional de TRAM.
A) Resultado de la traduccién en presencia de membranas de las quimeras Lep4g5
y Lep5g6. B) Modelo de la disposicion de los aminoacidos polares en los TM 3, 4, 5
y 6 de TRAM que proponemos como directores de la insercién en grupo de esta
region de la proteina. Las lineas de trazos representan los potenciales puentes de
hidrégeno que estabilizarian esta region de la proteina permitiendo su integracion
en bloque.

Estos resultados sugieren que el TM5 no debe tener un efecto significativo
en favorecer la insercion del TM4 cuando estos dos TM se encuentran
aislados de su entorno natural, es decir, en ausencia de la parte N-terminal
de la proteina. Sin embargo, si parece tener una contribucion significativa
para la insercién de los TM 3 y 4 cuando éstos son traducidos a la vez
(figura R2.D5). Por lo que respecta a la horquilla 5g6, las moléculas
monoglicosiladas solamente pueden deberse a la inserciéon del TM5 y
translocacion del TM6; la cuantificacion de esta banda da un 72% de
insercidon del TM5, mucho mayor que cuando se ensayd este fragmento

aislado, por lo que podemos decir que la presencia del TM6 incrementa la
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eficiencia de integracion del TM5, probablemente porque se establezcan

interacciones entre aminoacidos polares de ambos TM.

Todos estos datos parecen indicar que la insercién de los TM 3, 4, 5y 6 de
TRAM se realiza, en cierta medida, de forma cooperativa, en grupo. El
esquema del modelo que proponemos para la integracién en bloque de
esta regién se muestra en la figura R2.D6b. En este modelo, una histidina
(H206) del TM5 podria formar puentes de hidrégeno por una parte con un
glutdmico del TM3 (E143) y por otra con uno del TM6 (E230); estas
interacciones disminuirian la polaridad neta de las regiones transmembrana
y por tanto estabilizarian en gran medida su integracién en la bicapa.
Ademds, este modelo explicaria por qué en la horquilla 4g5 no se observa
efecto cooperativo ya que a pesar de que el TM4 también posee un
glutamico (E182), su localizacion no es la mas idénea para que se pueda
formar un puente de hidrégeno (ver la disposicidon de los aminodcidos en la
figura R2.D6b). Asi, interacciones electrostaticas entre TMs poco
hidrofébicos que contienen residuos polares o incluso cargados con
fragmentos transmembrana mds candnicos pueden favorecer la insercion
de los primeros. En este sentido, como un perfeccionamiento que permite
un mayor grado de sofisticacién del propuesto por el modelo mas simple
(Blobel, 1980) que asumia el paso secuencial e independiente de los TM
desde el canal del translocén a la membrana, las proteinas politdpicas,
entre ellas TRAM, pueden haber desarrollado estrategias variadas para la
adquisicion de su estructura tridimensional en la membrana. Muchas
proteinas politdpicas, como el CFTR (regulador del transportador de la
fibrosis quistica), la glicoproteina P, acuaporina (Pitonzo and Skach, 2006;
Sadlish and Skach, 2004) y, en vista de los resultados obtenidos en la
presente tesis, también TRAM (Tamborero et al.,, 2011), utilizan
mecanismos diferentes al simple particionamiento secuencial e
independiente de los fragmentos hidrofébicos para adoptar su estructura

terciaria en la membrana. Estos mecanismos alternativos existen,
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probablemente, porque muchos segmentos TM, ademas de su accion como
determinantes topoldgicos, poseen otras funciones para las que requieren
la presencia de ciertos aminoacidos polares. La presencia de determinados
residuos, como por ejemplo los aminodcidos cargados puede, en muchas
ocasiones, comprometer la capacidad de insercién de un fragmento
transmembrana. Es por ello que la evolucién ha debido de generar diversas
soluciones al problema que surge en la insercidn de estas regiones
introduciendo alternativas al mecanismo basico de insercidon de fragmentos

TM en la bicapa lipidica para acabar adquiriendo su estructura funcional.

La proteina TRAM ha sido relacionada previamente con los procesos de
translocacion e integracién de algunas proteinas de secrecién y de
membrana (Cross and High, 2009; Do et al.,, 1996; Heinrich et al., 2000;
Heinrich and Rapoport, 2003; McCormick et al., 2003; Sauri et al., 2007,
Voigt et al.,, 1996). Aunque no se conoce cudl es su funcidon en estos
procesos, se ha descrito la interaccion de TRAM con secuencias de
hidrofobicidad limitada (Cross and High, 2009; Heinrich et al., 2000;
Meacock et al., 2002; Voigt et al., 1996), por ello resulta una hipdtesis
atractiva la idea de que TRAM tenga una actividad chaperona de proteinas
de membrana asistiendo a la integracién en la bicapa lipidica de
determinados segmentos, lo cual puede ser especialmente relevante en la
integracion de aquellos segmentos TM poco hidrofébicos o incluso

conteniendo residuos cargados.

La informacion topoldgica extraida en este trabajo sugiere un modelo para
la funcién de TRAM en el que la presencia de secuencias transmembranales
con hidrofobicidad limitada (TM3, TM4, TM5 y TM6) proporciona un lugar
donde “se podria recibir’ a los TM poco hidrofébicos de las cadenas
nacientes que estan siendo sintetizadas, sirviendo como una zona de
ensamblaje para esas regiones hidrofilicas antes de insertarse en la bicapa

lipidica (Tamborero et al., 2011), a la espera de su interaccién con otras
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regiones del polipéptido naciente que faciliten este proceso. De hecho, esto
mismo parece ocurrir en la insercion de algunos de sus propios TMs; como
hemos mostrado, la insercidon de los TM 4 y 5 extraidos de su contexto
natural es defectuosa y tanto el TM que les precede como el que les sigue
son requeridos para que se integren mas eficazmente. Consistente con esta
idea, un trabajo reciente muestra evidencias experimentales sobre cémo
interacciones de lazos flanqueantes y de otros TM vecinos pueden permitir
la integracion de hélices extremadamente poco hidrofébicas (Hedin et al.,
2010).

R2.E. REQUERIMIENTO DE TRAM DURANTE LOS PROCESOS DE
INSERCION EN LA MEMBRANA: INHIBICION DE LA EXPRESION DE
TRAM MEDIANTE RNA DE INTERFERENCIA.

La interaccion de TRAM con fragmentos TM que estdn siendo integrados a
través del translocdn ha sido descrita en diversas ocasiones, pero nunca se
ha estudiado si esta proteina es estrictamente necesaria durante estos
procesos, por ello nos parecid interesante estudiar el requerimiento de
TRAM en la integracion de fragmentos TM mediante la técnica de RNA de

interferencia o silenciamiento (siRNA).

La proteina de movimiento del virus del moteado del clavel p9, ha sido
estudiada ampliamente en nuestro laboratorio durante el proceso de su
insercion cotraduccionanal en la membrana del RE (Sauri et al., 2007; Sauri
et al., 2005; Sauri et al., 2009; Vilar et al., 2002). Esta es una proteina con
dos segmentos TM que se inserta cotraduccionalmente en el RE con una
topologia N-t/C-t citosdlica y que durante este proceso sus dos TMs se
encuentran adyacentes a TRAM hasta que termina el proceso de insercion,

cuando el peptidil-tRNA es liberado del ribosoma. La figura R2.E1 muestra
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el modelo propuesto para la integracion de p9 (Sauri et al., 2007). En este
modelo, basado en experimentos de fotoentrecruzamiento de cadenas
nacientes, los autores proponen que el TM1 de p9 no se aleja del
translocén una vez ha salido del poro formado por Sec6la, sino que
permanece inteccionando con la subunidad a del heterotrimero y con
TRAM hasta que el TM2 abandona Sec6la interaccionando con TRAM (al
igual que TM1), de esta forma ambos segmentos TM deben particionar a la

membrana a la vez.

Para estudiar si TRAM es necesaria en la correcta integracion de p9 en la
membrana del RE utilizamos una estrategia basada en la inhibicidn de la
expresién de TRAM en células HelLa mediante la utilizacion de un RNA de
interferencia o silenciamiento (siRNA) que bloquea la expresién de una
parte importante de los RNAs mensajeros que codifican para esta proteina.
Posteriormente se tratan las células con digitonina, detergente que
solubiliza la membrana plasmatica pero deja casi totalmente intacta la
membrana del RE, consiguiéndose unas células semipermeabilizadas
(células SP) que mantienen las interacciones proteina-proteina y por tanto
el complejo del translocén funcional (Wilson and High, 2010; Wilson et al.,
1995). Este sistema posee las ventajas de los sistemas “libres de células”
convencionales, incluyendo su rapidez, pero con la posibilidad de poder
manipular los componentes del ensayo. Las células SP mantienen los
organulos intracelulares permitiendo que los procesos ocurran en el tubo
de ensayo mimetizando en gran medida la situacién de la célula intacta.
Estos experimentos fueron realizados en el laboratorio del profesor

Stephen High de la Universidad de Manchester, Inglaterra.
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Figura R2.E1. Modelo de integracion cotraduccional de la proteina p9 del virus del
moteado del clavel. El TM1 de p9 es adyacente a Sec6la durante todo el proceso,
a una cierta longitud de cadena naciente este primer TM entrecruza con TRAM
sugiriendo una transicion de la cadena naciente a una interfase entre dos
componentes del translocén (Sec61a y TRAM). p9 sigue estando adyacente a TRAM
cuando el TM2 entra en el translocdn; a longitudes mayores de cadena naciente el
TM2 también interacciona con TRAM. Ambos TM permanecen cercanos a TRAM
hasta que finaliza el proceso de traduccidn. La membrana del RE estda representada
en naranja vista desde arriba. Tomado de Sauri et al., 2007.

Para detectar si una proteina se integra eficientemente en la membrana de
células a las que se les ha disminuido la expresion de TRAM mediante el
tratamiento con siRNA, utilizamos como marcador indicativo del proceso la
modificacién de dianas de glicosilacién por la OST, cuya funcién también se
mantiene intacta en estas células semipermeabilizadas. Para realizar estos
experimentos utilizamos un mutante de p9 que posee tres glutdmicos en
mitad del segundo TM (p9EEE) (Vilar et al., 2002), de manera que éste
segundo fragmento hidrofdbico pasa de integrarse en la membrana en la
proteina salvaje a no hacerlo en el mutante (figura R2.E2a, izquierda), por lo
que la diana de glicosilacién que posee queda asi accesible a la modificacidn
por la OST y nos sirve como indicadora de la integracidén en presencia o en
ausencia de TRAM. Los experimentos se realizaron en paralelo con células
SP tratadas con un oligo control que no forma el complejo silenciador, con
células SP tratadas con el siRNA antiTRAM y con microsomas de perro

(como control de traduccidn). Los resultados de la integracién de p9EEE
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cuando el porcentaje de expresion de TRAM en presencia del siRNA es de
aproximadamente el 50% (el porcentaje de inhibicion de la expresion se
valor6 mediante transferencia a membrana de nitrocelulosa e
inmunodeteccién con un anticuerpo antiTRAM) se muestran en la figura
R2.E2. La banda de mayor movilidad electroforética corresponde a la
proteina sin residuos de azlcares anadidos mientras que la de mayor
movilidad corresponde a una modificacién por glicosilacién (en el caso de
POEEE, figura R2.E2c panel izquierdo) o dos (en el caso de p9EEEP2 (figura
R2.E2c panel derecho). Para corroborar que las bandas de menor movilidad
electroforética se debian, efectivamente, a modificaciones por adicién de
azucares, en todos los experimentos siempre se realizé un control con
tunicamicina, droga que inhibe a la OST impidiendo que transfiera azlcares
a las secuencias consenso. Como se observa en la figura R2.E2c, los niveles
de glicosilacion no se ven afectados por lo que podemos decir que una
disminucién de aproximadamente la mitad del nimero de moléculas de
TRAM presentes en la célula no parece afectar a la insercién en la
membrana de p9. Utilizando las mismas células SP que para los
experimentos de p9EEE, realizamos traducciones de otra construccion
basada en ésta, ya que la eficiencia de glicosilacién de este constructo es
muy baja y podria ser que no se detectaran diferencias por encontrarse en
el limite de sensibilidad de la técnica. p9EEEP2 consiste en la fusion de
pP9EEE al lazo extracitosdlico P2 de Lep, que posee otra diana de
glicosilacién (figura R2.E2a, derecha). Alargando el extremo C-t del
polipéptido conseguimos una proteina de mayor peso molecular que nos
facilita la visualizacidn en geles de SDS-PAGE. Los resultados corroboran los
obtenidos con el constructo anterior (p9EEE),confirmando que, al parecer,
no existen diferencias en la capacidad de insercidn de esta proteina con los

niveles de inhibicidn de la expresiéon de TRAM conseguidos.
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Figura R2.D2. Requerimiento de TRAM para la insercion de p9 en la membrana
del RE. A) Esquema de las construcciones utilizadas. p9EEE posee tres E en el
segundo TM lo que le impide integrarse correctamente en la membrana (indicado
por el rayo). p9EEEP2 es la fusidon de p9EEE a P2 de Lep y por ello posee una diana
de glicosilacén (bola negra) adicional. B) Transferencia e inmunodeteccion
(western) anti-TRAM del extracto de células HelLa semipermeabilizadas (células SP).
La primera carrera corresponde al cultivo celular transfectado con los
oligonucleédtidos control (RISC free) que no forman el complejo silenciador del
mRNA. La segunda corresponde a las células tratadas con el siRNA anti-TRAM, la
tercera corresponde a las células tratadas con tunicamicina (tunic) y la cuarta al
western anti-TRAM realizado con microsomas (micros) como control de
funcionamiento del anticuerpo. Se consiguid aproximadamente un 50% de
inhibicidn de la expresidon de TRAM en el cultivo tratado con el siRNA en cuestion.
C) Traduccién de los mutantes en presencia de lisado de reticulocitos, células SP
como fuente de membranas de RE y metionina marcada con 3°S. El circulo blanco
representa la poblacion de moléculas no glicosiladas, el negro las monoglicosiladas
y los dos negros las doblemente glicosiladas.

Varios de los TM descritos en la bibliografia que interaccionan con TRAM
durante su integracion en el RE poseen algun residuo cargado en su

secuencia. De hecho, como ha sido comentado anteriormente, una de las
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hipétesis sobre la funcion de TRAM es precisamente facilitar el paso de
fragmentos TM poco hidrofébicos desde el canal acuoso del translocén
hasta la bicapa lipidica, actuando como una especie de receptor previo a la
integraciéon en la membrana de estas secuencias. Por ello nos parecio
interesante estudiar el requerimiento de TRAM durante la integracién en la
membrana del RE de este tipo de secuencias. Uno de los segmentos TM que
presentan residuos cargados en su regién hidrofébica, que ya ha sido
objeto de estudio en esta tesis, es el de la proteina gp41 del VIH (figura
R2.E3a). Cuando la inhibicion de la expresion de TRAM significaba
solamente un 50% de las moléculas presentes en la célula no se observaron
diferencias en la insercion con respecto a células no tratadas (figura
R2.E3b). Sin embargo, al reducir la expresién de TRAM hasta un 35%, si se
observé una disminucion en el porcentaje de moléculas glicosiladas en un
16% (figura R2.E3c). Estos resultados indican que para observar algin
efecto en la integracion de este segmento TM la expresion de TRAM debe
ser reducida significativamente. Sin embargo, no fuimos capaces de
conseguir niveles de inhibicién superiores al 65%, que podrian revelar
efectos mds drasticos, ya que al aumentar la concentraciéon del RNA de

interferencia las células morian.
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Figura R2.E3. Requerimiento de TRAM para la insercion en la membrana del RE de
secuencias con residuos cargados: TM de gp41. A) Esquema de las construcciones
utilizadas. EI TM de gp41 se introdujo en el lazo P2 de Lep, quedando flanqueado
por dos sitios de glicosilacion. El porcentaje de insercion se calcula como
[%moléculas monoglicosiladas / (moléculas monoglicosiladas + moléculas
doblemente glicosiladas)] x100. B) Resultado de las traducciones en células
semipermeabilizadas y porcentajes de insercidn en presencia y en ausencia de un
50% de las moléculas de TRAM (ver western blot, derecha). C) Porcentaje de
moléculas insertadas en la membrana cuando se disminuyd la expresion de TRAM
aproximadamente a un 35% (ver western, derecha).

Con objeto de extender estos estudios se disefiaron otras secuencias con
residuos cargados en la region hidrofébica. Asi, observamos un efecto
parecido en la insercion en la bicapa lipidica de un mutante de la proteina

Lep (figura R2.E4). Heinrich et al. describieron en el afio 2000 que durante
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la insecidon del primer segmento TM de Lep (H1) en el RE no existia
interaccidon con TRAM, sin embargo, al introducir un residuo de arginina en

medio del H1 esta region entrecruzaba con TRAM.
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Figura R2.E4. Requerimiento de TRAM para la insercion en la membrana del RE de
la proteina Lep y del mutante Lep R. A) Esquema de la construccién utilizada. En el
mutante Lep R se sustituyd la A en posicion 13 (mitad del H1) por una R. La estrella
representa una diana de glicosilacion. El porcentaje de insercidn se calcula como %
moléculas monoglicosiladas / (% moléculas monoglicosiladas + % moléculas no
glicosiladas). B) Resultado de las traducciones en células semipermeabilizadas y
porcentajes de insercidn en presencia y en ausencia de un 50% de las moléculas de
TRAM (ver western, derecha). C) Porcentaje de moléculas insertadas en la
membrana cuando se disminuyd la expresién de TRAM aproximadamente a un 35%
(ver western, derecha).
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Por ello introdujimos la misma mutacién en la secuencia nativa de Lep y
estudiamos el requerimiento de TRAM mediante siRNA en la integracion en
la membrana del RE de la proteina nativa y de un mutante con una R en
mitad de su primer TM. No obtuvimos diferencias en la insercidon de la
proteina Lep silvestre cuando se inhibia la expresién de TRAM, aunque si en
el mutante que posee la R en la mitad del primer TM. Cuando la expresion
de TRAM se redujo aproximadamente a un 35% Lep R disminuia su
insercion en la membrana de las células SP en un 25%, resultado similar a lo
ocurrido con el TM de gp41. La razén por la que con una inhibicién del 50%
de las moléculas de TRAM no se observa una disminucion en la eficiencia de
integracién de los TM estudiados puede ser debido a que quizd TRAM sea
mas abundante en la membrana del RE que el heterotrimero Sec61, al igual
gue ocurre con su supuesto homaélogo funcional bacteriano YidC (Driessen,
1994; Urbanus et al., 2002), por ello, aunque se reduzca a la mitad la
cantidad de TRAM presente en la célula, el exceso al que se encuentra
permitiria cubrir los requerimientos para la insercién en la bicapa de este

tipo de fragmentos.

Estos resultados proporcionan la primera aproximacion experimental para
el estudio de la funcién de TRAM como posible chaperona de proteinas de
membrana ya que, hasta la fecha, solamente existian datos de
entrecruzamiento con cadenas nacientes de segmentos TM de diversas
proteinas (datos que simplemente demuestran que TRAM se encuentra
cerca, pero no que sea requerida para el proceso de insercién en la bicapa
lipidica). Tanto el primer TM de Lep R como el TM de gp41 poseen una
caracteristica en comun que es la presencia de un residuo cargado, por lo
que los resultados presentados en este apartado de la tesis doctoral
sugieren que TRAM podria estar participando activamente en el proceso de
insercion de regiones TM poco hidrofébicas que contengan residuos

aminoacidicos cargados. Ademas, los indicios obtenidos de que

141



probablemente TRAM sea mucho mds abundante que Sec6la nos hace
especular acerca de si este componente de la maquinaria de
translocaciéon/integracién celular pudiera encontrarse en otro estado
diferente, no asociado al heterotrimero Sec61. La proteina bacteriana YidC,
gue es mucho mds abundante que SecYEG (homdlogo del Sec6lafy
eucariota), se encuentra tanto asociado al translocon formando un
complejo con él como de forma aislada participando en la denominada ruta
independiente de Sec en la que YidC actlda por si misma como insertasa
siendo responsable de la integracidon en la membrana de ciertas proteinas
propias de procariotas asi como de varias proteinas pequeias
pertenecientes a bacteridfagos (Facey et al., 2007; Samuelson et al., 2000;
Serek et al., 2004; van der Laan et al., 2004; van der Laan et al., 2003). La
hipdtesis de que probablemente TRAM pueda tener funciones parecidas a
las descritas para YidC junto con la observacién derivada de los
experimentos de siRNA realizados en el presente trabajo de que quiza
TRAM sea mucho mas abundante que Sec6la abre las puertas a futuras
investigaciones para dilucidar si esta proteina es capaz de actuar en un
estado independiente, no asociado al nucleo del translocén, sino como una
insertasa capaz de catalizar la integracion de ciertas proteinas de

membrana por si misma.
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CONCLUSIONES

143



Respecto al plegamiento en el tunel de salida del ribosoma:

1. Las hélicesTM adquieren cierto tipo de compactacién cuando se
encuentran, todavia, dentro del tunel de salida de la subunidad grande del
ribosoma. Por el contrario, aquellos fragmentos helicoidales pertenecientes
a proteinas no transmebranales no adquieren esta compactacion en el
tunel.

2. Los determinantes que rigen esta compactacién son la hidrofobicidad del
segmento, la tendencia a la helicidad de los aminoacidos constituyentes del
fragmento en cuestidn y la longitud de la secuencia hidrofébica. Ademds,
parece haber un cierto sesgo en los aminodcidos presentes en una de las
caras de la putativa hélice que favorecen esta compactacion.

3. Las secuencias que se pliegan en el interior ribosomal permanecen
plegadas en el canal del translocdn, previamente a su insercién en la bicapa
lipidica.

Respecto a la caracterizaciéon y funcion de TRAM:

1. TRAM se integra en la membrana del RE a través del translocén mediante
un mecanismo cotraduccional en el que participan la SRP, Sec6la vy la
propia TRAM. Ademas, la TRAM enddgena es necesaria para que las
moléculas de TRAM que se estan insertando en la membrana lo hagan
adquiriendo la topologia correcta.

2. TRAM presenta 8 fragmentos TM y adquiere una topologia N-t/C-t
citosdlica, siendo modificada cotraduccionalmente por la OST en la primera
(NsgVT) de sus tres potenciales secuencias consenso de glicosilacién que
posee.

3. Probablemente, los TM 3, 4, 5 y 6 se integren como un grupo en la
membrana, requiriendo que se den interacciones entre ellos previamente a
su paso a la bicapa lipidica.
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4. TRAM es requerida durante el proceso de insercidé de fragmentos TM que
poseen residuos con carga neta positiva
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e
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M1. MATERIAL BIOLOGICO.
M1.A. MANIPULACION DE LA BACTERIA Escherichia coli.
Cepas

En este trabajo hemos empleado principalmente dos cepas diferentes de E.
coli para la amplificacién de DNA plasmidico. La cepa DH5a (genotipo: F-
end Al hsd R17 (rk-, mk-) sup E44 thi-1 I- rec Al gyr A96 rel A1 D (arg F- lac
ZYA) U 169 y80d lacZDM15) se utilizd para la transformacién rutinaria de
DNA plasmidico. La cepa JM110 (genotipo: rpsL (Strr) thr leu thi-1 lacY galK
galT ara tonA tsx dam dcm supE44 A (lac-proAB) [F' traD36 proAB
laclgzAM15]) fue utilizada durante los procesos de clonacion en aquellas
ocasiones que era necesario amplificar plasmidos no metilados para su
posterior corte con enzimas de restriccion sensibles a la metilacion (ej.,
Bcll). Las células competentes de ambas cepas se prepararon en el

laboratorio siguiendo el protocolo de Sambrook de 1989.

Condiciones de crecimiento

Para el crecimiento de E. coli se utilizé el medio LB (Luria Bertani) liquido
[triptona 1% (p/v) (Pronadisa, Madrid, Espafia), extracto de levadura 0.5%
(p/v) (Pronadisa), NaCl 1% (p/v)] o sdlido, afiadiendo 2% (p/v) de agar
bacterioldgico (Pronadisa). Los medios se esterilizaron en autoclave durante
20 minutos a 1 atmédsfera de presion y 121°C. El LB se suplementd con el
antibidtico apropiado en cada caso. Las células se crecieron a 37°C y 250

rpm.
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Transformacidn por choque térmico

Para introducir nuestros plasmidos de interés dentro de las cepas de E. coli
se incubaron en hielo 10 ng de DNA junto con 50 ul de células competentes
durante 30 minutos. Tras este periodo las células se sometieron a un
choque térmico de 42°C durante 45 segundos y posteriormente se
incubaron 5 min. en hielo. Seguidamente se afiadieron 500 pl de LB y se
recuperaron las células a 37°C durante 45 minutos en agitacidn. Las células
se recogieron por sedimentacion a 3000 rpm durante 5 min., se eliminaron
450 pl del sobrenadante, con el resto se resuspendidé el sedimento y se
sembrdé en una placa LB con el antibidtico adecuado en cada caso. La placa

se crecio en una estufa a 37°C durante toda la noche.

Transformacidn por choque eléctrico.

En aquellas ocasiones que se requeria una alta eficiencia de transformacion
se recurrié a la transformacién de DNA por medio de electroporacién. En
este caso 50 plL de células electrocompetentes se incubaron con 5 ng de
DNA plasmidico. A continuacion las células fueron sometidas a un choque
eléctrico de 1.8 kV/cm? durante 5 mili segundos, para lo cual se emplearon
cubetas de electroporacidon con una distancia entre los electrodos de 0.1
cm. Tras el choque eléctrico las células se recuperaron en medio LB
incubandolas 45 minutos a 372C en agitacion, pasados los cuales las células
fueron sembradas en una placa de LB mas el antibidtico requerido en cada

caso.
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M1.B. CULTIVO DE LINEAS CELULARES HUMANAS.
Lineas celulares utilizadas.

En este trabajo hemos utilizado dos tipos diferentes de lineas celulares de
humanas que crecen en monocapa adheridas a un sustrato. La linea HEK293
(células embrionarias de rifién) se empled durante los experimentos de
topologia de TRAM in vivo. Los estudios funcionales de TRAM con RNA de
interferencia se realizaron con células Hela (células epiteliales de

carcinoma de cérvix) (ATCC).

Condiciones de crecimiento y propagacion.

Las lineas celulares se cultivaron en monocapa en frascos de 75cm?
recubiertos con medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Media) con 4.8
g/L de glucosa suplementado con 2 mM glutamina y un 10% (v/v) de suero
bovino. Cuando las células alcanzaban el 90% de confluencia se
tripsinizaban y se pasaba una dilucién a otros frascos conteniendo DMEM

fresco con el objetivo de propagar la linea.

Transfeccion de DNA plasmidico y de siRNA.

Transfeccion de DNA plasmidico

Un dia antes de la transfeccion se procedié a pasar las células a una placa
de 10 cm haciendo una diluciéon de manera que como minimo tenga un 80%
de confluencia el dia en que se realice la transfeccién. A la mafiana
siguiente se mezclaron 18 pl de lipofectamina (Invitrogen) con 360 ul de
DMEM sin suero y sin antibidticos; en un tubo separado se mezclaron 10 ug
del DNA plasmidico con 360 ul de medio sin suero y sin antibiéticos. Se dejé
incubar ambas mezclas a temperatura ambiente durante 5 minutos. A

continuacion se juntaron ambos tubos en uno y la mezcla se incubd durante
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20 minutos a temperatura ambiente. Se cambié el medio de la placa por 10
ml de DMEM sin suero y sin antibidticos y se afadié la mezcla de
DNA+lipofectamina. Se incubd la transfeccién durante 6 horas a 37°C, tras
este tiempo se eliminé el medio que fue reemplazado por 10 ml de DMEM+
suero+antibidticos. Las células se dejaron crecer durante toda la noche

previamente al analisis de los efectos de la sobreexpresion.

Transfeccion de siRNA

Un dia antes de la transfeccidn se pasaron las células a una placa de 10 cm
de didmetro usando una dilucién tal que el dia de la transfeccién tenia
aproximadamente un 30% de confluencia. A la mafiana siguiente se
mezclaron en un tubo 30 pl de oligofectamina (Invitrogen) con 70 ul de
medio Optimem (GIBCO) y en un tubo adicional el oligo duplex con 375 ul
de Optimem (el oligo duplex tiene que quedar a una concentracién en la
placa de 100mM, aunque previamente debe hacerse un estudio para
determinar la concentracion del oligo éptima a la que se consigue el
porcentaje de inhibicion deseado para cada gen). Se incubaron ambas
mezclas 5 minutos a temperatura ambiente. Ambos tubos se juntaron
incubando la mezcla a temperatura ambiente 20 minutos. El medio de la
placa fue sustituido por 7 ml de Optimem al que se le afiadié la mezcla de
transfeccion, que se incubd a 37°C durante 4-5 horas. Tras este periodo se
elimind el medio de transfeccidbn reemplazandolo por 10 ml de
DMEM+suero+antibidticos. Para observar el efecto de la inhibicion de la
expresion del gen en cuestidn se crecieron las células que habian sido

transfectadas durante dos dias antes de tripsinizarlas.
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M2. AISLAMIENTO Y MANIPULACION DE DNA.

M2.A. OBTENCION DE DNA PLASMIDICO.

Para el aislamiento de plasmidos de E. coli a pequefia escala se utilizd un
sistema de DNA plasmidico comercial (QlAprep Spin Miniprep kit, Qiagen,

Hilden, Alemania).

Para la extraccién de grandes cantidades de plasmido con el objetivo de
transfectar después ese DNA en células de mamifero en cultivo se utilizé el

kit comercial Plasmid Maxi de Qiagen.

M2.B. AMPLIFICACION DE DNA MEDIANTE PCR.

Las reacciones de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) se realizaron
en un termociclador Eppendorf Mastercycler (Hamburgo, Alemania). Las
mezclas de reaccién contenian 0.1-1 ng de DNA molde, 1 uM de cada
oligonucledtido (Isogen, Maarsen, Holanda), dNTPs 0.25 mM, tampdn de
PCR comercial, MgCl, 1.5 mM y 1 unidad de Taq (Thermus aquaticus)
polimerasa de Promega (Madison, WI, U.S.A.), para un volumen final de
reaccién de 25 pl. El programa de ciclos empleado rutinariamente es el
siguiente: 2 min. de desnaturalizacidon inicial a 95°C, 30 ciclos de
amplificacion ( 30 s. a 95°C, 1 min. a 55°C para la hibridacidn de los oligos al
DNA molde, 1 min. a 72°C para la elongacién) y una extensién final de 10
min a 72°C. EIl DNA amplificado se purific6 mediante el sistema de

purificacidn de productos de PCR (QlAquick PCR purification kit Qiagen).
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M2.C. MUTAGENESIS DIRIGIDA.

Se utilizd el sistema comercial PCR mutagenesis kit QuikChange de
Stratagen. Las reacciones contenian 5-50 ng de DNA molde, 125 ng de cada
uno de los oligonucleétidos disefiados con el cambio introducido, dNTPs
25mM y 1 unidad de DNA polimerasa Pfu (Pyrococcus furiosus Turbo en
tampon comercial en un volumen final de 50 pl. Se realizaron 18 ciclos de
amplificacion en un termociclador Eppendorf Mastercycler (30 s. a 95°C, 1
min. a 55°C y 2 min/kb de pldsmido a 68°C precedidos por un ciclo de
desnaturalizacién inicial de 2 min. a 95°C. El DNA amplificado se digirié con
la enzima Dpnl para degradar el DNA molde metilado y a continuacion se
transformaron células competentes DH5a de E. coli con 3 pl del producto
obtenido. Las células se sembraron en placas de LB seleccionando con el
antibidtico apropiado y se dejaron crecer toda la noche. Las mutaciones se

confirmaron por secuenciacion del DNA plasmidico.

M2.D. REALIZACION DE CONSTRUCCIONES: DIGESTION DE DNA Y
LIGACION.

Para la realizacion de las construcciones empleadas en este trabajo tanto
los insertos (obtenidos por PCR como los vectores fueron digeridos con las
enzimas de restriccién adecuadas siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las reacciones de ligacidn se realizaron con una relacién molar inserto
vector 3:1y 1 unidad de T4 DNA ligasa de Promega, la mezcla de ligacion se
incubd durante una noche a 16°C. El producto de ligacién se transformé en
células DH5a que se sembraron en placas de LB seleccionando con el
antibiotico correspondiente y se incubaron a 37°C durante toda la noche. La

obtencién de las construcciones fue comprobada mediante secuenciacién.
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El coddon ambar para situar el aminoacil-tRNA fotoactivable fue introducido
posteriormente por mutagénesis dirigida en la posicién 34 de la secuencia
aminoacidica de TRAM (TAG34).

M2.E. SECUENCIACION DE DNA.

Las mutagénesis dirigidas y las construcciones realizadas fueron
comprobadas por el servicio de secuenciaciéon de Macrogen Inc. (Seoul,

Korea).

M3. VECTORES Y DISENO DE CONSTRUCCIONES.

M3.A. CONSTRUCCIONES PARA ESTUDIO DE PLEGAMIENTO DE
CADENAS NACIENTES.

Para los estudios de plegamiento en el tunel ribosomal se utilizé el
pldasmido pGEM-Lep (Prof. von Heijne, Universidad de Estocolmo, Suecia).
En este vector la proteina Lep se encuentra bajo el promotor del
bacteridfago SP6, las secuencias objeto de estudio fueron subclonadas
mediante digestidon con Bcll y Ndel dentro del dominio P2 de esta proteina
de E. coli (figura M3.A). La asparagina de la diana de glicosilacién (G1) se
encuentra a 36 aminodcidos del sitio de corte Bcll, en los plasmidos
derivados de éste para el estudio de la compactacion en el vestibulo de
salida del ribosoma y en el translocon esta N se encuentra a 27 y 14

aminodcidos de Bcll, respectivamente.
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pGEM-Lep

secuencia

promotor a estudiar
2 Y

P1 P2

61 |

Bcl Ndel

Figura M3.A. Plasmido utilizado para estudiar plegamiento de cadenas nacientes
en el interior del ribosoma. El plasmido pGEM-Lep contiene la proteina Lep bajo el
promotor SP6. H1 y H2 representan los dos TM que posee Lep, P1 y P2 el lazo
citosdlico y luminal respectivamente. G1 es una diana de glicosilacion. Las
secuencias de interés fueron subclonadas dentro de P2 de manera que a d P-NST
comprendidas entre 63 y 73 la region objeto de estudio queda atrapada en una
zona situada a unos 20-25 A del sitio P (Mingarro et al., 2000; Whitley et al., 1996).

Para realizar los experimentos de transcripcidn/traduccién de cadenas
nacientes truncadas, se obtuvo por PCR la secuencia de la cadena naciente
de longitud deseada utilizando un oligo directo que hibrida en la regién 5’
del promotor de SP6 y uno reverso cuyo extremo 5’ hibrida en el ultimo
aminoacido que queremos que sea traducido, asi al transcribir in vitro los
productos de esta PCR generaremos mRNAs que carecen de coddn de

parada (mRNAs truncados).

Sobre este vector se realizaron todas las subclonaciones y mutantes
utilizados para el estudio de la compactacion de secuencias en el tunel

ribosomal.
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M3.B. CONSTRUCCIONES PARA ESTUDIAR LA CAPACIDAD DE
INSERCION EN MEMBRANAS.

El vector principalmente empleado en los estudios de insercién en la bicapa
lipidica se deriva del descrito en el apartado anterior (pGEM-Lep), pero en
este caso presenta una diana adicional de glicosilacion tras el segmento
objeto de estudio (G2) (Hessa et al., 2005a; Hessa et al., 2007) y los sitios de
restriccion que flanquean la secuencia de estudio son, en este caso, Spel y
Kpnl (figura M3.B). En este plasmido fueron subclonadas las regiones
helicoidales de L9, NAGK, el TM de gp41l y el TM de la proteina G del VSV
con respecto al capitulo de plegamiento en el tunel ribosomal, asi como los

fragmentos TM 3, 4, 5 y 6 de TRAM ademas de diversas combinaciones de

los mismos.
Spel  Kpnl
& P2 ! !
Lep ER lumen
2 secuenciade
interés
P1 G2 citosol Lep
P2

Figura M3.B. Plasmido utilizado para estudiar capacidad de insercién en
membranas.

En este caso dos dianas de glicosilacidn flanquean a la secuencia de interés, G1 y
G2 (Hessa et al., 2005a).
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M.3.C. SISTEMAS UTILIZADOS PARA LA EXPRESION DE TRAM.
Clonacion de TRAM a partir de cDNA de raton.

La secuencia nucleotidica de TRAM se amplificd por PCR a partir de cDNA
de raton utilizando el oligonucleétido directo 5'-
ATGGCGATTCGCAAGAAGAGC-3" y el oligonucledtido reverso 5'-
CTAAGAAGACTTCTCTTTCCTGC-3'. Después de su purificacién, el producto
de PCR se introdujo en el pldsmido comercial pGEM-T SP6 vector system de
Promega, quedando la secuencia proteica bajo el promotor del fago SP6, lo

gue nos permitié la expresion in vitro de TRAM.

Vector para la expresion de TRAM en cultivos de células humanas.

Para poder expresar TRAM en cultivos celulares subclonamos su secuencia
completa en el vector de transfeccion pCDNA3.1/V5-His TOPO-TA de
Invitrogen. La secuencia que codifica para la proteina queda asi bajo el
promotor constitutivo de citomegalovirus (CMV) con las etiquetas del
epitopo V5 y una cola de 6 histidinas en el extremo C-t para facilitar su

deteccion.

pcDNA3.1/
V5-His-TOPO

Figura M3.C. Mapa del vector pcDNA3.
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M3.D. PLASMIDO PARA  LOS  EXPERIMENTOS  DE
FOTOENTRECRUZAMIENTO DE TRAM Y DE INSERCION DE LA
PROTEINA p9 EN CELULAS CON LA EXPRESION DE TRAM AFECTADA.

En estos casos utilizamos el plasmido pGEM-P2 (Prof. von Heijne,
Universidad de Estocolmo, Suecia) que contiene el promotor de SP6
fusionado Unicamente al dominio P2 de Lep. En este plasmido subclonamos
la secuencia que contiene hasta el aminoacido 119 de TRAM quedando esta
region fusionada a P2. Un esquema de la construccidon se muestra en la
figura M3.D. La construccién p9EEE-P2 utilizada en el apartado R2.C.
también esta hecha sobre este vector y ya ha sido descrita previamente a
este trabajo(Sauri et al., 2005).

Ncol Ndel

promotor i 119 rims \r P2

G1

Mutagénesis dirigida
TAG
34

Figura M3.D. Plasmido utilizado para los experimentos de fotoentrecruzamiento.
El codén dmbar fue introducido mediante mutagénesis dirigida posteriormente a la
subclonacion de la regién que contiene los 119 primeros aminodacidos de TRAM por
restriccion (Ncol y Ndel) en pGEM-P2.
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M4. TRANSCRIPCION Y TRADUCCION IN VITRO.

M4.A. TRANSCRIPCION IN VITRO.

Para las transcripciones in vitro se utilizd el sistema RiboMAX large scale
RNA production system-SP6 de Promega (Madison, WI, U.S.A.). Las mezclas
de reaccién se prepararon en un volumen final de 25 ul y contenian una
mezcla de NTPs 25mM, 1 pg de DNA y 2.5 ul de RNA polimerasa
proporcionada por el kit comercial. La mezcla de reaccidn se incubd a 37°C
durante 2 h. El mRNA sintetizado se purificd con el sistema de purificacion
de RNA de Qiagen (RNeasy clean up kit) y fue visualizado en geles de

agarosa

M4.B. TRADUCCION IN VITRO.

Los mRNAs obtenidos se tradujeron in vitro en presencia de 10 ul de
extracto de lisados de reticulocitos (Promega), que proporciona la fuente de
ribosomas y el resto de componentes celulares necesarios para la
traduccién, 0.5 pl de una mezcla de aminoacidos excepto metionina, 1 ug
de mRNA, 1 pl de membranas microsomales derivadas de reticulo
endopldsmico de pancreas de perro (Promega) y 0.2 uCi de metionina

marcada con S (Perkin Elmer). La mezcla se incubé a 30°C durante 2 h.

Ensayo de insercion co/post traduccional.

Para los estudios de insercion cotraduccional o posttraduccional en
membranas de la proteina TRAM, el DNA plasmidico fue transcrito in vitro
empleando la RNA polimerasa del fago SP6. El mRNA fue traducido durante
2 horas a 30°C en lisado de reticulocitos en presencia de metionina

marcada con 3°S, mezcla de aminoacidos sin metionina y microsomas en los
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experimentos de insercion cotraduccional, tal y como acabamos de
describir. En los ensayos de insercidon posttraduccional las mezclas de
traduccién se incubaron en paralelo en ausencia de membranas (2 horas)
para, tras haber inhibido la traduccién empleando cicloheximida 3 mM
durante 10 min a 26°C, anadir los microsomas. Las muestras se incubaron
con los microsomas durante 1 hora para permitir la translocacién antes de

proceder a la sedimentacion de membranas mediante ultracentrifugacion.

Traduccion de mRNAs truncados (sin codon de parada).

Para la traduccidn de las cadenas nacientes truncadas en los experimentos
de plegamiento en el ribosoma, la cantidad de mRNA que se afiadid fue de
0.3 pg y la mezcla de traduccidon se incubd 45 min. Tras finalizar la
traduccién se anadid cicloheximida 3mM para generar intermediarios

estables de traduccidn.

Traduccion utilizando extractos celulares de germen de trigo.

En los experimentos de fotoentrecruzamiento (ver en paginas sucesivas) y
en el estudio de la dependencia de la SRP en el proceso de
direccionamiento a la membrana de TRAM (apartado R2.B2), se us6 como
sistema de traduccién, extracto de germen de trigo, en lugar del lisado de
reticulocitos usado rutinariamente. A efectos practicos, la caracteristica que
diferencia a ambos sistemas es que el germen de trigo contiene una menor
cantidad de SRP (Kanner et al., 2002) por lo que, si el direccionamiento de
la proteina en cuestion es dependiente de la misma, es necesario afadir
este componente exdgenamente. Las mezclas de reaccidn se realizaron en
un volumen final de 15 pl que contenia 5 pl de germen de trigo (tRNA

probes, Texas, U.S.A.), 0.45 pl de una mezcla de aminodcidos menos
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metionina, 1 pg de mRNA, 0.8 ul de microsomas (tRNA probes, Texas,
U.S.A.), SRP purificada 20mM (Prof. Arthur Johnson, College Station, Texas,
U.S.A.) y 0.2 uCi de 3*S-Met, dejando la mezcla incubarse a 26°C durante 1
h. Para que la traduccion y el direccionamiento a la membrana sean
efectivos en la mezcla de traducciéon debe tener un contenido en HEPES de
14.5mM, 56mM KOAc y 3.3 mM Mg(OAc)..

Traduccidn utilizando células semipermeabilizadas (SP) como fuente
de membranas derivadas del RE.

Para el estudio del efecto de la reduccion de la expresion de TRAM
mediante siRNA (apartado M.1.B) en el proceso de integracion de diversos
polipéptidos en la bicapa lipidica se realizaron traducciones in vitro donde
se afiadieron 2 pl de células SP (1x10° apartado M.6) como fuente de
membranas derivadas de RE a la mezcla de traduccién estandar en lugar de

membranas microsomales.

M4.C. SEDIMENTACION DE MEMBRANAS.

Tras la traduccién in vitro y con el objetivo de enriquecer nuestra muestra
con las proteinas que hayan sido correctamente direccionadas e insertadas
en la bicapa lipidica, se sedimentaron las membranas depositando la mezcla
de traduccién sobre un colchdn de 50 pl de sacarosa 0.5M y se centrifugd a
45000 rpm (100000 g) durante 20 minutos a 4°C en una ultracentrifuga de
mesa Beckman TL 100. El sedimento se resuspendio en 40 ul de tampdn de
muestras para electroforesis SDS-PAGE, las muestras se calentaron a 70°C
10 minutos y rutinariamente se cargaron 15 pl en minigeles de

poliacrilamida que se corrié a un amperaje constante de 16 mA.
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M5. ENTRECRUZAMIENTO DE INTERMEDIARIOS DE
TRADUCCION.

M5.A. ENTRECRUZAMIENTO QUIMICO.

Los agentes entrecruzadores quimicos utilizados en este trabajo fueron
BMH (bismaleimidohexano) y SMCC (succinimidil 4-[N-
maleimidometil]ciclohexano-1-carboxilato), ambos de Pierce. BMH es un
entrecruzador homobifuncional que posee dos grupos maleimida reactivos
separados por un brazo espaciador de 13A que pueden interaccionar, cada
uno de ellos, con un grupo sulfhidrilo de alguna cisteina accesible; SMCC es
heterobifuncional con un grupo maleimida reactivo separado por un
espaciador de 8.3 A de un grupo reactivo succinimida, por lo que este
agente puede reaccionar por una parte con una cisteina (grupo sulfhidrilo) y

con la otra con una amina primaria (lisina).

Para generar los intermediarios de traduccién los mRNAs truncados se
tradujeron durante 20 minutos a 30°C en presencia de membranas
microsomales y 3S-metionina. Tras la traduccién se afiadié cicloheximida
(Sigma) 2.5 mM y se incubé 10 minutos en hielo. Se sedimentaron las
membranas utilizando un colchon HSC (High Salt Cushion, 250 mM
sacarosa, 500 mM KOAc, 5 mM Mg(OAc),, 50 mM Hepes.KOH pH 7.9 ). El
precipitado se resuspendié en 20 pl de tampdon KHM (110 mM KOAc, 2 mM
mgOAc, 20 mM HepesS.KOH pH 7.2) y se afiadi6 BMH o SMCC a
concentracion 0.5 mM, dejando incubar 10 minutos a 30°C. La reaccidn se
para afadiendo 1/10 del volumen de reaccién de PB-mercaptoetanol
100mM en el caso de los agentes que sean sulfhidril reactivos (como el
BMH); para parar la reaccion del SMCC se afade 1/10 del volumen de
reaccion de 100 mM B-mercaptoetanol y 1/20 de glicina 1 M (ya que este

agente es heterobifuncional, conteniendo un grupo sulfhidril reactivo y otro
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amino reactivo). Incubar a 30°C durante 5 minutos. Finalmente, se liberaron
las cadenas nacientes del ribosoma adicionando RNasa A a una

concentracién de 250 pg/ml, incubar 5 minutos a 37°C.

M5.B. FOTOENTRECRUZAMIENTO.

Para los experimentos de fotoentrecruzamiento de cadenas nacientes de
TRAM con la SRP se realizaron traducciones in vitro de un mRNA truncado
que codifica para los primeros 89 aminoacidos de la proteina en un
volumen de 50 pl utilizando extractos de germen de trigo en presencia de
20 mM Hepes pH 7.4, 4 mM de acetato magnésico, 100 mM de acetato
potdsico, 40 nM de SRP purificada, 32 pmoles de e-ANB-Lys-tRNA®™ (Prof.
A. E. Johnson, TAMU, USA)y 3°S-Met, 26°C durante 40 minutos. Después de
la traduccion, las muestras se incubaron 12 minutos en hielo, previamente
al tratamiento con luz UV que se realizé durante 15 minutos utilizando una
[dmpara de mercurio de 500 W. A continuacidon las muestras fueron
sometidas a una digestion con RNasa A (26°C, 30 min) para desestabilizar
los complejos tRNA-cadena naciente que podrian enmascarar los aductos
formados. Los fotoaductos se depositaron sobre 120 pl de un colchén de
sacarosa (0.5 M sacarosa, 20 mM Hepes pH 7.4, 4 mM acetato magnésico,
100 mM acetato potasico) y se centrifugaron en un rotor TLA100 (Beckman)
a 100000 g durante 4 minutos a 4°C. Los sedimentos se resuspendieron en
tampdén de carga, se analizaron mediante SDS-PAGE vy posterior

autorradiografia.

Para los ensayos de fotoentrecruzamiento con Sec6la y la propia TRAM
enddgena, mRNAs truncados que codifican para los primeros 109 residuos
de TRAM fueron traducidos en la misma mezcla de reaccién vista pero en
presencia de membranas microsomales. Los productos de traduccion

fueron sometidos a fotdlisis previamente a la sedimentacién de las
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membranas, como se ha descrito previamente, y la identificacion de los

aductos por inmunoprecipitacién con los anticuerpos correspondientes.

Inmunoprecipitacion (IP) en condiciones desnaturalizantes.m

Las membranas sedimentadas se resuspendieron en 50 ul de Tris-HCl 50
mM a pH 7.5, 3% (p/v) SDS vy se incubaron a 55°C durante 30 minutos. Las
muestras se diluyeron con 500 pl de tampdn A (140 mM NaCl, 10 mM Tris-
HCl pH 7.5, 2% (v/v) Tritdn X-100) para la IP frente a Sec61a y con tampdn B
(150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 1% (v/v) Tritén X-100)
para la IP frente a TRAM. Las muestras se clarificaron incubandolas en
agitacion con 30 ul de proteina A-sefarosa (Sigma) preparada en tampdn
A/B (dependiendo del anticuerpo utilizado) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Después de eliminar la resina de sefarosa por centrifugacion, el
sobrenadante se incubd durante toda la noche a 4°C con antisuero de
conejo purificado por cromatografia de afinidad, especifico para Sec6la o
TRAM (Research Genetics, Huntsville, AL). Por la mafana, se afiadio 30 pl de
esferas de proteina A-sefarosa y se incubaron las muestras 2 horas a 4°C. Se
sedimentaron las esferas de nuevo y se lavaron dos veces con 750 ul de
tampon A/B, seguidamente se realizd un ultimo lavado con el mismo
tampon pero sin detergente. A las muestras se les afadid tampdn de

muestras y se analizaron por SDS-PAGE.

M.6. PREPARACION DE CELULAS SEMIPERMEABILIZADAS.

Para poder determinar si la disminucién en la cantidad de moléculas de
TRAM en cultivos de células Hela generada por el tratamiento con siRNA

influia en la capacidad de insercién en membranas de ciertas proteinas

163



tuvimos que semipermeabilizar estas células (células SP) con el detergente
digitonina para posteriormente utilizarlas como fuente de membranas de
RE en experimentos de traduccidn in vitro. La cantidad de digitonina
requerida para la solubilizacidon de la membrane plasmatica y la cantidad de
células SP que debe anadirse a la mezcla de traduccién in vitro debe
optimizarse para cada linea celular, el siguiente protocolo estd disefiado
para las lineas celulares humanas HT1080 (fibroblastos) y HelLa (Wilson et
al., 1995).

Las células crecidas durante 48 horas tras el tratamiento con el siRNA anti-
TRAM (en placas de 10 cm de didmetro) se lavaron dos veces con 10 mL de
PBS para eliminar el medio nutritivo que pudiera inhibir a la tripsina. Se
anadié 2 mL de tripsina atemperada por placa y se incubd a temperatura
ambiente durante 5 minutos para despegar las células de la placa. Se
afadieron 4 mL de tampon KHM (110 mM KOAc, 2 mM MgOAc, 20 mM
HEPES.KOH pH 7.2 y 8 uL de una solucién 50 mg/mL de inhibidor de tripsina
Soybean (Sigma) preparada en agua estéril (concentracion final 100 pg/mL).
Las células fueron transferidas a un tubo de 15 mL y se dejaron reposar en
hielo. Se centrifugaron las células a 1200 rpm durante 3 minutos a 4°Cy se
elimind el sobrenadante por aspiracidon. Inmediatamente el pellet se
resuspendié en 4 mL de KHM frio y se afiadieron 8 pL de digitonina
(Calbiochem) a partir de una solucion de 40 mg/mL en DMSO
(concentracién final 40 pg/mL) dejando actuar el detergente durante 8
minutos en hielo. La digitonina se asocia preferentemente al colesterol, por
este motivo permeabiliza la membrana plasmatica dejando casi intacta la
del reticulo endoplasmico. Tras la fase de permeabilizaciéon se ajusté el
volumen a 14 mL con tampdn KHM frio y las células se recogieron por
centrifugacién a 1200 rpm durante 3 min, se eliminé el sobrenadante por
aspiracion y el pellet se resuspendié en 5 mL de tampdn HEPES (90 mM
HEPES.KOH pH 7.2, 50 mM KOAc) frio (este tratamiento permite eliminar
los componentes del citosol). Esta mezcla se incubd en hielo durante 10

minutos y se centrifugd la muestra a 1200 rpm, 3 minutos a 4°C. Se aspiré el
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sobrenadante y las células fueron resuspendidas cuidadosamente en 1 mi
de tampdén KHM frio. Para cuantificar la concentracion de células SP
obtenidas se separd una alicuota de 5 ul a la que se le afiadié Azul Tripano.
Las células se contaron en una cadmara de cuenta Neubauer, aquellas que
han sido permeabilizadas se veran teiiidas de azul. Para obtener una buena
preparacion de células SP debemos tener una concentracion del orden de
1x10° células azules/ml. El extracto de células SP se transfirié a un tubo y se
centrifugéd a 10000 rpm 45 segundos, se elimind el sobrenadante por
aspiracién y el precipitado se resuspendié en 100 pl de tampdén KHM. Se
anadié 1 pl de CaCl;, 0.1 M y 1 ul de nucleasa de micrococo dejando incubar
12 minutos a temperatura ambiente para eliminar el mRNA enddgeno.
Posteriormente, se elimind el calcio para inactivar la nucleasa utilizando
como quelante 1 pl de EGTA 0.4 M. Tras este tratamiento se aislaron las
células centrifugando a 10000 rpm 45 segundos y las células se
resuspendieron en 50 pl de tampdén KHM (este volumen es orientativo, se
debe resuspender en un volumen tal que en 2 pl haya del orden de 1x10°
células para que las traducciones in vitro sean eficientes). Anadir 2 pul de

células SP como fuente de membranas a la mezcla de traduccidn in vitro.

M7. ENSAYOS ENZIMATICOS.

M7.A. ENDOGLICOSIDASA H.

Con el objetivo de eliminar los residuos de azucar afadidos por la
oligosacariltransferasa (OST), al resultado de la traduccién in vitro en
presencia de membranas microsomales se le ainadié 6 voliumenes de citrato
tri-sédico 70 mM pH 5.5 (tampdn citrato). La mezcla se depositd sobre 50 pl
de tampodn citrato 0.2 M sacarosa y se sometid a ultracentrifugacion (20
minutos a 45000 rpm, Beckman TL100 rotor TLA-55). El precipitado se

resuspendié en 50 pl de tampdn citrato conteniendo 1% SDS, 5% B-
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mercaptoetanol y se incubd 10 minutos a 95°C. Posteriormente se afnadid
0.1 mU/ul de endoglicosidasa H y se incubd la muestra 1 hora a 37°C. Tras
la incubacidn las muestras se analizaron mediante SDS-PAGE y posterior

autorradiografia.

M7.B. DIGESTION CON PROTEINASA K.

Las endopeptidasas son enzimas proteoliticas ampliamente utilizadas en la
determinacion de la topologia de proteinas de membrana (referencia).
Generalmente se emplea proteinasa K (PK) o tripsina aunque existen
numerosas enzimas que pueden ser utilizadas, como pepsina, papaina o
guimiotripsina. Muchas de estas proteinas mantienen su actividad en
presencia de distintas sustancias desnaturalizantes como SDS, urea o
agentes quelantes (EDTA); ademas, trabajan en un amplio rango de pH. Esta
versatilidad las convierte en una potente herramienta de trabajo. El
fundamento es similar para todas ellas. Estas proteasas son capaces de
hidrolizar otras proteinas pero ninguna de ellas es capaz de atravesar la
bicapa lipidica, de manera que, Unicamente aquellos dominios de las
proteinas de membrana accesibles a las proteasas seran digeridos.
Analizando mediante electroforesis el nimero y tamano de los péptidos
gue se generan tras la digestidn, es decir, aquellos que son inaccesibles
para las proteasas (siempre y cuando estos fragmentos producidos sean de
un tamafo suficientemente grande) podremos deducir la topologia de la

proteina.

Tras la traduccion in vitro en presencia o ausencia de membranas (segun el
requerimiento) a las muestras seleccionadas se les afiadié 1 ul de PK a una
concentracién de 2 mg/mL y se las incubd 20 minutos en hielo. Para
detener la digestidn se afiadié 1 uL de PMSF a una concentacién de 0.2 M.

La centrifugacion de membranas se realizd seglun el protocolo descrito
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anteriormente con la excepcion de que se empled un tampdén HEPES 140
mM, acetato magnésico 4 mM y acetato potdsico 100 mM suplementado
con PMSF 1 mM. El sedimento, conteniendo las membranas y las proteinas

asociadas a éstas, se analizé mediante electroforesis en gel de acrilamida.

MS8. ANALISIS COMPUTACIONAL DE LAS SECUENCIAS
PROTEICAS.

Para la prediccidon de fragmentos TM en las proteinas objeto de estudio se
emplearon diferentes programas todos ellos accesibles en la red:

TMHMM http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/

HMMTOP http://www.enzim.hu/hmmtop/

TOPPRED http://www.sbc.su.se/~erikw/toppred2/

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

Mo. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS E
INMUNODETECCION.

Antes de la electroforesis las muestras fueron suplementadas con tampdn
de carga (Tris-HCl 625 mM pH 6.8, glicerol 10% (v/v), SDS 2% (p/v), B-
mercaptoetanol 4% (v/v), azul de bromofenol 0.025% (p/v)) y sometidas a
desnaturalizacién durante 5 minutos a 95°C. Las electroforesis se realizaron
generalmente a un amperaje constante de 16 mA y un voltaje maximo de
110 V, empleando minigeles con porcentajes de poliacrilamida del 10%,

12%, 16% y 20% segun los casos. Tras la electroforesis, las proteinas
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marcadas radiactivamente con 3°S se fijaron con una solucién de acético 5%
y metanol 20% durante 15 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion los geles se secaron empleando un secador de geles Slab Gel
Dryer modelo SGD 5040 de Savant (EE.UU) y se espusieron durante al
menos 12 horas en una pantalla BAS-MP 2025 (Fujifilm). Finalmente las
pantallas se analizaron en un Fujifilm Fluorescent Image Analyzer modelo
FLA-300R (Tokyo, Japén) usando el programa Image Gauge 3.12 Science Lab

98 de Fuji Photo Film para su visualizacidn y cuantificacion

Inmunodeteccion.

Tras la electroforesis de las muestras en geles de poliacrilamida las
proteinas fueron transferidas (300 mA durante 2 horas, transferencia
mojada) a una membrana de nitrocelulosa Hybond-ECL (Amersham
Bioscience). Para la inmunodeteccion se empled el sistema ECL de
Amersham Bioscience (UK) siguiendo las instrucciones del proveedor. El
anticuerpo primario anti-V5 se utilizé a una dilucion 1:5000 y el secundario
anti-raton a 1:20000. El anticuerpo primario antiTRAM fue utilizado a una
diluciéon 1:3000 y el secundario anti-conejo a 1:10000. La membrana de
nitrocelulosa, una vez marcada con el reactivo ECL, se expuso frente a una
pelicula fotogréfica Fujifilm durante un tiempo variable segun las

condiciones del experimento, para luego ser revelada.
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