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RESUMEN

RESUMEN

La glicina actia como neurotransmisor inhibidor en areas caudales del sistema nervioso central
de vertebrados y esta implicada en el procesamiento de la informacién sensorial y motora. La
retirada de la glicina sinaptica se realiza por proteinas transportadoras que la incorporan a la
célula junto con iones sodio y cloruro. GlyT2, el transportador presente en la membrana
plasmatica de neuronas presinapticas, se ocupa de suministrar glicina al terminal glicinérgico y
de reciclar el neurotransmisor sindptico para su inclusidon en las vesiculas de secrecién. Su
funcidn es necesaria para el correcto funcionamiento de la neurotransmision glicinérgica. Se han
identificado mutaciones en el gen humano de GlyT2 como causantes de un desorden
neurolégico denominado hiperplexia o “enfermedad del sobresalto”, caracterizado por
respuestas exageradas ante estimulos triviales, tactiles o auditivos, y alteraciones respiratorias.
GlyT2 es también una proteina relevante en el procesamiento de la informacién nociceptiva. En
esta Tesis doctoral se ha llevado a cabo un andlisis de la localizacion subcelular del
transportador, a partir de sinaptosomas de tallo cerebral de rata, mediante técnicas bioquimicas
e inmunoldgicas que han identificado la naturaleza de las vesiculas intracelulares de GlyT2. El
transportador se encuentra en vesiculas grandes y pequefias donde co-localiza con sinaptofisina,
Rab11y, en las mas grandes, también con VIAAT. Rab5A, GAT1, sinaptotagmina2 y VAMP2 no
se asocian a vesiculas de GlyT2. Se ha demostrado la regulacién funcional del trafico de GlyT2
por la GTPasa Rabl1 que esta presente en vesiculas endosomales que contienen GIyT2.

Por otro lado, mediante fraccionamiento de las membranas de tallo cerebral esta Tesis
demuestra que GlyT2 esta asociado a balsas lipidicas y que su actividad se regula de manera
reversible por los niveles de colesterol y esfingolipidos en la membrana.

Adicionalmente se ha realizado un estudio en células en cultivo mediante marcaje metabdlico e
inmunoprecipitacién del transportador expresado para analizar los requerimientos de la
biogénesis de GlyT2. Este estudio constituye un marco adecuado para facilitar el progreso a la
membrana de mutantes de hiperplexia. Se ha comprobado que GlyT2 se sintetiza como
precursor inmaduro con N-glicosilacién incompleta que da lugar a la forma de mayor tamafio
presente en superficie que contiene glicanos en cuatro asparaginas de EL2. La N-glicosilacion
estabiliza el plegamiento de GlyT2 y condiciona la distribucién asimétrica en células MDCK. En
el RE, GIlyT2 es asistido en su biogénesis por la chaperona CNX. Mediante mutagénesis de los
sitios de glicosilacién y herramientas farmacoldgicas hemos demostrado que la unién a CNX
depende del niumero y posicién de los azucares del transportador, asi como de interacciones
proteina-proteina. La expresion de GlyT2 y su actividad de transporte se atentan al reducir la
expresion de CNX mediante un ARNi especifico de la chaperona. Finalmente, se han investigado
las vias de degradacion del transportador que puede degradarse via proteasoma,
posiblemente mediado por ERAD, aunque la degradaciéon del transportador de

membrana plasmatica es sobre todo lisosomal.



RESUMEN

ABSTRACT

Glycine acts as an inhibitory neurotransmitter in caudal areas of the central nervous system of
vertebrates and is involved in the processing of sensory and motor information. The removal of
the synaptic glycine is performed by transporter proteins that reuptake the transmitter into the
cell along with sodium and chloride ions. GlyT2, the presynaptic neuronal transporter, is
responsible for delivering glycine to the glycinergic terminal and for recycling the synaptic
neurotransmitter for inclusion in the secretory vesicles. Its function is necessary for the proper
functioning of glycinergic neurotransmission. Mutations in the human GlyT2 gene have been
identified as causing a neurological disorder called hyperekplexia or "startle disease",
characterized by exaggerated responses to trivial, tactile or auditory stimuli, and respiratory
disturbances. GlyT2 is also a relevant protein in the processing of nociceptive information. In
this Doctoral Thesis an analysis of the subcellular localization of the transporter from rat cerebral
stem synaptosomes, has been carried out using biochemical and immunological techniques that
have identified the nature of the intracellular vesicles of GlyT2. The transporter is found in large
and small vesicles where it co-localizes with synaptophysin, Rab11 and, in larger ones, also with
VIAAT. Rab5A, GAT1, synaptotagmin2 and VAMP2 are not associated with GlyT2 vesicles.
Functional regulation of the traffic of GlyT2 by the small GTPase Rab11, present in endosomal

vesicles containing GlyT2, has been demonstrated.

On the other hand, by means of fractionation of brain stem membranes we have demonstrated
that GlyT2 is associated with lipid rafts and that glycine transport activity is reversibly regulated

by the levels of cholesterol and sphingolipids in the membrane.

In addition, a study in cells in culture was carried out by metabolic labeling and
immunoprecipitation of the expressed transporter to analyze the requirements of GlyT2
biogenesis. This study provides an adequate framework to facilitate progress to the membrane
of hyperekplexia mutants. GlyT2 has been shown to be synthesized as an immature precursor
with incomplete N-glycosylation resulting in the larger surface form containing glycans in four
EL2 asparagines. N-glycosylation stabilizes the folding of GlyT2 and conditions the asymmetric
distribution in MDCK cells. In the RE, GlyT2 is assisted in its biogenesis by the chaperone CNX.
By mutagenesis of the glycosylation sites and pharmacological tools we have shown that CNX
binding depends on the number and position of the transporter sugars as well as protein-protein
interactions. Expression of GlyT2 and its transport activity are attenuated by reducing the
expression of CNX by a specific RNAi of the chaperone. Finally, the degradation pathways of the
transporter have been investigated. It can be degraded via the proteasome, possibly mediated

by ERAD, although the degradation of the plasma membrane transporter is mainly lysosomal.
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ABREVIATURAS

0. ABREVIATURAS

ADNC: acido desoxirribonucleico complementario

AMPA: acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropidnico
ARNdSs: acido ribonucleico de doble cadena

ARNd-si: acido ribonucleico de silenciamiento

ARNi: 4cido ribonucleico de interferencia

ARNm: acido ribonucleico mensajero

ATP: adenosin trifosfato

ATPasa: adenosintrifosfatasa

BSA: albumina de suero bovino

CHAPS: acido3-((3-colamidopropil) dimetilamonio)-1-propanosulfénico
CNX: calnexina

COPII: de las siglas en inglés coat protein complex Il

COS7: linea celular de fibroblastos de rifién de primate

CRMP5: de las siglas en inglés Collapsin Response Mediator Protein 5
dDAT: transportador de dopamina de Drosophila melanogaster

DIV: dias In Vitro

DMEM: modificacién del medio de cultivo celular Basal Medium Eagle (BME) que contiene 4

veces la concentracidon de aminodcidos y vitaminas.
DMSO: dimetilsulféxido
DTT: ditiotreitol

dn: mutantes dominantes negativos
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ABREVIATURAS

EC50: concentracion efectiva media de un farmaco

ECL: acrénimo del inglés “Enhanced chemiluminescence” traducido como reactivo

intensificador de quimioluminiscencia
EDTA: acido etilendiaminotetraacético

ELISA: acréonimo del inglés “Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay” traducido como 'ensayo por

inmunoabsorcidn ligado a enzimas'
EMC: endocitosis mediada por clatrina
EndoD: endoglicosidasa D

EndoH: endoglicosidasa H

ERAD: acrénimo del inglés “Endoplasmic-reticulum-associated protein degradation” traducido

como “degradacion proteica asociada al reticulo endoplasmatico”.
GABA: 4cido y-amino butirico

GAPs: proteinas activadoras de actividad GTPasa

GAT1: transportador de GABA 1

GEF: factores intercambiadores de nucleétidos de guanina
GFP: proteina verde fluorescente

GLYT: transportador de glicina

GSK3: glucdgeno sintasa 3 kinasa

GST: glutation-S-transferasa

GTP: guanosintrifosfato

GTPasa: guanosintrifosfatasa

HBM: medio tamponado con HEPES

HBS: solucién salina tamponada con HEPES
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HBSS: solucidn salina equilibrada de Hank

HEPES: acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-iletanosulfénico

HPRT: hipoxantina fosforribosiltransferasa

hSERT: transportador de serotonina humano

IgG: inmunoglobulina tipo G

Km: constante cinética de Michaelis-Menten

MAP2: proteina asociada a microtubulo 2

MBS: tampdn salino tamponado con acido 2-(N-morfolino) etanosulfdnico
MDCK: linea celular de epitelio de rifién canino Madin-Darby

MPBCD: metil-B-ciclodextrina

NCX: intercambiador Na*/Ca**

NMDA: N-metil-D-aspartato

NSS: de las siglas en inglés neurotransmitter sodium symporter

NT: tampdn neutralizante, de las siglas en inglés neutralize tagment
PAS: proteina-A-Sefarosa

PBS: tampdn fosfato salino

PC12: linea celular derivada de médula suprarrenal de rata en cultivo

PERK: proteina kinasa transmembrana de la familia PEK residente en la membrana del reticulo

endoplasmatico
PGS: proteina-G-sefarosa
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PKC: protein kinasa C

PMA: forbol 12-miristato 13-acetato

PMCA: ATPasa de calcio de membrana plasmatica
PMSEF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo

PSF: de las siglas en inglés Point Spread Function, es el limite de resolucién que tiene el equipo

donde se han tomado las imdagenes.

PNGasa: péptido N.glicosidasa

PSD: proteina de la densidad post-sinaptica

RE: reticulo endoplasmatico

RIPA: tampdn de lisis de ensayo de radioinmunoprecipitacion
RTF: receptor de transferrina

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
SLC6: de las siglas en inglés Solute Carrier 6

SNAP: proteina asociada a sinaptosoma

SNARE: receptor de proteina de fijacion soluble de NSF

SNC: sistema nervioso central

STAG2: sinaptotagmina 2

SYN: sinaptofisina
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ABREVIATURAS

VAMP2: proteina de membrana asociada a vesiculas tipo 2

VGAT: de las siglas en inglés Vesicular GABA Transporter

VGLUT2: transportador vesicular marcador de neuronas excitadoras glutamatérgicas

VIAAT: transportador vesicular marcador de neuronas inhibidoras glicinérgicas/GABAérgicas

Vmax: velocidad maxima de una enzima, aquella que se obtendria cuando toda la enzima se

encuentra unida al sustrato

VS: vesicula sinaptica
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1 Las conexiones del sistema nervioso: neuronas y sinapsis

El sistema nervioso (SN) recibe, procesa e interpreta estimulos externos e internos para dar lugar
a una respuesta rapida que permita reaccionar al organismo ante estos estimulos. La unidad
celular encargada de trasmitir la informacién a lo largo del sistema nervioso es la neurona. Las
neuronas son células que contienen los orgadnulos mdas comunes, como el reticulo
endoplasmatico, el aparato de Golgi, mitocondrias, lisosomas, etc., pero ademds presentan una
diferenciacion especifica a nivel morfoldgico y una composicidon proteinica uUnica, lo que les
permite realizar su funcidn de recepcidén, integracidén y transmisién de una senal eléctrica a lo
largo de su membrana plasmdtica. En una neurona se pueden diferenciar un cuerpo celular
conocido como soma, las dendritas y el axén, y en funcién del tamafio que tengan, de la
ramificacidn de las dendritas o de la expresidon de ciertas proteinas, se determinan los diferentes

subtipos neuronales que se pueden encontrar en el sistema nervioso.

Las neuronas se comunican unas con otras gracias a una estructura muy diferenciada y
especializada denominada sinapsis. En general, se compone de la terminacién del axén de una
neurona, que se ensanchay forma el botdn presinaptico, el cual se posiciona sobre la dendrita,
o menos frecuentemente sobre el soma o axén de otra neurona, que es la que recibe la
informacidon de la primera. La regién donde sucede esta conexion se denomina regién
postsindptica, y entre las membranas de ambas neuronas, la presinaptica y la postsinaptica, se
localiza el espacio conocido como hendidura sindptica, con unas dimensiones que estan entre

20 a 50 nm de anchura (llustracién 1) (Lerma 2010).
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llustracion 1. Esquema de una sinapsis quimica entre dos neuronas

Botén
sinaptico

Vesiculas

Neurona
presinaptica

OSOTAIOU OS]l]d wry

Espacio
sindptico

Neurona
postsinaptica

’ Neurotransmisores ‘

Se representa un modelo de sinapsis quimica, con la liberacion de neurotransmisores en
vesiculas desde la neurona presindptica, que atraviesan el espacio sindptico y actian sobre
los receptores especificos en la membrana de la neurona postsindptica.

Las sinapsis pueden ser eléctricas o quimicas, en este ultimo caso tienen lugar gracias a la
liberacion de unas sustancias conocidas como neurotransmisores. Existen varios tipos de
neurotransmisores con diferentes funciones en la transmision de la sefial nerviosa: derivados de
aminas (dopamina, serotonina, norepinefrina, etc.), aminoacidos (glutamato, glicina, acido
gamma-aminobutirico, etc.), purinas (como el ATP), otras pequefias moléculas como la
acetilcolina o neuropéptidos como la somatostatina. Los neurotransmisores clasicos funcionan
de manera similar mediante un mecanismo de liberacion desde el terminal presinaptico, union
al receptor postsinaptico especifico y excitacion o inhibicion de la neurona postsinaptica. A
excepcion de los neuropéptidos que se inactivan mediante hidrdlisis y la acetilcolina que
también puede utilizar esta via, la sefial de los neurotransmisores pequefios cesa mediante la
recaptacion del neurotransmisor a través de transportadores especificos neuronales y gliales

(llustracién 2) (Lerma 2010).
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llustracion 2. Liberacion y recaptacion del neurotransmisor en la sinapsis

Glial
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Se representa un esquema de la liberacion de neurotransmisor en vesiculas sindpticas
desde la neurona presindptica, que tras actuar sobre los receptores especificos en la
membrana de la neurona postsindptica, puede ser reciclado mediante la recaptacion en
las células gliales préximas o la propia neurona presindptica, a través de transportadores
especificos.

La liberacidn del neurotransmisor desde el terminal nervioso tiene lugar mediante la fusiéon de
las vesiculas donde se ha almacenado previamente con la membrana plasmatica en una regién
especializada conocida como zona activa. Tras el potencial de accién, el calcio penetra en la
neurona a través de canales dependientes de voltaje que se abren por la despolarizacion
provocando la exocitosis de las vesiculas sinapticas (VS) y la liberacién del neurotransmisor en
una escala de tiempo de milisegundos (entre 0,3 y 3 ms). Esta accidn tan rapida y precisa se
produce gracias a la participacidn de varias proteinas, entre las que destacan la sinaptotagmina
y las proteinas del complejo SNARE que se describirdn mas adelante en el apartado 1.4 (Rizzoli

2014).

Existen diferentes tipos de neurotransmisores, que pueden ser excitadores, como el glutamato,
o inhibidores, como la glicina o el GABA (acido y-amino butirico). Los primeros provocan la
despolarizacién de la neurona postsinaptica aumentando la permeabilidad para cationes,
mientras que los segundos la hiperpolarizan aumentando selectivamente la permeabilidad para
el cloruro (llustracion 3). Las sefales excitadoras aproximan el potencial de reposo de la
membrana al umbral de disparo de un potencial de accién, mientras que las inhibidoras lo alejan.
La neurona postsinaptica integra las sefiales excitadoras e inhibidoras que recibe y, en funcion

de la suma resultante, genera o no un potencial de accidn y transmite asi la sefial nerviosa. Sin
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embargo, un mismo neurotransmisor puede funcionar como excitador o inhibidor segun los
diferentes tipos de receptores con los que interacciona, generando asi respuestas diferentes en

la neurona postsindptica (Lerma 2010).

llustracion 3. Sinapsis excitadoras e inhibidoras

Excitatory synapse Inhibitory synapse

Se representan dos ejemplos de
sinapsis quimica, las excitadoras
mediadas por glutamato, o por
acetilcolina, y las inhibidoras
mediadas por GABA, o por glicina.
En el primer caso, los principales
receptores implicados son canales
cationicos inespecificos, mientras
que en el segundo son canales

Glutamate GABA anionicos.

La mayoria de los neurotransmisores, una vez realizada su funcién, se retiran del espacio
sindptico gracias a la accidn de unos transportadores especificos localizados en la membrana de
las neuronas o las células de la glia adyacentes. Por un lado, estos transportadores constituyen
el mecanismo mds importante para la terminacién de la transmisién de la sefial en la sinapsis,
pero por otro lado tienen otra funcién importante, la de asegurar la disponibilidad de niveles
adecuados del neurotransmisor en la neurona presinaptica para la préxima vez que se requiera

transmitir la sefial (Lerma 2010).

1.2 La glicina: neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso central

La glicina es un pequefio aminodcido que, como neurotransmisor, tiene un doble papel en el
sistema nervioso central. Por un lado, es neurotransmisor inhibidor en las vias glicinérgicas pero
también es co-agonista del glutamato sobre en el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) en vias
glutamatérgicas excitadoras. La terminacién de la neurotransmision se produce por la
recaptacion de la glicina a través de transportadores especificos dependientes de sodio y
cloruro, GlyT1y GlyT2, que se localizan en la membrana plasmatica de las terminales nerviosas

y en los astrocitos préximos a la sinapsis (llustracion 4) (Harvey y col. 2013).
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Ilustracion 4. Regulacion de la neurotransmision en sinapsis glicinérgicas y glutamatérgicas a través de los
transportadores de glicina

a Inhibitory glycinergic b Excitatory glutamatergic
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(a) En las sinapsis glicinérgicas inhibidoras, GlyT2 mantiene una concentracion elevada de glicina en los terminales
presindpticos, mientras que la sefial inhibidora finaliza gracias al transporte activo de GlyT1 (células gliales) y GlyT2
(neurona presindptica). La introduccion de la glicina hacia el interior de las vesiculas se lleva a cabo por el
transportador vesicular VIAAT, permitiendo asi la reutilizacion del neurotransmisor en el siguiente ciclo de liberacion.
El bloqueo de GlyT1 prolonga la estimulacion de los receptores de glicina y potencia la inhibicion postsindptica. La
inhibicion completa de GlyT2 puede reducir la neurotransmision al alterar la recaptacion vesicular en el terminal
presindptico. (b) En las sinapsis glutamatérgicas que expresan receptores de NMDA, GlyT1 se localiza en los terminales
pre y postsindptico, asi como en las células de la glia cercanas, contribuyendo a reducir la concentracion extracelular
de glicina en el espacio sindptico. (Harvey y col. 2013)

1.2.1 Neurotransmision glicinérgica

La glicina es considerada como el principal neurotransmisor inhibidor en las dreas posteriores
del sistema nervioso central en los vertebrados. Participa en el control de la generacién del ritmo
motor durante el movimiento en la médula espinal y el tallo cerebral, a través de un sistema
inhibidor de retroalimentacién mediado por interneuronas glicinérgicas (Legendre 2001). La
glicina interviene también en el procesamiento de la informacién auditiva, a través de los
nucleos cocleares, el complejo de la oliva superior y el coliculo inferior (Wenthold y col. 1990) y
la informacidn visual, mediante la modulacién de los campos receptivos en la retina (Pourcho
RG 1990). Ademas, la glicina estd implicada en la supresidon de sefiales nociceptivas en la médula

espinal (Harvey y col. 2004).
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La glicina se acumula en las vesiculas sinapticas del terminal presinaptico mediante la actividad
del transportador vesicular de aminoacidos inhibidores (VIAAT), que transporta glicina o GABA
en intercambio con protones hacia el interior vesicular (Juge y col. 2009) (llustracion 4). El
transportador VIAAT presenta una afinidad reducida por la glicina (mM), por lo que requiere
elevadas concentraciones del aminodcido en el terminal para el rellenado eficiente de vesiculas

(Gasnier 2004).

Tras la despolarizacion de la neurona glicinérgica, la glicina se libera a la hendidura sindptica
mediante exocitosis dependiente de calcio. (Mulder y col. 1974). La glicina liberada al espacio
sindptico interacciona y activa receptores postsindpticos especificos (GlyRs). Estos receptores
pertenecen a la misma familia que los receptores de GABAx/c, la superfamilia de receptores
pentaméricos cuyo paradigma es el receptor nicotinico de acetilcolina (Zafra y col. 1997). Al
interaccionar con su receptor postsinaptico, la glicina abre un canal de cloruro que hiperpolariza
la membrana y genera un potencial postsinaptico inhibidor (Werman y col. 1967). La accion
finaliza mediante la accion de proteinas de membrana plasmatica, GlyT1 y GIyT2, que
transportan especificamente la glicina retirandola de la hendidura sindptica (Zafra y col. 1995,
Zafra y col. 1997) (llustracion 4). De esta forma, los transportadores, por un lado, reducen los
niveles de glicina en el espacio sindptico deteniendo la sefial, y por otro lado permiten el reciclaje

del neurotransmisor para su uso en las proximas sinapsis glicinérgicas.

1.2.2 Neurotransmisién glutamatérgica

La glicina también funciona como un neurotransmisor excitador en la neurotransmision
glutamatérgica a través de receptores tipo NMDA (Johnson y col. 1987, Betz y col. 2006). Estos
receptores tienen un papel importante en el desarrollo neuronal, el aprendizaje, la memoria, la

plasticidad sindptica y la neurodegeneracién (Cull-Candy y col. 2001).

Los receptores tipo NMDA son canales catiénicos operados por ligando que permiten el paso a
iones sodio, potasio y, sobre todo, son altamente permeables al calcio (Mayer y col. 1987)
(Hlustracidn 4). La glicina se comporta como co-agonista obligado de glutamato en la activacion
de estos receptores heteroméricos que estan formados por la asociacion de dos tipos de
subunidades, la NR1 donde se encuentra el sitio de unién a glicina, y uno de los cuatro tipos de
subunidad NR2 descritos (de la A a la D), que une glutamato y modula la afinidad del sitio de

unién (Cull-Candy y col. 2001).
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Para que se produzca la apertura del canal y la entrada de iones calcio al interior celular,
provocando la maxima activacién del receptor NMDA, se requiere la unién de los dos
neurotransmisores, dos moléculas de glutamato y dos de glicina (Benveniste y col. 1991,

Clements y col. 1991).

La interaccion de la glicina con la subunidad NR1 es necesaria para la internalizacién de la
proteina desde la membrana plasmatica a través de una via dependiente de clatrina (Kemp y
col. 1993, Nong y col. 2003). La unién de la glicina al receptor tipo NMDA incrementa la afinidad
de éste por el glutamato y provoca una menor unidn de antagonistas al sitio del glutamato en la

subunidad NR2 (Bergeron y col. 1998).

1.3 Transportadores de glicina: papel modulador de la seiial de glicina

La glicina liberada al espacio sinaptico es rescatada hacia el interior de los terminales nerviosos
por transportadores especificos localizados en la membrana de la neurona o de células de la glia
adyacentes. Este transporte se genera en contra de un gradiente de concentracidn de varios
ordenes de magnitud, por lo que requiere una gran energia que se consigue gracias a la Na*-K*-
ATPasa, que genera y mantiene un gradiente electroquimico de sodio a través de la membrana
plasmatica. Se conocen dos tipos de transportadores de glicina de alta afinidad en el sistema
nervioso de mamiferos, GlyT1y GlyT2, codificados por diferentes genes (SLC6A9 y SLC6A5) y que
ademas pueden presentarse en distintas isoformas generadas por procesamiento alternativo de
los ARN mensajeros o bien por el uso de diferentes promotores de transcripcién (Lopez-

Corcueray col. 2001).

1.3.1 Tipos de transportadores de glicina: GlyT1 y GlyT2

Los transportadores GlyT1 y GlyT2 pertenecen a la familia génica de los transportadores SLC6
(Solute Carrier 6) o NSS (neurotransmitter sodium symporter), que incluye a transportadores de
otros neurotransmisores importantes como los de noradrenalina, dopamina, serotonina y GABA
(Kristensen y col. 2011). Los transportadores de esta familia requieren el transporte de iones

cloruro junto al sodio y el neurotransmisor.

Los transportadores GlyT1 y GlyT2 son proteinas que solo comparten alrededor del 48% en rata

y 50% en humano de la secuencia de aminoacidos y ademas presentan diferencias relevantes
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en su funcién, farmacologia y distribucidn tisular y celular (Eulenburg y col. 2005, Dohi y col.
2009). Sin embargo, tienen papeles complementarios en la neurotransmisiéon glicinérgica

inhibidora (Lopez-Corcueray col. 2001, Aragon y col. 2003, Aragon y col. 2005).

1.3.2 Localizacién, estructura y funcion de los transportadores de glicina

GlyT1 se expresa principalmente en el SNC, sobre todo en astrocitos (Adams y col. 1995) aunque
también se ha encontrado en otras células, como las neuronas glutamatérgicas del hipocampo
(Cubelos y col. 2005). Por otro lado, también puede encontrarse GlyT1 en otras localizaciones
tisulares, como el higado, el pancreas o el intestino. Sin embargo, GlyT2 se expresa
exclusivamente en las sinapsis glicinérgicas del SNC del tallo cerebral y la médula espinal,

concretamente en las interneuronas glicinérgicas (Jursky y col. 1995).

Existen modelos estructurales tridimensionales de GlyT1 y GlyT2 (Perez-Siles y col. 2012) que
han proporcionado importantes claves para comprender el efecto de determinadas mutaciones
en residuos criticos implicados en la unién del sodio y de la glicina (Eulenburg y col. 2006, Rees
y col. 2006, Harvey y col. 2008, Gimenez y col. 2012, Carta y col. 2012). Seguin este modelo,
basado en el transportador de leucina ortdlogo procariota LeuTAa (Yamashita y col. 2005), GlyT2
posee una estructura formada por 12 dominios transmembrana (TM) conectados entre si por 5
bucles intracelulares y 6 extracelulares y con los extremos amino y carboxilo terminal orientados
hacia el interior celular. Los dominios TM 1-5 se posicionan en una conformacion antiparalela
con respecto a los dominios TM 6-10 (Perez-Siles y col. 2011, Perez-Siles y col. 2012) (llustracion

5).
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llustracion 5. Esquema de la estructura de GlyT2 y la familia SLC6 en dominios transmembrana

El transportador GlyT2 contiene 12
dominios  transmembrana, con los
extremos Ny C-terminal orientados hacia el
citosol de la neurona. Los dominios se
conectan entre si por 5 bucles
intracelulares y 6 extracelulares. El sitio de
unién al sustrato se localiza entre las
hélices 1 y 6 (tridngulo rojo). Los numeros
(1) y (2) determinan la posicién de unién de
los iones de sodio (Broer y col. 2011). En el
panel inferior se aprecia una vision lateral
del modelo de GlyT2 realizado por
homologia con dDAT. Los distintos
dominios transmembrana aparecen en
colores y el sustrato como una esfera.

Los dos grupos de TMs invertidos se entrelazan para formar dos haces de cuatro hélices cada
uno: un haz llamado de andamiaje (scaffold) mas estatico y un haz llamado nucleo (core) que se
mueve durante el transporte. Los sitios de unidn a sustrato e iones se encuentran en el centro,
donde las hélices TM1 y TM6 se desenrollan parcialmente. Durante el transporte de glicina, la
proteina transportadora se abre a un lado de la membrana para cargar los sustratos y luego al
lado opuesto para liberarlos experimentando rotacidn de un haz sobre el otro y dando lugar a
las conformaciones hacia fuera y hacia dentro mediante cambios conformacionales durante esta

transformacion (hipdtesis del acceso alternante)(Rudnick y col. 2014) (llustracion 6).

23



INTRODUCCION

llustracion 6. Conformaciones hacia afuera y hacia dentro de LeuT

a LeuT rocking-bundle mechanism
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a) El transportador en conformacion abierta “hacia fuera” (outward-open) vacio, ocluido
“hacia afuera” (outward-occluded) y conformacion abierta “hacia dentro” (inward-open).
Se muestra el haz de andamiaje (scaffold) en morado y el nicleo (core) en granate,
destacando la via de translocacion del sustrato.

b) Representacion esquemdtica de la rotacion del dominio del nucleo (rojo y naranja)
frente al dominio de andamiaje (azul). Otros cambios conformacionales locales adicionales
de los TMs extracelulares 1b, 6a (rojo) y 7 (naranja), e intracelular TM1a definen
respectivamente las puertas de entrada y salida del sustrato, respectivamente. Los dos
iones de sodio, Nal y Na2 se muestran como esferas granates y el sustrato se representa
como un 6valo blanco. (Drew y col. 2016)

Los modelos generados sobre GlyT1 y GlyT2 han permitido identificar residuos cruciales en la
actividad de transporte y funcidon de GlyTs (Rees y col. 2006, Carta y col. 2012) como, por
ejemplo, el Unico residuo responsable de la diferente sensibilidad de los transportadores GlyT1
y GlyT2 al inhibidor competitivo, sarcosina (N-metilglicina), sustrato selectivo de GlyT1. La
presencia de una serina (Ser481) en el sitio de unién al sustrato de GlyT2 impide su interaccién
con sarcosina, que es de mayor tamafio que la propia glicina, mientras que en el caso de GlyT1
la presencia de un residuo de glicina en la posicién equivalente (Gly403), permite tanto la unién

del inhibidor competitivo como su transporte (Vandenberg y col. 2007).

Recientemente se ha resuelto la estructura cristalografica de dos homaélogos eucariotas SLC6, el
transportador de dopamina de Drosophila melanogaster (dDAT), y el transportador de
serotonina humano (hSERT), en la conformacién hacia fuera (Penmatsa y col. 2013, Coleman y
col. 2016). En ambos casos destaca la presencia de moléculas de colesterol asociadas a las

proteinas transportadoras, aunque en diferentes posiciones, lo que es especialmente relevante

24



INTRODUCCION

en el caso de GlyT2 que, como se demuestra en esta tesis, esta asociado a dominios lipidicos de
la membrana (Nunez y col. 2008, de Juan-Sanz y col. 2011). De hecho, la actividad éptima de
transporte de GlyT2, al igual que la de DAT, se produce cuando el transportador se localiza en
los lipid rafts (balsas lipidicas) (de Juan-Sanz y col. 2011). Algunas mutaciones en GlyT2, por
ejemplo, la Ser512, aunque no estd implicada directamente en la unién al colesterol podria
alterar el sitio de unién de éste en el transportador GlyT2 (Penmatsa y col. 2013, Arribas-

Gonzalez y col. 2015).

Por otro lado, GlyT1 y GlyT2 comparten un bucle hidrofilico entre los dominios transmembrana
Il y IV que contiene varios sitios de N-glicosilacién. De hecho, ambos transportadores son
proteinas altamente glicosiladas (Martinez-Maza y col. 2001). Para que el transportador GlyT2
pueda ejercer su funcidn requiere la N-glicosilacion en el bucle 2 extracelular (Scott y col. 2014).
Esta modificacion es fundamental para que el transportador llegue a la zona correcta de la
membrana donde tendrd que ejercer su funcién, y por lo tanto, la N-glicosilacion es

imprescindible en la fisiologia de la neurona glicinérgica (Martinez-Maza y col. 2001).

En cuanto a su papel fisiolégico, las particularidades de GlyT1 y GlyT2 se basan sobre todo en
sus propiedades termodinamicas Unicas. GlyT1 cataliza el cotransporte de sodio/cloruro/glicina
con una estequiometria de 2:1:1, mientras que en el caso de GlyT2 ésta es de 3:1:1, es decir,
transporta un ion sodio adicional (Lopez-Corcueray col. 1998, Roux y col. 2000). Asi, se asegura
el transporte de glicina al terminal axénico debido a que la fuerza motriz para el transporte
contra gradiente de concentracion de sustrato es dos érdenes de magnitud mayor para GlyT2
que para GlyT1. Esta caracteristica hace que GlyT2 presente una marcada limitacién a llevar a
cabo el transporte reverso, mientras que GlyT1 puede responder a necesidades fisioldgicas
importando o exportando glicina, en funcién del entorno quimico que se dé en cada caso

(Supplisson y col. 2002) (llustracion 7).
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llustracion 7. Diferencias estructurales, génicas y de transporte entre GlyT1 y GlyT2

A ()GlyT1 (ii) GlyT2
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A) Estructura del gen de GlyT1 (SLC6A9, 14 exones) y GlyT2 (SLC6A5, 16 exones). GlyT1 posee tres
variantes de “splicing” que difieren en su N-terminal (GlyT1a-c) y dos variantes que difieren en su C-
terminal (GlyT1d-e) mientras que GlyT2 solo posee tres variantes en su N-terminal (GlyT2a-c). GlyT2
presenta mayor longitud del extremo amino terminal, con unos 200 aminodcidos. B) Diferencias en el
ciclo de transporte de glicina por GlyT1 y GlyT2. Mientras que GlyT1 acopla el transporte a 2 iones Na*,
GlyT2 necesita cotransportar 3 iones Na*. Esta diferencia en el acoplamiento iénico implica que GlyT1
necesita menor fuerza motriz para el transporte que GlyT2, lo que le permite funcionar en modo
reverso dependiendo de los cambios en la concentracion extracelular de sustrato o gradientes idnicos,
mientras que GlyT2 carece de esta posibilidad (Dohi y col. 2009).

Los estudios realizados en ratones knockout han revelado las funciones de los dos
transportadores que parecen ser claramente diferentes. Mientras que el papel principal de
GlyT1 en el SNC es terminar la sefial de la neurona glicinérgica mediante la retirada de glicina de
la hendidura sinaptica, en el caso de GlyT2 su principal funcidn es la reposicién del reservorio de

glicina en la neurona presinaptica (Gomeza y col. 2003, Gomeza y col. 2003).

GlyT2 esta implicado en la retirada y el reciclaje de glicina de la sinapsis inhibidora pues el
transportador vesicular VIAAT (VGAT) tiene baja afinidad y necesita suficiente aporte de glicina
al terminal (Mclintire y col. 1997, Aragon y col. 2003, Gomeza y col. 2003, Gomeza y col. 2003).
La glicina presinaptica captada por GlyT2 ha demostrado ser la Unica fuente de transmisor capaz
de liberarse en las sinapsis glicinérgicas (Rousseau y col. 2008). Ademas, GlyT2 ayuda a GlyT1 en

la regulacion de los niveles de glicina en la sinapsis (Aragon y col. 2005, Vandenberg y col. 2016).
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1.3.3 Mecanismos reguladores de la actividad de GlyT2

Se conoce que la actividad de GlyT2 puede ser regulada por varios mecanismos como: la
actividad neuronal (Geerlings y col. 2001); la activacién de quinasas como la proteina kinasa C
(PKC) (Fornes y col. 2008, de Juan-Sanz y col. 2011) o la glucégeno sintasa 3 kinasa (GSK3)
(Jimenez y col. 2015); el ambiente lipidico de la membrana (de Juan-Sanz y col. 2011); la
activacion de receptores como los purinérgicos P2Y y P2X (Jimenez y col. 2011, Villarejo-Lopez
2017); la ubiquitinacidn (de Juan-Sanz y col. 2013); la funcién de la calnexina (chaperona del
reticulo endoplasmatico)(Arribas-Gonzalez y col. 2015), la activacion de la proteina Na*/K*-
ATPasa (de Juan-Sanz y col. 2013); la funcidn de proteinas reguladoras de calcio como la ATPasa
de calcio de membrana plasmatica (PMCA) y el intercambiador Na*/Ca?" (NCX) (de Juan-Sanz y
col. 2014). Los endocannabinoides N-araquidonil glicina y N-oleil glicina inhibiben
selectivamente a GlyT2 frente a GlyT1 (Vandenberg y col. 2014). Muchos de estos mecanismos
inciden en el control del trafico intracelular de GlyT2. Uno de los objetivos de esta tesis es
profundizar en el conocimiento de estos mecanismos, especialmente en la interaccion de GlyT2

con CNX.

Otro interesante mecanismo de regulacidn de la actividad de GlyT2 descrito en esta tesis es la
asociacién del transportador con microdominios ricos en colesterol y esfingolipidos (membrane
rafts). Ademas, la endocitosis del transportador estd también relacionada con su asociacién a

rafts (Fornes y col. 2008, de Juan-Sanz y col. 2011).

1.4 Trdfico intracelular de GlyT2

El transportador GlyT2 ejerce su funcidn en la superficie de axones y terminales presinapticos
de las neuronas glicinérgicas pero también es abundante en el interior celular. Anteriormente a
esta tesis, no se conocian con exactitud los compartimentos intracelulares en los que se
distribuia el transportador GlyT2. De hecho, cuando GlyT2 se expresa en sistemas heterélogos
como las células COS7 o PC12, solo el 20% del total de GlyT2 estd accesible en la superficie de la
membrana plasmatica y este porcentaje disminuye ain mas en el caso del estudio de los
sinaptosomas (Geerlings y col. 2001, Geerlings y col. 2002). Por lo tanto, es interesante
profundizar en el estudio del trafico intracelular de GlyT2 para conocer con exactitud donde se
localiza y como se puede regular su actividad en los diferentes compartimentos en los que se

encuentra.
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De hecho, el trafico intracelular de una proteina de membrana es un mecanismo de regulacion
rapido y versatil de su actividad. En el caso concreto de la actividad neuronal, el trafico de
proteinas juega un papel fundamental y es el principal mecanismo por el que se regulan los
transportadores de neurotransmisores como GlyT2 (Blakely y col. 2000, Melikian 2004). El
equilibrio entre la exocitosis (llegada a la membrana plasmatica de la neurona presinaptica) y la
endocitosis (retirada desde la membrana) del transportador GlyT2 determina el tiempo de

accion del neurotransmisor en la sinapsis (Kessels y col. 2009, Blakely y col. 2012).

En trabajos del laboratorio se ha demostrado que GlyT2, al igual que la mayor parte de proteinas
de membrana, tiene un trafico regulado mediante exo- o endocitosis y uno constitutivo que
recicla continuamente desde la membrana al interior celular y viceversa (Fornes y col. 2008, de
Juan-Sanzy col. 2013). El primero puede estar modulado por diversos mecanismos, por ejemplo,
la exocitosis de GlyT2 esta regulada, entre otros factores como se expondra mas adelante, por
incrementos de los niveles de Ca®* y sintaxina-1A, que a su vez son dependientes de la funcidn

neuronal (Geerlings y col. 2001).

1.4.1 Regulacion de GlyT2 en la via secretora

Se estima que aproximadamente un tercio de las proteinas traducidas en genomas eucariotas
entra en la via secretora (Dancourt y col. 2010). Esta via estd compuesta por un complejo sistema
de endomembranas y determina la ubicacion de cada proteina en la célulay, por ende, que esta

pueda ejercer su funcion correctamente (llustracion 8).
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llustracion 8. Compartimentos intracelulares implicados en el trdfico de proteinas
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Los compartimentos intracelulares implicados en el trdfico intracelular de proteinas
son dindmicos y se comunican entre ellos, por ejemplo, a través de vesiculas, que
pueden viajar largas distancias desde el compartimento donde se formaron hacia el
compartimento destino (PL 2010).

El trafico de GlyT2 hacia y desde la membrana plasmatica ha sido estudiado en los ultimos afios
con el foco en la via secretora tardia (de Juan-Sanz y col. 2011, de Juan-Sanz y col. 2013). Sin
embargo, se conoce poco de la biogénesis y trafico del transportador a través de la via secretora
temprana. Esto es relevante, dada la importancia de la via en el plegamiento de las proteinas y

en la fisiologia y patologias relacionadas con la neurotransmision glicinérgica.

El ingreso en la via secretora de las proteinas de membrana como GlyT2 comienza mediante la
sintesis en ribosomas asociados al RE y la translocacién cotraduccional a la membrana del
reticulo (Walter y col. 1994). La proteina naciente debe plegarse y procesarse en el RE, lo que
requiere la interaccién con proteinas tipo chaperonas (Hebert y col. 2007). En concreto, la
calnexina es una proteina de membrana integral de tipo | responsable del plegamiento vy el

control de calidad de las glicoproteinas de nueva sintesis (Parodi 2000).

También en el RE se producen multiples modificaciones postraduccionales como son la
glicosilacién inicial o las modificaciones redox, (Perri y col. 2015), asi como las adiciones de
lipidos como las palmitoilaciones, que también se producen en el aparato de Golgi (Aicart-Ramos
y col. 2011). La N-glicosilaciéon de GlyT2 es parcialmente responsable de su llegada a la

membrana plasmatica y su distribuciéon asimétrica en células polarizadas, aunque no es
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absolutamente necesaria para la actividad del transportador (Olivares y col. 1995, Martinez-
Maza y col. 2001). En el siguiente apartado se analiza con mas detalle este mecanismo de
regulacién del trafico de GlyT2. Por otro lado, el estudio de las propiedades redox de GlyT2, una
proteina con 22 cisteinas, asi como de las posibles modificaciones de estas cisteinas, se

encuentra en marcha en el laboratorio (Gimenez y col. 2012, De Felipe 2017).

El transporte en vesiculas en este sistema de endomembranas es un proceso altamente regulado
que debe su selectividad a la cubierta proteica que recubre cada vesicula. La salida del reticulo
se produce en vesiculas COPIl (coat protein complex Il) que representan un importante punto
de control de calidad de las proteinas ya que estas deben estar correctamente plegadas y
ensambladas para ser exportadas (Vembar y col. 2008). El primer paso en la captura de las
proteinas cargo se produce por la unién coordinada de los componentes de COPII Sarl GTPasa,
el complejo Sec23-Sec24, seguido por el complejo Sec13-Sec31 (Barlowe y col. 1994). Algunas
mutaciones de GlyT2 impiden la correcta unién a proteinas Sec24D que forman parte de la
cubierta interna de las vesiculas de COPII que seleccionan las proteinas cargo (Arribas-Gonzalez
y col. 2015). Por otro lado, la mutacién del motivo RL homdlogo en los transportadores de GABA
se ha implicado en la interaccidn con Sec24D (Farhan y col. 2007), impide también la salida del

reticulo de GlyT1 (Fernandez-Sanchez y col. 2008) y GlyT2 (Arribas-Gonzalez 2017).

La salida del aparato de Golgi y la llegada de las proteinas a la membrana plasmatica esta
regulada por distintas proteinas. Un conjunto de proteinas reguladoras del trafico de membrana
son las GTPasas Rab, a su vez reguladas por otras proteinas que modulan su actividad GTPasa.
Las Rabs son proteinas solubles, asociadas a membrana mediante cadenas de geranil-geranilo
unidas a cisteinas C-terminales (Gomes y col. 2003). Se encargan de colectar proteinas efectoras
de localizacidn restringida a un compartimento membranoso concreto de manera dependiente
de GTP. Hay distintas GTPasas localizadas en diferentes compartimentos membranosos cuyas
proteinas efectoras regulan la generacién y direccidon de vesiculas de trafico, controlando su

especificidad, tal y como se comenta mas adelante (Zhen y col. 2015, Wojnacki y col. 2016).

La fusidn de las vesiculas secretoras con la membrana plasmatica (y otras membranas) estd
mediado por proteinas SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein
receptor) que determinan la especificidad de la fusion y la hacen termodindmicamente posible.
Las v-SNAREs presentes en las vesiculas interaccionan para la fusidn con las t-SNAREs en
membranas diana. En el caso de las vesiculas sinapticas (VS), la v-SNARE es VAMP o
sinaptobrevina y las t-SNAREs de la membrana plasmatica son sintaxina 1 y SNAP25. Las SNAREs

tienen un dominio coiled-coil (dos en SNAP-25) de unos 70 aminoacidos. La interaccion de los
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dominios de vy t-SNAREs conduce a la formacién de un complejo trans-SNARE o SNARE pin que
puede ejercer gran tensién y lleva las membranas opuestas lo suficientemente cerca como para
catalizar la fusién. Tras la fusién, el complejo cis-SNARE que ha quedado en las membranas
fusionadas se desensambla por la ATPasa sensible a N-etilmaleimida (NSF) y su cofactor SNAP
que reciclan el complejo SNARE para una nueva fusidn (Sudhof y col. 2009). Las SNAREs son
proteinas transmembrana, algunas con un TM C-terminal, otras con modificaciones lipidicas
como la palmitoilacion (SNAP25). Su actividad estd muy regulada por distintos mecanismos
como la unidn a otras proteinas, la fosforilacion (Wojnacki y col. 2016), el entorno lipidico (Lang

y col. 2001).

En las terminaciones sinapticas, las interacciones de GlyT2 con las proteinas sintenina-1 y SNARE
sintaxina 1A estabilizan y regulan la insercion del transportador en la membrana (Geerlings y
col. 2000, Geerlings y col. 2001, Ohno y col. 2004). Como ya se ha mencionado, la sintaxina 1Ay
el calcio son responsables de la rdpida llegada de GlyT2 a la superficie de la neurona en respuesta
a la liberacidn de glicina al espacio sinaptico (Geerlings y col. 2000). Esto hace suponer que el
trafico de GIlyT2 se produce en vesiculas que podrian ser vesiculas sinapticas. Mediante un
primer analisis por microscopia electrénica de sinaptosomas purificados se encontré que el
transportador se asocia con pequefias vesiculas similares a las vesiculas sinapticas (small

synaptic-like vesicles) (Geerlings y col. 2001).

Por otro lado, el extremo N-terminal de GlyT2 interacciona con una proteina implicada en el
crecimiento axonal, Ulip-6 (CRMP5, Collapsin Response Mediator Protein 5). Aunque se
desconoce cdmo regula esta interaccion a GlyT2, se sugiere que podria reducir su presencia en
membrana controlando su trafico de acuerdo con el papel de proteinas homdlogas a Ulip-6

(Horiuchi y col. 2005).

Recientemente, se ha demostrado en el laboratorio que la expresién en membrana de GlyT2
puede ser estimulada mediante activacién de la glucégeno sintasa 3 kinasa (GSK3), aunque el
mecanismo de esta regulacion no ha sido investigado (Jimenez y col. 2015). También la
activacion de receptores purinérgicos P2X3 genera un aumento de la expresion en superficie del
transportador (Villarejo-Lépez 2017). En este ultimo caso, la liberacidn de glicina es también
producida por agonistas P2X3 y precede a la expresion en superficie de GlyT2, lo que de nuevo

sugiere el trafico de GlyT2 en vesiculas tipo sinapticas.
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1.4.3 Regulacion de la endocitosis de GlyT2

La endocitosis es el proceso celular bdsico mediante el cual la célula internaliza una gran
variedad de sustancias. Existen distintos tipos de endocitosis segun la molécula que vaya a
internalizarse. Una vez endocitadas, las proteinas de membrana se dirigen al sistema
endosomal, una red tdbulo-vesicular muy dindmica que se extiende por todo el citoplasma
celular y que regula la degradacion y/o reciclaje de las proteinas internalizadas (Murphy y col.

2009) (llustracion 8).

La endocitosis es un mecanismo de la célula que permite regular la composicidon lipidica y
proteica de la membrana plasmadtica, con el fin de reaccionar a determinados estimulos del
entorno o del interior celular. La endocitosis se puede producir por diferentes mecanismos que
varian en funcién de las proteinas o lipidos implicados. En la llustracion 9 se resumen los
principales procesos de endocitosis a pequefia escala que tienen lugar en la célula.

llustracion 9. Esquema de los diferentes tipos de endocitosis en células de mamifero
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La endocitosis mediada por clatrina es fundamental para regular la entrada de una variedad de receptores
postsindpticos y transportadores de neurotransmisores de diversos tipos en neuronas y células de la glia
(Jung y col. 2007, Royle y col. 2010). Las proteinas endocitadas mediante clatrina se dirigen hacia el
endosoma temprano. (Mayor y col. 2007).

La endocitosis mediada por clatrina (EMC) constituye la via mayoritaria de internalizacién de
proteinas en células eucariotas. Este proceso es basico en el terminal presinaptico para que la
sinapsis funcione de forma correcta ya que permite la retirada y reciclaje de las VS tras su fusién
durante la liberacion del neurotransmisor. Por otro lado, la endocitosis mediada por clatrina

también es clave para la regulacion de cantidad de receptores postsinapticos y transportadores
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de neurotransmisores de diversos tipos en neuronas y células de la glia (Jung y col. 2007, Royle

y col. 2010, Merrifield y col. 2014, Mahapatra y col. 2016, Liang y col. 2017).

La endocitosis mediada por clatrina esta altamente regulada y en ella participan una gran
variedad de proteinas, entre las cuales la clatrina, la dinamina y hasta 60 diferentes tipos de
adaptadores que operan en una secuencia ordenada, tienen un papel relevante (Merrifield y
col. 2014). Otros factores implicados son el lipido de membrana fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato
(PIP2) que no solo activa a los canales de calcio dependientes de voltaje sino que interacciona
con muchas de las proteinas involucradas en la endocitosis mediada por clatrina facilitando su
organizacion (Liangy col. 2017). También es relevante el papel del citoesqueleto en el andamiaje
de proteinas como la dinamina. Esta GTPasa media la fisién de la vesicula endocitica que es el
ultimo paso del proceso de endocitosis, aunque recientemente se le ha adjudicado un papel ain

no bien definido en exocitosis (Mahapatra y col. 2016).

Nuestro grupo ha demostrado recientemente que la endocitosis mediada por clatrina es el
principal mecanismo responsable de la internalizacién constitutiva y regulada de GlyT2 y se ha
propuesto que la lisina 791 del C-terminal es clave en la internalizacion del transportador
mediada por PKC (de Juan-Sanz y col. 2011). El destino inicial de las proteinas endocitadas a
través de una via dependiente de clatrina son los endosomas tempranos. Desde estos
compartimentos intracelulares, las proteinas pueden volver a la membrana plasmatica por un
proceso de reciclaje, dirigirse a otros organulos celulares o ser degradadas en los lisosomas

(Ungewickell y col. 2007) (llustracién 8).

Por otro lado, las proteinas de membrana de la familia SLC6 como GlyT2, asi como otros canales
receptoresy transportadores (Traub y col. 2007), también pueden ser endocitadas mediante un
proceso dependiente de ubiquitinacidn. De esta forma, las proteinas se internalizan a través del
sistema endosomal y, en funcidon del marcaje que reciban, su destino es uno u otro. La
ubiquitinaciéon es una modificacidn postraduccional que supone la unién covalente de la
ubiquitina (polipéptido de 76 aminoacidos) a la proteina diana (Urbe 2005). Este mecanismo
tiene lugar en numerosos procesos celulares, como la degradacion de proteinas, la reparacién
del ADN, la remodelaciéon de la cromatina o la regulacidn del ciclo celular. De hecho, la
ubiquitinacién es clave en el control de calidad que se produce en el RE a través del sistema
ERAD (degradacién asociada al RE). Esta ruta de degradacidn se inicia con el reconocimiento de
la proteina aberrante (por ejemplo porque se haya plegado de forma incorrecta), se ubiquitina
y tras este marcaje la proteina sale del RE de vuelta al citosol mediante retrotraslocacion, sera

en el citosol donde el proteosoma la degrada (Foot y col. 2017) (llustracién 10). El proceso de
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ERAD es especialmente relevante cuando se produce en las células la llamada respuesta a
proteinas mal plegadas (UPR), un mecanismo que contrarresta alteraciones de plegamiento
(estrés) en el REy que puede restaurar la proteostasis (Perriy col. 2015). La activacion moderada
de la UPR sefializa la inhibicion de la traduccion, la expansién de la membrana del RE, la
sobrexpresién y localizacién de chaperonas para corregir los defectos de plegamiento, asi como
el aumento de la degradacion de proteinas. De este modo, se reduce el estrés de RE. La unidn
de chaperonas especificas a los nucleos hidrofébicos expuestos de intermediarios de
plegamiento evita la agregacidn proteica y promueve su estabilizacion (Kim y col. 2013). Sin
embargo, bajo condiciones crdnicas o de estrés de RE irreversible, la activacién de UPR

desencadena sefiales proapoptoéticas que dan lugar a muerte celular (Hetz y col. 2014).

llustracion 10. Degradacion de proteinas asociada al RE (ERAD)

Degraded
protein

El proceso de ERAD se divide en multiples pasos:1) reconocimiento de la proteina aberrante por
parte de las chaperonas (Ch); 2) ubiquitinacion; 3) retraslocacion de la proteina ubiquitinizada en
un proceso dependiente de energia que requiere la participacion de la ATPasa p97; 4) liberacion al
proteosoma; 5) degradacion de la proteina. (Foot y col. 2017)

Por otro lado, se ha demostrado que el sistema de ubiquitinacidon también regula la estabilidad
y el tréfico de numerosas proteinas pre y postsinapticas en el SNC (Haas y col. 2008) (llustracion
11) y, en concreto, se ha propuesto que es el mecanismo que media la endocitosis dependiente
de PKC de los transportadores de neurotransmisores, como puede ser GlyT2 (Miranda y col.

2005, Sorkina y col. 2006, Gonzalez-Gonzalez y col. 2008, Fernandez-Sanchez y col. 2009).
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llustracion 11. Ubiquitinacion de las proteinas como mecanismo regulador
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(A) Molécula de ubiquitina. (B) Esquema de los distintos modos de ubiquitinacion. (C)
Modelos de ubiquitinacion de proteinas para su endocitosis. (Traub y col. 2007)

Ademads de promover la internalizacidn, la ubiquitinacion de las proteinas de membrana

neuronales puede dirigirlas hacia reciclaje o degradacién en lisosomas (Schwarz y col. 2012).

Una de las vias mas conocidas de regulacién de endocitosis de GlyT2 son las dependientes de
PKC (Fornes y col. 2008, de Juan-Sanz y col. 2011). La activacién de PKC por ésteres de forbol
como el forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), conduce a una reduccion aguda en la actividad
de los transportadores de la familia SLC6, incluido GlyT2 (Melikian 2004, Brder y col. 2012). Esta
regulacién negativa del transporte de GlyT2 se debe a una internalizacién desde la membrana
plasmatica que estd mediada por la ubiquitinacién de residuos de lisina presentes en el extremo
carboxilo terminal. La ubiquitinacién es necesaria tanto para la endocitosis constitutiva como la
regulada por PKC, aunque en residuos concretos distintos y destina a GlyT2 a diferentes

compartimentos intracelulares (de Juan-Sanz y col. 2011, de Juan-Sanz y col. 2013).

Por otro lado, el tréfico de GlyT2 desde la membrana hacia los lisosomas para su degradacion se

regula mediante la interaccion de GlyT2 con la subunidad catalitica a3 de la Na*/K* ATPasa,
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descubierto recientemente a partir de un estudio protedmico con un inmunoprecipitado
obtenido con anticuerpo anti-GlyT2 de tejido neural. La unidn especifica de esteroides
cardiotdnicos (ouabaina) a la Na*/K* ATPasa regula la endocitosis y degradacién de GlyT2 in vivo
mediante un mecanismo conservado evolutivamente reproducido en neuronas primarias de

rata, embriones de pez cebra y ratas adultas inyectadas con ouabaina (de Juan-Sanz y col. 2013).

1.4.3 Estudio de la localizacién vesicular de GlyT2 mediante marcadores

Un abordaje para el estudio de la localizacién de una proteina de membrana como GlyT2 es la
comparacion de su distribucion intracelular con la de proteinas marcadoras de los diferentes

organulos de la via secretora.

Las proteinas SNARE, que median la especificidad del acoplamiento y la fusidn de las vesiculas,
son buenos marcadores de localizaciéon intracelular. GlyT2 colocaliza en la membrana plasmatica
con las t-SNAREs sintaxina 1A, y SNAP-25, marcadoras de la membrana diana de la exocitosis de
vesiculas. Sin embargo, la v-SNARE sinaptobrevina (VAMP2) permite identificar vesiculas que
van a fusionarse con la membrana plasmatica como las vesiculas sinapticas. El anadlisis del
proteoma de las vesiculas sindpticas ha proporcionado un buen numero de proteinas de
localizacién exclusiva en vesiculas sindpticas como la propias sinaptobrevina, la sinaptofisina, la
sinaptotagmina 1 presentes en numerosas copias por vesicula o la ATPasa vacuolar,
sorprendentemente menos numerosa en numero de copias (Takamori y col. 2006). Asimismo,
son exclusivos de vesiculas sindpticas los transportadores vesiculares VIAAT o VGLUT2,
especificos de las neuronas glicinérgicas/GABAérgicas y glutamatérgicas, respectivamente que
permiten identificar las vesiculas cargadas con el correspondiente neurotransmisor (Chaudhry y

col. 1998, Todd y col. 2003).

Otros marcadores que pueden proporcionar informacién son los principales reguladores del
trafico intracelular de proteinas: las GTPasas Rab, que se distribuyen en diferentes
compartimentos celulares y regulan el transporte entre los distintos organulos (Zerial y col.
2001, Zhen y col. 2015). Las GTPasas Rab actian como interruptores moleculares, siendo activas
en su forma unida a GTP pero no unidas a GDP. La unién a GTP es necesaria para promover el
cambio conformacional requerido para la interaccion con su efector especifico. Por ejemplo,
Rab3a interacciona con rabfilina-3A, Rab5a con rabaptina-5, etc...(Zhen y col. 2015). La

activacion de las Rabs se facilita, como para otras GTPasas, mediante la accién de GEFs (factores

36



INTRODUCCION

intercambiadores de nucledtidos de guanina) y GAPs (proteinas activadoras de actividad
GTPasa), que ayudan a conferir especificidad pues muchos son selectivos de familia o de GTPasa.
Los efectores son muy variados en sus acciones pueden ser motores, kinasas, fosfatasas,
reguladores de fusidn, de modo que el reclutamiento de efectores de una manera controlada
en el espacio y en el tiempo contribuye fuertemente a la fidelidad y especificidad del tréfico
vesicular (Zhen y col. 2015). Asi, la gran diversidad que existe de proteinas Rab concuerda con
la complejidad reconocida del propio tréafico intracelular (llustracién 12). A diferencia de las
proteinas SNARE, que estan ancladas de forma irreversible a las membranas mediante dominios
TM, las proteinas Rab circulan a través del citosol y las diferentes membranas celulares a las que
se anclan a través de prenilaciones, por lo que son buenas candidatas para estudiar la
compartimentacién de una proteina o definir la direccionalidad de los procesos de transporte

de vesiculas (Zhen y col. 2015).
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llustracion 12. Distribucion de las GTPasas Rab en el trdfico de proteinas desde la membrana
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Resumen esquemadtico de la localizacion intracelular de las proteinas Rab en células de mamifero
Algunas proteinas son especificas de tipo celular (por ejemplo, Rab3a de las neuronas) o de tejido
(por ejemplo, Rab17 del epitelio) o muestran una localizacion celular especifica (por ejemplo,
Rab13 en uniones estrechas). Abreviaturas: CCV, vesicula recubierta de clatrina; CCP, hendidura
recubierta de clatrina; EC, células epiteliales; IC, compartimento intermedio entre RE y Golgi; M,
melanosomas; MTOC, centro organizador de microtubulos; SG, granulos secretores; SV, vesiculas

sindpticas; T, granulos de células-T; TGN, red trans Golgi (Zerial y col. 2001)

La localizacion especifica de las diferentes proteinas Rab en determinados compartimentos de
7

membrana y su habilidad para regular especificamente diferentes pasos del trafico intracelular
las convierte en herramientas ideales para el estudio de la localizacién subcelular de GlyT2 (Zhen

y col. 2015). Su colocalizaciéon con una determinada proteina, como puede ser GlyT2, refleja la

ruta de reciclaje de la proteina en cuestién (Zerial y col. 2001) (llustracién 12)
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Las primeras proteinas Rab identificadas, Rab8 y Rab1, han demostrado su relevancia en el
transporte de vesiculas en la via de la exocitosis (Zhen y col. 2015). Concretamente, la proteina
Rab8 estad implicada en el trafico desde la red trans Golgi hacia la superficie (Huber y col. 1993).
Sin embargo, otras proteinas Rab estan implicadas en eventos de endocitosis (Zhen y col. 2015).
Es el caso de Rab5, que es un marcador del endosomas tempranos (Zerial y col. 2001), o Rab4 y
Rabl1l, que también tienen un papel importante en el reciclaje de proteinas desde los
endosomas tempranos (“short loop” recycling) y de los endosomas de reciclaje hacia la
membrana plasmatica (“long loop” recycling), respectivamente (Jones y col. 2006) (llustracion
13). El receptor de transferrina es un ejemplo de proteina de membrana que regresa
rapidamente a la misma desde los endosomas tempranos a través de un mecanismo controlado
por Rab4 y que puede reciclarse por una via mds lenta desde los endosomas de reciclaje

mediante la participacion de Rab11 (Uzan-Gafsou y col. 2007, Bonecchi y col. 2008, Henry y col.

2008).

llustracion 13. Esquema de los dominios de las GTPasas Rab en endosomas

\ \

Estudios realizados con proteina fluorescente verde (GFP) han demostrado que las proteinas Rab4,
Rab5 y Rabl1l estdn compartimentadas en la membrana de los endosomas tempranos. Las
proteinas cargo fluyen secuencialmente a través de los dominios Rabs tal y como muestran las

flechas (Zerial y col. 2001)

En esta tesis se ha realizado un estudio de la colocalizacién de GlyT2 con las proteinas GTPasas

Rab con el fin de determinar su distribucién subcelular, tal y como se muestra en el bloque de
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Resultados (Nunez y col. 2009). Por otro lado, actualmente, nuestro grupo de investigacion esta
confirmando mediante estudios de protedmica y otras técnicas, la interaccién y colocalizacidn
de GlyT2 con otras proteinas caracteristicas de vesiculas sindpticas, como SNAP-25, SV2,

sinaptobrevina y sinaptotagmina (De Juan-Sanz, y col., sin publicar).

1.5 Dominios lipidicos “rafts” y sistema nervioso

En 1997 se describid por primera vez un mecanismo molecular que explicaba la heterogeneidad
lateral de las membranas bioldgicas, la base molecular del modelo es la asociacién lateral
preferente de los esfingolipidos saturados de cadena larga y el colesterol en la cara externa de
la membrana, de manera que el colesterol se incluye entre las moléculas de esfingolipidos

rellenando los espacios entre ellos (Simons y col. 1997).

Este modelo se denomind lipid raft (literalmente del inglés: balsa lipidica) para finalmente
asentarse como un principio de sub-compartimentacion de la membrana implicado no sélo en
el trafico post Golgi sino también en la endocitosis, sefalizacidon, procesamiento de proteinas,

reciclado de membrana y muchas otras funciones (Simons y col. 1997, Sonnino y col. 2015).

Los lipid rafts o rafts son pequenos subdominios (10-200 nm) de las membranas celulares,
especializados, heterogéneos, altamente dindmicos, enriquecidos en colesterol, esfingolipidos
y proteinas, que compartimentan procesos celulares (Pike 2006) (llustracion 14). Se asocian de
una manera especial con el citoesqueleto celular y se han definido operacionalmente por su
resistencia a la solubilizacién en frio por detergentes no idnicos. La propensién a formar rafts
estd positivamente correlacionada con el contenido de esteroles que se maximiza en la
membrana plasmatica, donde el citoesqueleto de actina juega un papel central en la

organizacion esfingolipidos-colesterol (Lingwood y col. 2010).
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llustracion 14. Esquema de una balsa lipidica en la membrana plasmadtica (lipid raft)
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Las balsas lipidicas son ricas en colesterol, fosfolipidos y esfingolipidos, lo que les
confiere propiedades estructurales y funcionales unicas, permitiendo el
movimiento de las proteinas contenidas en el lipid raft.

En los lipid rafts tienen lugar determinadas modificaciones postraduccionales, como la
fosforilacién o la ubiquitinacién, asi como interacciones entre proteinas, imprescindibles en
determinadas funciones celulares. En este modelo, las proteinas de membrana se rodean de un
revestimiento de lipidos en analogia a la solvatacion de proteinas globulares por el agua (Brown

2017).

Se reconocen dos tipos de balsas lipidicas: las caveolas, pequefias invaginaciones langeniformes
gue contienen proteinas de la familia de las caveolinas, y las balsas lipidicas planas, que no
presentan invaginaciones y contienen proteinas de la familia de las flotilinas (llustracién 15). En
el caso de las células nerviosas, la mayoria de tipos neuronales no presentan caveolinas sino que

sus membranas contienen balsas lipidicas planas enriquecidas en flotilinas (Colin y col. 2016).
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llustracion 15. Tipos de lipid raft: caveolas y balsas lipidicas planas
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Las caveolas presentan invaginaciones de la membrana y la caveolina es la principal proteina
que forma parte de la estructura. En el caso de las balsas planas no se aprecian invaginaciones
de la membrana y la flotilina es la proteina mayormente implicada (Allen y col. 2007).

Los pequenos rafts se pueden estabilizar en algunos casos para formar plataformas mas grandes
a través de las interacciones proteina-proteina y proteina-lipido (Pike 2006). De esta forma, los
lipid rafts pueden mediar una gran variedad de funciones celulares, por ejemplo, la seializacién
celular al modular la actividad de ciertas moléculas contenidas en la membrana cuando se

desplazan lateralmente entre los dominios raft y no raft (Lingwood y col. 2010)
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llustracion 16. Organizacion de receptores y efectores en las balsas lipidicas y efecto en su actividad
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El neurotransmisor actua sobre su receptor acoplado a una proteina G responsable de transmitir la
sefializacion al interior de la célula. Este receptor se localiza en una balsa lipidica plana y si el efector
y la flotilina se encuentran en la misma balsa se trasmite la sefial. Por el contrario, si el receptor y el
efector se situan en zonas alejadas se evita la propagacion de la sefial de la sinapsis (Allen y col. 2007).

1.5.1 Papel de los lipid rafts en las membranas de las neuronas

En el sistema nervioso, la presencia de rafts es crucial en la fisiologia de la neurosecrecién pues
la concentracidn de las proteinas SNARE implicadas en los eventos de fusion de vesiculas
sindpticas es 25 veces mayor en rafts que en regiones no raft (Sonnino y col. 2014). Los rafts
juegan un papel importante en la sefializaciéon sindptica, como se ha comprobado por el
enriguecimiento de proteinas sindpticas tales como SNAP o PSD en rafts de membranas

cerebrales de rata (Salaun y col. 2005).

En las neuronas, los rafts participan en la adhesién celular neuronal, la transmisidn sinaptica, la
orientacién axonal, el desarrollo neuronal y la funcién de la neurona (Tsui-Pierchala y col. 2002).
En el caso concreto de la sinapsis, este fendmeno es particularmente importante, ya que, no
solo los eventos de fusion tienen lugar en dominios raft de la presinapsis sino que varios
receptores de neurotransmisores se localizan en lipid rafts, como GABA, NMDA, AMPA, nAChy
P2X, y su actividad depende de la integridad de estos subdominios (Hering y col. 2003, Frank y
col. 2004, Dalskov y col. 2005, Zhu y col. 2006).

Numerosas proteinas se asocian de forma preferente a los lipid rafts, entre ellas los
transportadores de neurotransmisores (Butchbach y col. 2004, Jayanthi y col. 2004, Samuvel y

col. 2005, Sepulveda y col. 2006). Los rafts son dominios mas empaquetados que el resto de la
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membrana no-raft y funcionan como plataformas mdviles en las cuales se organizan los
componentes de la membrana, entre ellos los complejos de proteinas responsables del trafico
celular y de la sefalizacion (llustracion 16). Muchas proteinas de membrana son reguladas
mediante movimiento lateral desde o hacia dominios raft, lo que afecta a su interaccién con
lipidos o con otras proteinas (interactoma), repercutiendo en su actividad (Sonnino y col. 2014).
Las interacciones laterales entre los componentes de los rafts estdan moduladas en tiempo y en
espacio, por lo que alteraciones de estas modulaciones correlacionan positivamente con el
envejecimiento y también con enfermedades neurodegenerativas como Niemann—Pick tipo C.
En estos casos, el grado de orden de los lipidos de membrana es un pardmetro que requiere un
estricto control. De hecho, se ha especulado que el desarrollo de agentes que puedan unirse
eficientemente a grupos concretos de lipidos en la membrana y que puedan reorganizarlos
lateralmente podrian convertirse en farmacos innovadores dirigidos a los rafts (Sonnino y col.

2014).

GlyT2, como demostramos en esta tesis, se asocia a lipid rafts y en estos subdominios
interacciona con la bomba Ca?*-ATPasa (PMCA) y el intercambiador Na*-Ca?* (NCX1), lo que le
permite actuar con estas proteinas de membrana de forma coordinada en la recaptacién de la
glicina modulando los niveles de sodio y calcio tras la liberacidon del neurotransmisor (de Juan-
Sanz y col. 2014). Todas estas proteinas presentan una actividad éptima cuando se localizan en
las balsas lipidicas (Tortelote y col. 2004, Jiang y col. 2007, Zhang y col. 2009, Jiang y col. 2012).
Asimismo, la activacién de PKC, un mecanismo que regula la actividad de GlyT2, produce un
desplazamiento del transportador desde los dominios raft a los no raft en la membrana,

modulando asi su actividad (Fornes y col. 2008).

La asociacion de proteinas de membrana especificas del sistema nervioso como GlyT2 con los
lipid rafts adquiere especial importancia en el contexto de las funciones neuronales como la
liberacion de neurotransmisores y la transmision sindptica. De hecho, se ha propuesto que los
dominios rafts ricos en colesterol funcionan como reguladores espaciales de la exocitosis
(Salauny col. 2004) y que estan implicados en la formacion de la sinapsis (Pfrieger 2003). Muchas
proteinas de las vesiculas sinapticas estdn asociadas a los lipid rafts, incluyendo la sinaptofisina
y el receptor soluble de proteina fijadora de factor sensible a N-etilmaleimida, ademas de otras

SNARE de funcion importante en la fusion de las vesiculas (Lang y col. 2001, Gil y col. 2005).
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1.5.2 Relacion del colesterol de la membrana plasmatica con la regulacion de la

actividad de proteinas en el sistema nervioso

La regulacion del colesterol juega un papel importante en el sistema nervioso central (Mahley
2016). Una de las funciones principales del colesterol en las neuronas es mantener los lipid rafts
y su retirada provoca una pérdida gradual de las sinapsis y espinas dendriticas, muchas veces

implicado en enfermedades neurodegenerativas (Hering y col. 2003).

El colesterol participa en el proceso de exocitosis, promueve la curvatura de la membrana y su
retirada conduce a una inhibicién dosis dependiente y sensible a Ca* de la fusidn de las vesiculas
(Churchward y col. 2005, Kumar y col. 2015). En células PC12 se ha detectado un descenso en la
exocitosis de dopamina al reducir el colesterol (Salaun y col. 2005). La retirada o alteracién en
los niveles de colesterol limita la capacidad de la membrana plasmatica de fusionarse (Ledesma
y col. 2012) y también impacta en la transmisidn sinaptica y la funcién cerebral (Kumar y col.

2015).

El colesterol realiza multiples funciones en el cerebro (Pfrieger 2003) incluyendo la regulacion
de los transportadores de neurotransmisores en la membrana plasmdatica, como por ejemplo el
transportador de serotonina (Magnani y col. 2004, Samuvel y col. 2005), el de norepinefrina
(Jayanthi y col. 2004), DAT (Adkins y col. 2007) o transportadores de aminoacidos excitadores

(Butchbach y col. 2004) que se distribuyen en dominios ricos en colesterol.

1.6 Papel de la N-glicosilacion en la actividad de las proteinas

La N-glicosilacién representa una de las modificaciones de proteinas postraduccionales mas
frecuente en células eucariotas. Entre las funciones mejor conocidas de la N-glicosilacion
destacan su papel en el plegamiento de las proteinas y el control de calidad en la via secretora
en la célula. En el exterior celular los N-glicanos también son importantes en muchos procesos,

como la comunicacidn celular y la adhesién (Scott y col. 2014).

En el reticulo endoplasmatico, la N-glicosilacién de una proteina naciente comienza con la
transferencia, por parte de la oligosacaril transferasa, de un oligosacarido de 14 residuos donado
por el dolicolfosfato a un residuo de asparragina en secuencia consenso (Asn-X-Ser/Thr) de la

proteina (llustraciéon 17).
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llustracion 17. Oligosacdrido que se transfiere en una N-glicosilacion
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Estructura del oligosacdrido que se transfiere en el RE a la proteina que estd
siendo sintetizada en una Asn en secuencia consenso (Asn-X-Ser/Thr)(Helenius y
col. 2001)

Inmediatamente después de que el oligosacdrido sea transferido, la glucosidasa | y la glucosidasa
Il retiran las 2 glucosas mas externas de forma secuencial. La forma monoglucosilada resultante
se une a calnexina, una lectina monovalente anclada a la membrana del RE, o a calreticulina, su
homdlogo soluble. La calnexina y la calreticulina se asocian con ERp57, una tiol disulfuro
oxidorreductasa, implicada en la formacién de puentes disulfuro que contribuye al plegamiento
de la proteina. Cuando la glucosidasa |l retira la glucosa restante, la glicoproteina se disocia de

la calnexina o la calreticulina (Helenius y col. 2004).
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llustracion 18. Biosintesis del oligosacdrido transferido en la N-glicosilacion

Synthesis of Iiid-linked precursor Glycan transfer Trimming and processing

Further trimming Terminal glycosylation

La sintesis del oligosacdrido se inicia en el lado citosdlico del reticulo endoplasmdtico y posteriormente
se trasloca al lumen donde finaliza la adicién de azucares hasta completar 14 residuos. El complejo
oligosacariltransferasa transfiere el oligosacdrido a la Asn de la proteina naciente. Los residuos de
glucosa y de manosa se van retirando por la accion de las glucosidasas | y Il y de la manosidasa. En el
RE también estd presente la glucosiltransferasa pudiéndose realizar varios ciclos de de-glucosilacion y
re-glucosilacion hasta que el plegamiento sea el adecuado y el complejo pueda pasar al aparato de
Golgi donde se podrian afiadir otros residuos de aztcares (Helenius y col. 2001).

El plegamiento de la proteina se inicia en el RE (Reticulo Endoplasmatico) cotraduccionalmente
y se completa una vez finalizada la traduccidon. Algunas Heat Shock Proteins, como GRP78/BiP,
actuan como chaperonas facilitando el plegamiento de las proteinas y su distribucién desde el
RE al aparato de Golgi si se ha plegado correctamente. La salida del RE es asistida por la accién

de lectinas de unién a manosas tales como ERGIC-53, VIP36 y VIPL (Vagin y col. 2009).

Si el plegamiento de la glicoproteina no se ha completado, ésta serd sustrato de la
glucosiltransferasa del lumen del RE que la re-glucosilarda y de nuevo se unird a calnexina
(calreticulina, ERp57) u otros asistentes en el plegamiento hasta que alcance el plegamiento
adecuado. Si después de varios ciclos de de-glucosilacion/re-glucosilacidn la glicoproteina no se
pliega convenientemente, quedard retenida en el RE y finalmente sera degradada mediante
ERAD (degradacion asociada a reticulo endoplasmatico) (llustracion 10, llustraciéon 18 e

llustracion 19) (Helenius y col. 2001).

De esta forma, la N-glicosilacion, y en particular el ciclo calnexina/calreticulina, juegan un papel

principal en el plegamiento y el control de calidad de las glicoproteinas recién sintetizadas
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ayudando a que solo las proteinas que estan correctamente plegadas pasen al aparato de Golgi

y desde alli a su destino final (Helenius y col. 2001, Vagin y col. 2009).

llustracion 19. Ciclo de calnexina/calreticulina
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Cuando se retiran 2 de las 3 glucosas del oligosacdrido, la proteina naciente se une a calnexina o a
calreticulina. La proteina se expone a otros factores de plegamiento como ERp57. Cuando la glucosa
restante es retirada por la glucosidasa Il, el complejo se disocia. Si la proteina no estd correctamente
plegada podria repetirse el ciclo o dirigirse a degradacién. Una vez que la proteina estd plegada
adecuadamente saldra del RE y se dirigird al aparato de Golgi. La salida de algunas proteinas es
asistida por la lectina ERGIC-53 (Helenius y col. 2001).

Ademas del control de calidad, la N-glicosilacion puede afectar a la actividad de las
glicoproteinas a través de numerosos mecanismos, por ejemplo, facilitando su estabilidad,
mejorando el trafico intracelular, promoviendo su distribucién en la superficie celular en el caso
de proteinas de membrana (regulando la endocitosis y/o el reciclaje hacia la membrana
plasmatica), participando en la interaccion con otras lectinas, o mediando efectos
electrostaticos o estéricos en la dinamica y conformacion de las proteinas, alterando asi sus

propiedades biofisicas (llustracion 20) (Scott y col. 2014).
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llustracion 20. Efectos principales de la N-glicosilacion de las proteinas

Los N-glicanos pueden potenciar la funcion de las glicoproteinas facilitando su plegamiento y
mejorando el trdfico hacia la superficie celular (a), mejorando la estabilidad de la proteina en la
superficie celular a través de la regulacion retirada de la proteina y el reciclaje hacia la membrana (b),
y aumentando la actividad de la proteina mediante modificaciones en las propiedades biofisicas de la
misma (c) (Scott y col. 2014).

En el caso del sistema nervioso, son numerosas las proteinas implicadas en la transmision
neuronal que requieren anadir carbohidratos a su dominio N-terminal. El papel de estas
modificaciones suele depender del contexto molecular y celular y pueden llegar a ser
determinantes y esenciales para la funcién de la proteina en cuestién. Se ha descrito la
importancia de los N-glicanos en diferentes aspectos del desarrollo neuronal, por ejemplo, en la
adhesidn celular o el direccionamiento axonal. Sin embargo, se conoce menos la relevancia de

la N-glicosilaciéon en la regulacidon de la fisiologia neuronal (Scott y col. 2014).

Numerosos estudios han descrito la importancia de la glicosilacién de las proteinas en diferentes
aspectos de la transmisidn sinaptica, aunque las diferencias celulares y las bases moleculares de
estos efectos son complejas y no se conocen con exactitud. No obstante, la glicosilacion es
necesaria para el funcionamiento correcto de las neuronas ya que controla la funcién de varias

moléculas clave en la sinapsis (Kleene y col. 2004, Dityatev y col. 2010, Dani y col. 2012).

Recientemente, se han determinado nuevos roles de los glicanos en los procesos sinapticos y el
control de la excitabilidad neuronal. Se ha descrito que los N-glicanos afectan en gran medida la
funcién de varias proteinas sindpticas implicadas en pasos clave de la transmisidn sindptica,
incluyendo la liberacién de neurotransmisores, la recepcién y la recaptacién de éstos. La
glicosilaciéon regula también el nimero de proteinas en la membrana, como por ejemplo es el

caso de los canales idnicos, controlando asi las respuestas a estimulos externos y la excitabilidad
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neuronal. Por otro lado se ha descrito la relevancia de la N-glicosilacion en la funcién de

proteinas vesiculares sindpticas, como SV2 (llustracidn 21) (Scott y col. 2014).

llustracion 21. Efectos principales de la N-glicosilacion en la transmision sindptica
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La N-glicosilacion de los canales iénicos dependientes de voltaje afecta a la excitabilidad de la neurona,
incrementando los potenciales de accion (parte superior, sinapsis eléctrica). Por otro lado, en la
sinapsis quimica (parte inferior), tanto las proteinas sindpticas como los receptores de
neurotransmisores se modulan mediante N-glicosilacion (Scott y col. 2014).

Normalmente, los receptores de neurotransmisores presentan varias moléculas de N-glicanos
en sus dominios extracelulares. Los ultimos estudios apuntan a la importancia de estas
modificaciones en la funcién, por ejemplo, en el caso de los receptores nicotinicos de acetilcolina
donde pueden promover el plegamiento de dominios funcionales de la proteina sin afectar a las
interacciones entre las subunidades del receptor o su expresion en la superficie celular. Otro
ejemplo son los receptores de glutamato ionotrdpicos, entre los que se encuentran los
receptores AMPA, kainato y NMDA, la mayoria de los cuales se encuentran glicosilados en los
dominios amino-terminales implicados en el ensamblaje y en los dominios de unién al ligando.
En el caso de los receptores NMDA, la inhibicién de la N-glicosilacién provoca una reduccion

significativa de su expresion funcional (Scott y col. 2014).

Los transportadores de la familia SLC6, como GlyT2, se presentan N-glicosilados en la region
extracelular mas amplia que es el bucle externo 2. Este bucle es muy movil durante los cambios

conformacionales de la proteina durante el transporte y ha sido implicado en el mecanismo de
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transporte en muchos miembros de la familia, lo que sugiere que esta modificacion en
importante para su funcién (Smicun y col. 1999, Martinez-Maza y col. 2001). Mientras que la
eliminacion de la glicosilacion mediante mutagénesis o tratamiento con glicosidasa reduce el
numero de transportadores en la superficie celular, no parece que afecte en gran medida a la
unién del ligando o a la actividad propia del transportador. Se ha considerado que la reduccién
en el nimero de moléculas de transportador en la membrana se debe a una alteraciéon en la
estabilidad de la proteina o en el trafico de la proteina hacia la membrana plasmatica (Scott y

col. 2014).

1.7 Potencial farmacoldgico de GlyT2: hiperplexia y dolor

El fenotipo de ratones GlyT2-/- presenta caracteristicas similares a los sintomas de un tipo de
enfermedad hereditaria humana que aparece en la primera etapa postnatal, la hiperplexia. Se
relaciona con sintomas propios de una hipoglicinemia, tales como una coordinacién motora
alterada, rigidez muscular, espasticidad, temblores frecuentes y convulsiones (Gomeza y col.

2003).

Se ha demostrado que la neurotransmisién glicinérgica inhibidora esta directamente
relacionada con la hiperplexia hereditaria (cominmente conocida como el sindrome del bebé
entumecido). Se trata de una enfermedad poco comuin que se manifiesta muy pronto tras el
nacimiento, o incluso puede aparecer ya en el periodo intrauterino. Es caracteristica de este
sindrome clinico la respuesta exagerada a estimulos somatosensoriales y la hipertonia muscular.
Quien la padece suele reaccionar con sobresaltos enérgicos y sostenidos manteniendo una
rigidez en el tronco y las extremidades claramente apreciable, con aparicién de temblores
frecuentes que recuerdan a respuestas epilépticas. El riesgo de muerte subita en los bebés que
presentan esta enfermedad es elevado como consecuencia de fallos cardiorrespiratorios y

espasmos laringeos (Suhren O 1966, Saenz-Lope y col. 1984, Praveen y col. 2001).

La hiperplexia es una sinaptopatia que cursa con una alterada neurotransmision glicinérgica. Las
proteinas mas importantes implicadas en la hiperplexia son el receptor de glicinay GlyT2. No se
descarta la implicacién en la enfermedad de otras proteinas reguladoras del trafico intracelular
del receptor y el transportador (Gimenez y col. 2008). Se han descrito mutaciones relacionadas
con la aparicion de hiperplexia hereditaria tanto en el receptor de glicina como en el

transportador GlyT2 (llustracién 22) (Shiang y col. 1993, Rees y col. 1994, Eulenburg y col. 2006,

51



INTRODUCCION

Rees y col. 2006). Nuestro grupo ha caracterizado dos mutaciones en GlyT2 encontradas en
pacientes de hiperplexia que, en contra de la mayoria descritas, son dominantes. Una de ellas
fue identificada por el grupo a través de la secuenciacidn de los 16 exones del gen SLC6AS5 en
pacientes de hiperplexia. Es una mutaciéon “missense” que introduce una cisteina en la cara
externa de la proteina provocando la formaciéon de un enlace disulfuro aberrante con dos
cisteinas enddgenas alterando la estructura 3D del transportador y entorpeciendo su avance
hacia la superficie celular. También altera la funcidn de transporte interfiriendo en la accién de
dos moduladores cruciales de la neurotransmisiéon glicinérgica inhibidora: pH y zinc. La
importancia de esta regulacién de GlyT2 era desconocida lo que abre nuevas vias de

investigacion (Gimenez y col. 2012).

Otro estudio reciente analizo el efecto dominante-negativo de un mutante de hiperplexia que
bloquea el trafico de GlyT2 en el RE mediante formacidn de heterémeros que pueden rescatarse
mediante sobreexpresion de calnexina. Este mutante de plegamiento defectuoso no produce
un transportador maduro, sino que el transportador inmaduro se retiene en el RE. Por analogia
del rescate con calnexina, se ha demostrado que chaperonas farmacoldgicas convencionales

pueden rescatar a GlyT2 en neuronas primarias (Arribas-Gonzalez y col. 2015).

El tratamiento con agentes que pudieran incrementar la eficacia de la transmisién de glicina
inhibidora podria beneficiar a pacientes con hiperplexia y presentar por tanto potencial
terapéutico. Es por ello que se estan haciendo esfuerzos en este sentido, como es nuestra linea
de investigacion basada en estudiar los mecanismos que regulan la actividad y el trafico de GlyT2

(Aragony col. 2005).

Otro aspecto importante en la fisiologia y patologia de GlyT2 es su implicacién en vias
nociceptivas. La accion moduladora de GlyT2 (y GlyT1) en vias glicinérgicas es especialmente
relevante en las interneuronas glicinérgicas inhibidoras de las astas dorsales de la médula
espinal. Esta red neuronal constituye la primera estacidon de la sefial nociceptiva en su progreso
hacia centros superiores del SNC donde se hace consciente. Asi, la accidn inhibidora de estas
neuronas se opone al avance de la informacién nociceptiva excitadora y constituye una
compuerta de acceso de la misma al cerebro (Melzack y col. 1965). Esta teoria de la compuerta
de acceso se ha confirmado recientemente pues diferentes estudios han demostrado que la
inhibicidn farmacoldgica tanto de GlyT1 como de GlyT2 produce analgesia (Harvey y col. 2013),
ya que el dolor se relaciona con una disminucién en la neurotransmisidon inhibidora tanto

GABAérgica como glicinérgica en las astas dorsales de la médula espinal favoreciendo la
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activacion de interneuronas glutamatérgicas y el progreso del impulso doloroso al cerebro
(Zeilhofer 2008, Foster y col. 2015). La analgesia producida al aumentar la concentracién de
glicina en estas sinapsis manifiesta la importancia de la neurotransmision glicinérgica inhibidora
en la sefializacidon nociceptiva. En este sentido, el desarrollo de nuevos inhibidores de los
transportadores de glicina podria encontrar aplicaciéon en el tratamiento del dolor tanto

inflamatorio como neuropatico.

llustracion 22. Mutaciones de GlyT2 descritas en pacientes con hiperplexia
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Se sefialan las mutaciones descritas sobre una representacion topoldgica de GlyT2, por homologia
con el transportador bacteriano LeuTAa. En azul se marcan las mutaciones de cardcter recesivo y en
rojo las dominantes. En morado se muestran las mutaciones generadas en modelos animales
(Harvey y col. 2008).
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2. OBJETIVOS

El principal objetivo de esta tesis fue estudiar la localizaciédn subcelular del transportador de
glicina GLYT2 y los mecanismos de control de su trafico intracelular, fundamentales para la
funcionalidad del mismo y su papel en la fisiologia y patologias del sistema nervioso central, ya

gue dependen de la presencia del transportador en la membrana plasmatica.
Los objetivos especificos de esta tesis fueron los siguientes:

1. Describir la localizacion subcelular de GlyT2 analizando el tipo de vesiculas de trafico

intracelular y los componentes de las mismas en tejido nervioso.

2. Estudiar el papel del entorno lipidico en la funcidon de GlyT2 y su presencia en balsas

lipidicas (/ipid rafts) en tallo cerebral de rata.

3. Analizar el papel de la glicosilacién en la biogénesis, el trafico y distribucion del

transportador en células polarizadas.

54



MATERIALES Y METODOS

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales utilizados

Las ratas Wistar se criaron en condiciones estandar en el CBMSO (Centro de Biologia Molecular
Severo Ochoa, Madrid, Espafia) siguiendo las politicas actuales para el uso de animales en
investigacion de neurociencia. Todos los productos quimicos se adquirieron de Sigma-Aldrich (St
Louis, MO). Los anticuerpos utilizados se obtuvieron de las siguientes fuentes: GlyT2 (conejo)
como se caracterizé previamente (Todd y col. 2003); VIAAT (conejo) fue una donacién del Dr. B.
Gasnier (Instituto de Biologia Fisico-Quimica, Paris, Francia); GAT1 fue proporcionado por el Dr.
N. C. Danbolt (Universidad de Oslo, Noruega); 14E12 (marcador lisosomal, conejo) lo
proporciond el Dr. I. Vicente Sandoval (CBMSO, Madrid, Espafia); La Na* / K* ATPasa (clon
C464.6) de Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY); La sinaptofisina (clon SP15) de Oncogene
Research Products (Cambridge, MA) y la sinaptofisina (clon SVP38) de Sigma; Rab5A y Rab3A de
Santa Cruz Biotech. (Santa Cruz, CA); Rab1l1l de Transduction Laboratories (Lexington, KY).
VGLUT2 (conejo), VAMP2 y sinaptotagmina 2 fueron de Synaptic Systems (Gottingen, Alemania).
TfR procedia de Zymed Laboratories. Flotilina-1 (Raton) de Transduction Laboratories
(Lexington, KY); MAP2 (pollo, policlonal) de Abcam (Cambridge, Reino Unido); Calnexina de
Stressgen (Canadd); Tubulina de Sigma; PERK (C33E10) de Cell Signalling Technology Inc.
(Danvers, MA).

Los anticuerpos secundarios acoplados a fluoréforos procedian de Molecular Probes (San Diego,
CA). El inhibidor de GlyT2 ORG25543 fue donado por el Dr. Zoran Rankovic (Organon, Escocia,

Reino Unido).

Los anticuerpos secundarios unidos a peroxidasa de rdbano empleados para los experimentos
de inmunodeteccion fueron de los siguientes origenes: anti-conejo de cabra y anti-ratén de
cabra procedian de Nordic Immunological Laboratories Tilourg (Holanda); anti-raton de conejo
de Pierce (Rockford, IL); anti-rata de conejo de Sigma (St Louis, MO); anti-cobaya de conejo de

Zymed Laboratories (San Francisco, CA).

Las bandas de proteinas se visualizaron con el método de deteccién de quimioluminiscencia
mejorada (ECL) (GE Healthcare) y se cuantifico la intensidad en un densitometro de imagenes

calibrado GS-800 usando los softwares Quantity One y ORIGIN.
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Todos los mutantes Rab y los anticuerpos Rab4 y Rab8 fueron proporcionados por el Dr. José A.
Esteban (Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, Madrid, Espafia). Se utilizaron los

dominantes negativos (dn): Rab4 S22N; Rab8 T22N; Rab5 S34N y Rab11 S25N.

En los experimentos que se incluyen en esta tesis se emplearon diferentes tampones que se
listan a continuacion:
e Tampodn de cultivo NB/B27 50:1 en volumen, de Invitrogen, 0,5 mM de glutamina, 0,05

mg/ml de gentamicina, 0,01% de estreptomicina, 100 pU/mL de penicilina Gy 5% de
suero de vaca bovino (Invitrogen, San Diego, CA)

e Tampdn de ensayo: MgCl; 2 mM, NaPO4 120 mM, Na;HPO, 80 mM B-mercaptoetanol
100 mM y O-nitofenil-BD-galactopirandsido 1,33 mg/ml

e Tampon de gradiente: HEPES / KOH 4 mM a pH 7,4, EDTA 2 mM, fosfatidil-inositol (PI)

e Tampdn HBM: NaCl 140 mM, KCI 5 mM, MgCl; 1 mM, Na;HPO4 1,2 mM, NaHCO; 5
mM, glucosa 10 mM y HEPES-NaOH 20 mM, pH 7,4

e  Tampdn HBS: NaCl 150 mM, HEPES Tris 10 mM, pH 7,4, CaCl, 1 mM, KCI 5 mM, MgSO4
1 mM, glucosa 10 mM

e Tampdn de carga Laemmli:

o Tris-Cl 60 mM pH 6,8, 2% SDS, 10% glicerol, 5% B-mercaptoetanol, 0,01% azul
bromofenol.

o Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, 2% SDS, 20% glicerol, ditiotreitol 100 mM
e Tampdn MBS: acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico 25 mM y NaCl 150 mM, pH 6,5

e  Tampdn NT: MesNa 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, 0,2% albdimina de suero
bovino, 0,18% glucosa, Tris 20 mM, pH 8,6

e Tampdn RIPA: Tris-HCl 10 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, 1% Triton X-100,
0,1% SDS y 0,25% desoxicolato sédico

e Tampdn TBS: Tris 30 mM, NaCl 150 mM, pH 8,2

e  Tampdn TNT: Tris/HClI 100 mM pH 7,5, NaCl 300 mM y 0,2% Tritén X-100
e Tampdn A: NaCl 135 mM, fosfato sddico 0,0 mM

e Tampdn B: NaCl 300 mM, Tris-HCI 100 mM, pH 7,4

e Tampdn C: NaCl 300 mM, Tris-HCI 100 mM, pH 7,4, con 1% suero de ternero recién
nacido (v/v)

e Tampdn PBS: NaCl 137 mM, CaCl, 0,9 mM, KCI 2,68 mM, KH,PO, 1,47 mM, MgCl, 0,49
mM, Na,HPO, 7,37 mM [pH 7.4] y glucosa 10 mM

e PBS-EDTA: PBS + 1mM 4cido etilendiamino tetra acético (EDTA)
e Tampdn PB 0,1M: NaH;PO4 0,019M y Na,HPO, 0,081M
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3.2 Generacidén de un antisuero de rata policlonal especifico contra GlyT2

Un fragmento de 570 pb del ADNc de GlyT2 que codifica los 193 primeros aminodcidos del
extremo N-terminal de GlyT2a de rata se fusiond a GST (Nt-GLYT2-GST) y se utilizd para
inmunizar dos ratas Wistar mediante inyecciones intradérmicas siguiendo el procedimiento

estandar de inmunizacidon (Todd y col. 2003).

3.3 Construccién de plasmidos para técnicas de microscopia confocal de fluorescencia

Los mutantes de N-glicosilacién de GlyT2 de rata previamente generados en el laboratorio
(Lopez-Corcueray col. 2001) o construidos por mutagénesis dirigida utilizando el kit QuikChange
(Stratagene), se insertaron en un vector pCDNA3 como se ha descrito anteriormente (Jimenezy
col. 2011). Dos colonias de Escherichia coliindependientes que portaban los plasmidos mutantes
se caracterizaron por secuenciacion de ADN y actividad de transporte de [3H] glicina. Se
secuencié la region de codificacion completa de cada construccion para verificar que sélo se
habia introducido la mutacién deseada. El clon ADNc de CNX de ratén (IMAGE nimero 2582119)

se adquirid de Source Bioscience Lifesciences.

3.4 Cultivos celulares y expresion de proteinas
3.4.1 Cultivo y transfeccion de células COS7

Las células pertenecientes a la linea celular COS7 (American Type Culture Collection) se
cultivaron a 372Cy CO; al 5% en medio Eagle modificado por Dulbecco suplementado con suero
bovino fetal al 10%. La expresidn transitoria se realizé con NeofectinTM (MidAtlantic Biolabs),
de acuerdo con el protocolo del fabricante. Los resultados reproducibles se obtuvieron con 50-
60% de células confluentes en placas de 60 mm o de 6 pocillos usando 5,5 pgy 2,5 pg de ADN
total, respectivamente. Las células se incubaron durante 48 h a 372C hasta su utilizacién. La
eficacia de la transfeccién se determind co-transfectando los ADNc con el plasmido pSV-B-
galactosidasa (Promega) y midiendo la actividad de la B-galactosidasa 24 h después de la
solubilizacion celular con glicilglicina 25 mM pH 7,8, Triton X-100 al 0,5%, DTT 1 mM ml/pocillo.
Tras la centrifugacién (15.000 g) durante 2 min, los sobrenadantes (15 pl) se transfirieron a una
placa de 96 pocillos junto con 1 volumen de tampdn de ensayo y se incubaron durante 20 min a
3729C. La absorbancia se midid a 420 nm en un ELISA Dynatech MR5000 y se normalizd con la

concentracién de proteina.
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3.4.2 Cultivo y transfeccién de células MDCK

Se cultivaron células MDCK (American Type Culture Collection) a 372C y 5% de CO, en medio de
alta glucosa Eagle modificado por Dulbecco suplementado con suero bovino fetal al 10%. La
expresion transitoria se realizé usando LipofectAMINE 2000 de Invitrogen, siguiendo los
procedimientos del proveedor. Se obtuvieron resultados reproducibles con 60-70% de células
confluentes en placas de 100 mm utilizando 4 ug de ADNc total de GlyT2 silvestre y cualquiera
de las construcciones de Rabdn: pEGFP-Rab4S22N, pEGFP-Rab8T22N y pEGFP-Rab11S25N a 1:3
o larelacién indicada, por peso. Las células se incubaron durante 48 h a 372C hasta su utilizacion.
Las células se sometieron a inmunofluorescencia como se ha descrito en trabajos previos
(Fornes y col. 2008) usando anticuerpos primarios anti-GlyT2 y anti-TfR, Rab5 o 14E12. GlyT2,
Rabdn mutante y enddgena. Los niveles de expresion de Rab se midieron por inmunodeteccion

y densitometria como se ha descrito anteriormente.

Para los experimentos de distribucion polarizada de GlyT2, las células MDCK se cultivaron en
placas multipocillo tipo Transwell con membrana de policarbonato con poros de 8 um (Sigma-
Aldrich). Se mantuvieron en DMEM suplementado con suero de ternera fetal al 10% vy L-
glutamina 2 mM a 372C, CO; al 7%. Posteriormente se ensayo la expresion del transportador por

inmunocitoquimica.

3.5 Cultivos primarios de neuronas de tallo cerebral de rata

Se aislaron tallos cerebrales de fetos de rata Wistar de 16 dias de edad en solucién salina
equilibrada de Hank (HBSS), y se disociaron con papaina activada de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Papain Dissociation System, Worthington, Lakewood, NJ). Las
células se resuspendieron en tampdn de cultivo NB/B27 50:1 en volumen. Las células se
sembraron en placas de 24 pocillos revestidas de poli-L-lisina (13 pg/ml) a una densidad de
300.000 células / pocillo. Cada 3 dias, la mitad del volumen del pocillo se reemplazé con tampdn

de cultivo fresco sin suero.

3.6 Obtencién de sinaptosomas de médula espinal y tallo cerebral

Los sinaptosomas se obtuvieron a partir de tallo cerebral y médula espinal de ratas de 3 meses
de edad como se describe en estudios previos (Huttner y col. 1983, Geerlings y col. 2001,

Ferguson y col. 2003). Brevemente, se prepararon sinaptosomas crudos mediante
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homogenizacion del tejido en 10 ml/g de sacarosa 0,32M, HEPES/KOH 4 mM pH 7,3, fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0,4 mM y centrifugacién diferencial (10 min a 800 g, seguido de 15
min a 9200 g del primer sobrenadante, S1). El precipitado sinaptosomal crudo (P2) se purifico
mediante gradiente de Percoll, se lavd y se concentré por centrifugacion a 42C a 9200 g para

eliminar el Percoll. El precipitado se resuspendié en medio HBM a una concentracion de 2mg/ml.

3.7 Fraccionamiento subcelular a partir de sinaptosomas de médula espinal y tallo
cerebral

El precipitado sinaptosomal crudo (P2) se lavd por centrifugacién (10.200 g, 15 min) y los
sinaptosomas se lisaron por choque osmético (homogeneizacion en agua destilada e incubacion
del material durante 30 min a 42C tamponada mediante la adicion de 1M de HEPES / KOH pH
7,3). Después de centrifugar durante 20 min a 25.000 g, se recogid la fraccidon de grandes
fragmentos de membrana (LP1) y el sobrenadante (LS1) se centrifugd adicionalmente durante 2
h a 165.000 g para producir el precipitado LP2. Se utilizé un cdctel de inhibidor de proteasa
durante el procedimiento (Pl, Sigma-Aldrich, St Louis, MQO). Las muestras de proteinas se
retiraron para el andlisis por inmunodeteccién y las concentraciones de proteinas se

determinaron por el método de Bradford.

Los componentes vesiculares en la fraccion LP2 se fraccionaron adicionalmente mediante
sedimentacién en gradientes de sacarosa de 10-25% de glicerol y 50-800 mM, como se ha
descrito en trabajos previos (Fergusony col. 2003). El precipitado de LP2 se resuspendié pasando
el sedimento 10 veces a través de una aguja de calibre 23 y 5 veces a través de una aguja de
calibre 30 en 1,5 ml de un tampdn de gradiente que contenia sacarosa 20 mM (gradiente de
glicerol) o sacarosa 40 mM (gradiente de sacarosa). El material se colocd en capas sobre un
gradiente de 10 ml de glicerol al 10-25% establecido sobre un cojin de 0,5 ml de sacarosa al 55%
y se centrifugd durante 1,5 h. Alternativamente, la suspension se aplicé sobre un gradiente de
sacarosa de 11 ml de 50-800 mM vy se centrifugd durante 3 h a 100.000 g en un rotor SW40. Se
recogieron fracciones de 1 ml desde la parte superior de cada gradiente y las proteinas se
precipitaron con acido tricloroacético al 6% en presencia de desoxicolato al 0,02% antes de los

analisis posteriores.
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3.8 Aislamiento de membranas resistentes a detergentes (lipid rafts) de sinaptosomas
de tallo cerebral

Las balsas lipidicas (lipid rafts) de membrana de sinaptosomas de tallo cerebral de rata se
aislaron de acuerdo con un procedimiento estdndar (Samuvel y col. 2005). Los sinaptosomas
purificados se resuspendieron (Geerlings y col. 2001) a 2 mg de proteina/ml en tampdn MBS que
contenia 0,5% de Triton X-100 y fluoruro de fenilmetilsulfonilo 0,4 mM + Pl a una relaciéon

detergente/proteina de 3,33.

Las membranas sinaptosomales se solubilizaron pasandolas a través de una aguja de calibre 25
seguido de una incubacién de 30 min a 49C. Se afiadieron volUmenes iguales de sacarosa al 80%
(p/v) al lisado y se mezclaron completamente. En el fondo de un tubo de ultracentrifuga SW40
se depositaron 4 ml del lisado en sacarosa al 40% y sobre ellos se afiadieron sucesivamente 4 ml
de sacarosa al 30% vy al 5% en MBS + PI. Tras una centrifugacién a 185.000 g durante 18 h a 49C,
se recogieron fracciones de 1 ml desde la parte superior del tubo. Las proteinas de cada fraccién
se precipitaron con acido tricloroacético frio al 10% y se sometieron a electroforesis en gel SDS-

PAGE al 10% e inmunodeteccion.

3.9 Aislamiento de membranas de tejidos celulares

Los cultivos celulares se recuperaron con PBS-EDTA y por centrifugacion a 1.000 rpm durante 5
min, se resuspendieron en PBS-EDTA y se lisaron mecanicamente haciendo pasar la muestra 5
veces a través de una aguja de 0,5 mm de didmetro. El precipitado se elimind por centrifugacién
(3.500 rpm durante 10 min) y se recogio el sobrenadante. El precipitado se resuspendié en PBS-
EDTA y se pasé 5 veces a través de una aguja de 0,3 mm de diametro, etapa que se repitié dos
veces mas. El precipitado se desechd y el sobrenadante recogido en los 3 pasos anteriores se
centrifugd a 18.000 rpm durante 45 min. El sobrenadante se descarté y el sedimento
enriquecido en membrana se resuspendid en un volumen minimo de PBS-EDTA. la

concentracion de proteina se determind por el método de Bradford y se ajustd a 0,5 mg/ml.
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3.10 Determinacion de colesterol

El contenido de colesterol se determind colorimétricamente utilizando la reaccién de cloruro
férrico en una disolucién de acido sulfirico/acido acético (Sepulveda y col. 2006). En resumen,
30 ul de cada fraccion se mezclaron con 240 pl de cloroformo/metanol (2/1, v/v), y la fase que
contenia los lipidos se transfirid a un tubo de vidrio y se secé con nitrégeno gaseoso. El colesterol
se extrajo afadiendo 0,75 ml de acido acético y 0,5 ml de reactivo de cloruro férrico (preparado
mezclando 1 ml de FeCls al 2,5% (p/v) en HsPO4 al 85% con 11,5 ml de H,SO4 concentrado) a cada
tubo. Las muestras se incubaron durante 30 min y se leyd la absorbancia a 550 nm. Se usaron

disoluciones estandar de colesterol para la calibracién.

3.11 Protedlisis limitada

Se incubaron membranas (25 ml) a partir de una fraccidn enriquecida obtenida por
fraccionamiento subcelular con 0-100 mg/ml de papaina (Roche) y DTT 0,8 mM en un volumen
final de 50 ml de PBS durante 15 min a temperatura ambiente (222C). La digestion se detuvo
afiadiendo 5 mM de E-64 (Roche) durante 5 min sobre hielo y la muestra se centrifugd durante
90 min a 42C y 14.000 rpm. El sobrenadante se desechd y el sedimento se resuspendié en
tampon de carga Laemmli y se incubd durante 20 min a 372C. Finalmente, las muestras se

separaron por SDS-PAGE y las proteinas se visualizaron mediante inmunodeteccién.

3.12 Electroforesis, inmunodeteccidn y cuantificacion densitométrica

El SDS-PAGE y la inmunodeteccion se realizaron de la forma descrita en trabajos anteriores
(Lopez-Corcuera y col. 1998). Las muestras se separaron en SDS-PAGE utilizando un gel de
concentracién al 4% y geles de resolucién del 6% 6 7,5%. Las proteinas se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa mediante electrotransferencia semi-seca (Life Technologies Inc.:
1,2 mA/cm? durante 2 h) y las membranas se bloquearon en PBS con leche desnatada al 5%
durante 4 h a 252C. Las membranas se incubaron durante toda la noche a 42C con el anticuerpo

primario deseado: anti-GlyT2 (1:1.000), anti-CNX (1:1.000) o anti-PERK (1:1.000).

Después de varios lavados, los anticuerpos primarios unidos se detectaron con anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasa de rabano de los siguientes origenes y diluciones: anti-

conejo de cabra (utilizado a una dilucién de 1/5.000 o 1/6.000 seguin el experimento); anti-raton

61



MATERIALES Y METODOS

de cabra (1/6.000 a 1/10.000); anti-ratén de conejo (1/6.000); anti-rata de conejo (1/5.000 o

1/6.000 segun el experimento); anti-cobaya de conejo (1/3.000).

En algunos experimentos se empled la tubulina o la calnexina como control interno. Para ello,
se retiraron los anticuerpos de la membrana y se volvié a incubar con anti-tubulina é anti-
calnexina (1:3.000) o anti-calnexina, que se detectaron con IgG anti-conejo conjugado con

peroxidasa.

Las bandas de proteinas se visualizaron con el método de ECL y se cuantificé la intensidad en un
densitometro de imdagenes calibrado GS-800 usando el software Quantity One, empleando

exposiciones de pelicula dentro del rango lineal.

3.13 Experimentos de transporte de [3H]-glicina en cultivos celulares

Los ensayos de transporte en células se realizaron a 372C como se ha descrito previamente para
células en cultivo (Lopez-Corcuera y col. 2001). Los ensayos se realizaron en solucidén salina
tamponada con HEPES (HBS). La solucién de transporte contenia 2 puCi/ml de glicina marcada
con [3H]-glicina (1,6 TBg/mmol) y se determind el contenido de [3H]-glicina. El transporte de
glicina mediado por GlyT2 en cultivos primarios de neuronas se defini6 como sensible a
ORG25543 (2 uM), y se normalizd a la concentracion de proteina determinada usando el método
de Bradford. Todos los ensayos se realizaron por triplicado y los experimentos se repitieron al
menos tres veces con los mismos resultados. En el caso de cultivos celulares transfectados el
transporte de [*H]-glicina mediado por GlyT2 se midié como la diferencia entre la acumulacién
de glicina en células transfectadas con el cDNA de GlyT2 menos la acumulacién de células
transfectadas con un plasmido vacio (mock), normalizada por la concentracién de proteina. Los
ajustes de regresion no lineal de datos de ensayos de transporte se realizaron utilizando el
software ORIGIN. Las barras representan el error estdndar de la media de muestras en triplicado
y los experimentos representativos mostrados se repitieron al menos 3 veces con resultados

comparables.
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3.14 Biotinilacidon de proteinas de superficie en sinaptosomas y cultivos celulares

Las proteinas de superficie de sinaptosomas se marcaron con una version modificada de un
protocolo previamente descrito en otros trabajos (Geerlings y col. 2001, Lopez-Corcuera y col.
2001, Fornes y col. 2004). En resumen, los sinaptosomas purificados (3 mg/ml) se dejaron en
hielo durante 15 min. Se afiadié un volumen igual de 3 mg/ml de NHS-SS-biotina en tampodn
HBM y la mezcla se incubd durante 1 h a 49C. Posteriormente el proceso se pard afiadiendo
lisina 1 M en tampdon HBM (1/9 del volumen total) durante 15 min. Una vez centrifugados, los
precipitados se resuspendieron en tampon HBM a 2 mg de proteina/ml y se lisaron durante 30
min a 49C, afiadiendo un volumen igual de 2 x tampdn de lisis de ensayo de
radioinmunoprecipitacién (RIPA) suplementado con Pl. Las proteinas solubilizadas se incubaron
con bolas de agarosa-estreptavidina durante 2 h a temperatura ambiente, se precipitaron, se
lavaron tres veces con tampdn RIPA y las proteinas biotiniladas unidas se eluyeron con tampdn
de carga Laemmli durante 15 min a 709C. Utilizando la separacidn en SDS-PAGE e
inmunodeteccion, se analizaron alicuotas de extractos totales, fracciones no unidas y fracciones

unidas.

Los cultivos celulares de células COS7 o MDCK se crecieron en placas de 6 pocillos (Nunc), se
lavaron 3 veces con PBS suplementado con CaCl, 0,1 mM y MgCl, 1 mM (PBSc) y se incubaron
30 min con Sulfo-NHS-Biotina en PBSc (1,0 mg/ml, Pierce) a 42C. Tras 2 lavados de 30 min a 42C
se afiadié 100 mM L-lisina en PBSc y se lavd con NaCl 150 mM en Tris-HClI 50 mM pH 7,4 con PI.
Las células se lisaron con tampdn RIPA con PI. Una alicuota del lisado se reservo para deteccion
de proteina total y el resto se incubd con estreptavidina agarosa durante 2 h a 229C con
agitacién. Tras centrigugacion se separa una alicuota de sobrenadante (proteinas no
biotiniladas) y el precipitado se lava varias veces con RIPA y las proteinas biotiniladas se eluyen
con 2x tampon Laemmli. Las muestras se analizan por electroforesis e inmunodeteccion (Lopez-

Corcueray col. 2001).

La biotinilacién reversible de sinaptosomas se realizd como se describe (Loder y col. 2003,
Fornes y col. 2008), con modificaciones. Los sinaptosomas biotinilados se lavaron con glucosa al
0,18% en PBS/Ca%*/ Mg?* suplementado con albimina de suero bovino al 0,2% precalentada
(372C). Se dejo continuar la endocitosis durante 1 h a 372C en ausencia / presencia de MBCD, se
detuvo a 49C durante 15 min y se retird la biotina superficial residual incubando dos veces
durante 15 min con tampdn NT recién preparado. En estas condiciones se observé una biotina
superficial residual de aproximadamente 10%. Los sinaptosomas se lisaron y se procesaron

como se ha descrito anteriormente.
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3.15 Aislamiento de rafts a partir de sinaptosomas biotinilados

Sinaptosomas purificados (3 mg/ml) se trataron con vehiculo o MBCD durante 1 h a 372C vy se
dejaron en hielo durante 15 min. Se afiadié un volumen igual de 3 mg/ml de NHS-SS-biotina en
tampon MBS y la mezcla se incubé durante 1 h a 49C. Posteriormente el proceso se paré

afiadiendo lisina 1 M en tampdn HBM (1/9 del volumen total) durante 15 min.

Después de lavar con tampon MBS, los precipitados se resuspendieron a 2 mg de proteina/mly
se lisaron durante 30 min a 42C en tampdn RIPA suplementado con Pl o bien se aislaron las
balsas lipidicas de membrana (rafts) mediante solubilizacidn con Triton X-100 y centrifugacion
en gradiente como se ha descrito. Las fracciones raft 4-6 o las fracciones no raft 9-12 se juntaron
y solubilizaron durante 30 min a 42C en RIPA como se ha descrito previamente. Las proteinas
solubilizadas se incubaron con particulas de estreptavidina-agarosa durante 2 h a 229C, se
sedimentaron, se lavaron tres veces con tampdn RIPA y las proteinas biotiniladas unidas se

eluyeron con tampdn de carga Laemmli durante 15 min a 70°C.

Las alicuotas de extractos totales, fracciones no unidas y fracciones unidas se analizaron
mediante SDS-PAGE e inmunodeteccion para detectar GlyT2, y se re-hibridaron las membranas
para calnexina como control interno de proteina aplicada. En nuestras condiciones, el reactivo
de biotinilacion impermeable a la membrana fue incapaz de marcar proteinas intracelulares. Se
detectd menos del 0,2% de la inmunorreactividad total de calnexina en las fracciones

biotiniladas de sinaptosomas y neuronas intactas.

3.16 Experimentos de doble inmunofluorescencia
3.16.1 En cultivos primarios de neuronas

Los cultivos de neuronas de tallo cerebral se crecieron durante 15 dias in vitro y se sometieron
a inmunofluorescencia como se describe en trabajos anteriores (Fornes y col. 2004). Se fijaron
con paraformaldehido al 2% en PBS, se lavaron tres veces con 1 ml de PBS y se bloquearon

durante 30 min con suero al 10% en TNT.

Las muestras se incubaron posteriormente con los anticuerpos primarios: anti-GlyT2 (conejo
1/1.000 o 1/500 segun el experimento), anti-MAP2 1/200, anti-VIAAT 1/500, anti-Rab11 1/500,
o anti-sinaptofisina 1/500, en TNT que contenia 1% de suero durante 1 h. Las células se lavaron
tres veces con TNT y se incubaron durante 1 h con el anticuerpo secundario (anti-conejo Alexa

R488, 1/500, verde; anti-conejo Alexa R488, 1/500, rojo; anti-pollo Alexa 647 1/200, azul; anti-
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rata Alexa 555, 1/500, verde; anti-raton Alexa 647 1/200, azul; o anti-raton Alexa R488, 1/500,

rojo) en TNT con 1% de suero.

Después de tres lavados con TNT, los cubreobjetos se montaron en portaobjetos de microscopio
con Vectashield. Las células se visualizaron utilizando diferentes microscopios segun el
experimento: microscopio laser confocal LSM510 acoplado a un microscopio vertical Axio
Imager.Z1 M (Zeiss); Microradiance, BioRad con un microscopio Axioskop 2 (Zeiss) o META

LSM510 acoplado a un microscopio invertido AXIOVERT200 (Zeiss).

Para la cuantificacion del efecto de MBCD en las neuronas de tallo cerebral, las imagenes de 12
bits adquiridas con un objetivo Zeiss de 63x con zoom 1,7 y 38 nm/pixel siguiendo el criterio de
Nyquist fueron deconvolucionadas usando la relaciéon sefial/ruido 6ptima y el pardmetro PSF.
Las imagenes deconvolucionadas fueron sometidas a la misma intensidad de umbral definida
por el usuario (alrededor de 90) para restar fondo y seleccionar GlyT2 puncta. Se utilizo el
modulo "Analisis de Morfometria Integrado" del software MetaMorph (v.61r6). El area total
entre 200 y 400 regiones creadas automaticamente alrededor de los objetos del umbral definido
en las imagenes deconvolucionadas se mididé a partir de campos elegidos aleatoriamente. Los

datos de tamafio se dan en el texto y se expresan como media * error estdandar de la muestra.

3.16.2 En secciones de médula espinal y tallo cerebral

Las ratas Wistar adultas se anestesiaron profundamente mediante inyeccién intraperitoneal de
pentobarbital (100 mg/kg) y se perfundieron a través de la aorta ventricular izquierda con una
solucién fijadora de paraformaldehido al 4% o glutaraldehido al 0,05% en fosfato sédico 0,1 M
pH 7,4, precedido por un flujo corto (10-15 segundos) de fosfato sédico 0,1 M pH 7,4 sin fijador.
La auricula derecha se cortd al comienzo de la perfusién. Los liquidos de perfusién se
administraron mediante una bomba peristaltica a 50 ml/min, comenzando los 20 segundos
después de la toracotomia. El tallo cerebral y la médula espinal se extrajeron y se mantuvieron
durante toda la noche en solucién fijadora. Después de lavar en PBS, se corté el tejido con un
vibratomo en cortes de 50 um que se almacenaron en PBS con 0,02% de azida sédica durante

un maximo de 3 semanas.

La doble inmunofluorescencia se realizd como se ha descrito en trabajos previos (Cubelos y col.
2005). Los cortes se dejan secar 45 min sobre portaobjetos a 222C. Se lavan 10 min con PB 0,1

M — pH 7,4 y se tratan 20 min con metanol al 10% en PB. Tras 2 lavados de 10 min con PB0,1 M
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pH 7,4 y uno con PBS, se colocan los portaobjetos en horizontal en una caja cerrada
herméticamente y se afiade la solucién de bloqueo durante 1 h a temperatura ambiente
(solucion de bloqueo: Tritdn X-100 0,3%, FBS 5%, albumina (BSA) 2%, gelatina 0,2% en PBS). Una
vez retirada, se anade el anticuerpo primario en 10% de solucién de bloqueo y se incuba toda la
noche a 42C. Una vez lavados con PBS (10 min x 3) se colocan los portaobjetos en cdmara
horizontal e incuban con anticuerpo secundario en 10% de solucion de bloqueo 2 h a
temperatura ambiente. Tras 3 lavados de 15 min con PBS en agitacion, se fija un cubreobjetos

con mowiol-dabco sobre la muestra. Se deja secar 24-48 h antes de la toma de imagenes.

3.17 Coinmunoprecipitacion e inmunoprecipitacién secuencial de GlyT2 y calnexina en
células COS7

Las células COS7 transfectadas se lavaron dos veces con N-metilmaleimida 20 mM en PBS y se
solubilizaron durante 15 min a 42C en 1 ml de acido3-((3-colamidopropil) dimetilamonio)-1-
propanosulfénico (CHAPS) en HBS. Los complejos CNX-GlyT2 también se obtuvieron en Triton X-
100 y digitonina en la misma concentracién, aunque CHAPS mostrd la potencia de solubilizacion
mas alta. El material solubilizado se centrifugd a 10.000 g durante 15 min. Se retuvo una porcién
del lisado (proteina total) y el resto se incubd con 30 pl de proteina A 6 G sefarosa en tampdn
de lisis al 50% (PAS o PGS), Sigma, St Louis, MO, USA. La mezcla se pre-aclard por incubacion
durante 30 min a 42C con rotacién continua, se centrifugd y los sobrenadantes fueron incubados
durante 2 h a 42C con 1,5 pg de anticuerpo anti-GlyT2 (Zafra y col. 1995) o anti-CNX.
Posteriormente, se afiadieron 30 pl de particulas y la mezcla se incubd durante 1 h a 42C con
rotacion constante. Tras 3 lavados con CHAPS al 0,5% en HBS enfriado con hielo antes de afadir
tampdn Laemli SDS-PAGE a cada muestra (30 pl). Las proteinas unidas se disociaron de la matriz

por calentamiento a 752C durante 15 min antes de la separacién en SDS-PAGE.

Para la inmunoprecipitacién secuencial, las proteinas inmunoprecipitadas se eluyeron de la
sefarosa afiadiendo 150 pl de SDS al 1% en HBS a 752C durante 30 min y se centrifugaron. El
sobrenadante se diluyé con 1,35 ml de CHAPS al 1% en HBS para disminuir la concentracién de
SDS al 0,1% vy se transfirié a un nuevo tubo que contenia 1,5 pg de anticuerpo anti-GlyT2. La
mezcla se incubd durante toda la noche a 42C. Los inmunocomplejos se unieron a las particulas,

se eluyeron como se ha descrito y se sometieron a SDS-PAGE.
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3.18 Ensayos de inmunoaislamiento sobre particulas magnéticas revestidas de proteina A

Las fracciones que contenian GlyT2 se inmunoaislaron utilizando un método modificado al
descrito en trabajos previos (Deken y col. 2003). Las particulas magnéticas recubiertas de
proteina A se incubaron durante la noche con un anticuerpo puente (lgG linker) de cabra anti-
rata a 10 pg/mg de particulas en 100 uM de H3BOs, pH 9,5. Las particulas se recogieron, se
lavaron con PBS-BSA al 0,1% y se bloquearon en Tris 0,2 M-BSA al 0,1% a pH 8,5 durante 4 h a
379C. Las particulas recubiertas con IgGs se incubaron posteriormente durante toda la noche
con el anticuerpo anti-GlyT2 de rata (30 pg/mg de particulas) o el suero preinmune
correspondiente en EDTA 2 mM, suero fetal de ternera al 5% en PBS a pH 7,4. Después se lavaron
y se incubaron durante toda la noche con fracciones vesiculares del tallo cerebral (LP2) a 200
ug/mg de particulas. Las particulas recubiertas de 1gGs se recuperaron, se lavaron extensamente
y se guardaron como fraccion unida al anticuerpo. Los sobrenadantes y las disoluciones de
lavado de las particulas recubiertas se mezclaron, precipitaron y se guardaron como fraccién no

unida. Las fracciones unidas y no unidas se sometieron a SDS-PAGE e inmunodeteccién.

3.19 Técnicas de Inmunohistoquimica
3.19.1 Inmunohistoquimica pre-inclusiéon (preembedding) en muestras de tejido

Las ratas Wistar se anestesiaron y se perfundieron tal y como se ha descrito previamente. El
tejido cerebral se fijo durante toda la noche, como se ha indicado en apartados anteriores, y se
almacend a 42C en una disolucidn de conservacién que constaba de una parte fijadora y nueve
partes de fosfato de sodio 0,1 M hasta que se procesd para inmunohistoquimica preembedding

en microscopio electrénico.

Se cortaron secciones con un vibratomo (40 pm de espesor) y se almacenaron (42C, de 12 ha 3
semanas) en fosfato de sodio 0,1 M con NaNs (0,2-1 mg/ml). Después se lavaron las secciones
en fosfato sddico 0,1 M, se incubaron (30 min) en etanolamina 1 M con fosfato sédico 0,1 M, se
lavaron (3 x 1 min) en tampdn A, se incubaron en tampdn B con suero de ternero recién nacido
al 10% (v/v) y NaNs (1 mg/mL), y luego se incubaron (12-48 h, 42C o temperatura ambiente) con

anticuerpos (5 pg/ml) diluidos en tampdn C.

Las secciones se lavaron (3 x 1 min y 2 x 10 - 20 min) en tampdn C, se incubaron (1 h) con
anticuerpos secundarios biotinilados de burro anti-rata (1: 100) y cabra anti-rata conjugados con

particulas de oro de 10 nm (Cell Microscopy Center, Utrecht University, the Netherlands)
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diluidas 1:40 en tampdn C, lavadas (3 x 1 min y 2 x 15 min) en tampdn C, incubadas (1 h) con
complejo estreptavidina- peroxidasa de rabano biotinilada en tampodn Cy lavadas (3 x 1 miny 2
X 15 min) en tampdn C. Después se lavaron las secciones (3 x 1 min) en tampdn A, se incubaron
durante 6 min en fosfato de sodio 0,1 M con H,0, (0,1 mg/ml) y diaminobenzidina (0,5 mg/ml).
Tras 6 min de preincubacién en fosfato sddico / diaminobencidina sin H,0,, la reaccién se detuvo
con fosfato sédico 0,1M (2 x 3 min). Las secciones se trataron con osmio (30-45 min, 10 mg/ml
en fosfato de sodio 0,1 M), se lavaron (3 x 1 min) en fosfato de sodio 0,1 M, se deshidrataron en
etanoles de gradacién creciente (50%, 70%, 80%, 96% 1 x 5 min y 100% 3 x 10 min) y finalmente
en oxido de propileno (2 x 5 min), y se incluyeron en la resina Durcupan ACM. Se cortaron
secciones ultrafinas (40 um) en dngulo recto para estudiar las partes del tejido en contacto
inmediato con los reactivos. Las secciones se contrastaron (10 mg/ml de acetato de uranilo 10-
15 miny 3 mg/ml de citrato de Pb 1-2 min) y se examinaron en un microscopio electrénico JEOL-
1010. Como control, los anticuerpos primarios fueron sustituidos por IgG pre-inmunes, o IgG
inmune liberada de IgG especifica por inmuno-absorcion con la correspondiente proteina de

fusidn (antigeno del anticuerpo).

3.19.2 Inmunohistoquimica post-inclusion (postembedding) en sinaptosomas

Los sinaptosomas se purificaron a partir de tallo cerebral y médula espinal de rata (3 meses,
macho) segln se ha descrito previamente en otros estudios (Geerlings y col. 2001) y se
resuspendieron en tampdén HBM frio. El precipitado de sinaptosomas obtenido por
centrifugacion se resuspendid en un fijador frio (paraformaldehido 4%, glutaraldehido 0,1% en

fosfato de sodio 0,1 M pH 7,4) y se mantuvo a 42C.

Los precipitados de sinaptosomas fijados se deshidrataron en etanol y se incluyeron
(embedding) en la resina acrilica LR-White. Se obtuvieron secciones ultrafinas con un
ultramicrétomo ULTRACUTE (Leica), en rejillas de niquel revestidas con carbono/colodién de

200 cuadriculas.

La inmunotincidn doble con anticuerpos anti Rab11 y anti GlyT2 se realizé como se describe a
continuacién. Después de un paso de bloqueo con TBS que contenia albimina de suero bovino
al 0,1% vy gelatina al 1%, las secciones se incubaron durante 1 h con anti-Rab11 diluido en el
mismo tampdn de bloqueo, seguido de un anticuerpo de puente de IgG de conejo anti-ratdn
(DakoCytomation, Denmark). Los anticuerpos se detectaron con proteina A conjugada con

particulas de oro de 10 o 15 nm. Posteriormente, las secciones se fijaron con glutaraldehido al
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0,5% en PBS, y los grupos aldehido libres se inactivaron con cloruro de amonio. Se realizé un
inmunomarcaje secuencial con el anticuerpo anti-GlyT2, detectado con un anticuerpo puente
conejo anti-rata y proteina A conjugada con particulas de oro de 10 o 15 nm. Se incluyeron

controles que carecian de anticuerpos anti Rab11 o anti GIlyT2.

3.20 Técnicas de inmunomarcaje
3.20.1 Inmunomarcaje de las balsas lipidicas de membrana

Las balsas de membrana purificadas se marcaron mediante inmunomarcaje con oro coloidal
siguiendo un protocolo previamente utilizado en el laboratorio (Geerlings y col. 2001). Las
muestras se fijaron con glutaraldehido al 0,5% en TBS y se bloqued la unidn no especifica en TBS
gue contenia 0,5% de albumina de suero bovino y 0,2% de gelatina. Las rejillas se incubaron con
anticuerpo anti-GlyT2 de conejo (1:5) durante 60 min. No se detectd ningiin marcaje cuando se
omitid el anticuerpo, se preabsorbid con el antigeno GlyT2 o se usaron fracciones de balsas

lipidicas de corteza cerebral que es un area no glicinérgica.

Después del marcaje con el anticuerpo, las rejillas se lavaron durante 3 min con TBS y luego se
incubaron durante 45 min con proteina A conjugada con oro de 10 nm. El material se lavd de
nuevo (3,2 min con PBS), se fijé durante 2 min con 2% de glutaraldehido en PBS, se lavd
suavemente con agua y se tifid negativamente durante 50 s en una solucién acuosa al 2% de
acetato de uranilo. Las muestras se visualizaron en un microscopio electrénico JEM-1010 vy las
imagenes se tomaron usando una camara digital Bioscan 792. La concentracidn de anticuerpo
se tituld previamente para asegurar que las particulas de oro estaban siempre asociadas con

membranas.

3.20.2 Inmunomarcaje de fracciones vesiculares de tallo cerebral purificadas en
gradiente de glicerol

Las fracciones vesiculares de tallo cerebral de rata obtenidas por fraccionamiento subcelular de
sinaptosomas y purificadas en gradiente de glicerol se marcaron con inmunoglobulina
ssiguiendo un protocolo modificado para doble marcaje (Melikian 2004). Tras la fijacién con
glutaraldehido al 0,5% en TBS se bloquearon las uniones inespecificas en TBS que contenia 0,5%
de albumina de suero bovino y 0,2% de gelatina. Los anticuerpos primarios utilizados fueron:

sinaptofisina (1:30), GlyT2 (rata, 1: 2), VIAAT (conejo, 1:50), Na*/K* ATPasa (1: 200), VAMP2 (1:
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200), sinaptotagmina 2 (1:50), Rab11 (1:10), Rab5A (1:2), y GAT1 (1:10). Las rejillas se incubaron
simultdaneamente con dos anticuerpos primarios: anti-GlyT2 y el anticuerpo contra la proteina
marcada, durante 90 min. El anticuerpo GlyT2 se omitid en las incubaciones control. La
especificidad de este anticuerpo se demostrd por la ausencia de marcaje cuando el anticuerpo
fue preabsorbido con el antigeno GlyT2, y cuando se utilizaron fracciones del gradiente de

corteza cerebral que es un area carente de GlyT2.

Después del marcaje con los anticuerpos, las rejillas se lavaron durante 3 x 10 min con TBS y
luego se incubaron durante 45 min con los anticuerpos secundarios correspondientes
conjugados con particulas de oro coloidal de 5y 10 nm, respectivamente. Después, las rejillas se
hicieron flotar sobre tres gotas de TBS, se fijaron con glutaraldehido al 2% en PBS durante 2 min
y se lavaron con agua doblemente destilada antes de tincidn negativa durante 40 segundos con
una solucion al 2% de acetato de uranilo. Las muestras se visualizaron en un microscopio
electrénico JEOL-1010 y las imagenes se tomaron usando una camara digital Bioscan 792. Cada
concentracién de anticuerpo se tituld para asegurar la mejor relacion sefial/ruido. Se comprobd
gue la marca detectada con cada anticuerpo no estaba influenciada por la presencia del otro
anticuerpo, y no se observaron cambios cuando se usaron particulas de 5 6 10 nm para
cualquiera de los anticuerpos primarios. Sin embargo, debido a que las particulas pequefias de
5 nm penetran mas facilmente, se asocié siempre este tamafo de particula al primer antigeno

(GlyT2) y la particula de 10 nm mas grande al segundo anticuerpo (la proteina marcadora).

3.21 Técnica de ARNi

El ARNm de silenciamiento de CNX se obtuvo mediante la generacién y transfeccién de
moléculas pequefias de ARNd-si especifico para CNX en células COS7 como se indica a
continuacién. Se transcribid in vitro un producto de amplificacion de CNX de 300 pares de bases
(nimero IMAGE 2582119) flanqueado por un promotor T7 (RZPD, Centro de Recursos Aleman
para Investigacion en Genoma) utilizando el kit Dicer de siRNA X-tremeGENE (Roche) siguiendo
las instrucciones del fabricante. EIl ARNds resultante se digirié posteriormente con la enzima
Dicer recombinante, se purifico el ARN digerido y se transfectéd el ARN-d en células COS7
utilizando el Reactivo de Transfeccién siRNA X-tremeGENE con 2,5 ul/0,2 pug de ARN-d. La
eficiencia de silenciamiento del CNX-ARNi se evalué mediante inmunodeteccién 48 h post-
transfeccion y fue del 85-90%. El ARNi de hipoxantina fosforribosiltransferasa (HPRT) se utilizé

como control.
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3.22 Experimentos de pulso y caza en cultivos celulares

Las células se cultivaron hasta un 80-90% de confluencia en placas p60 o p100, se incubaron con
medio libre de metionina durante 1 h. Posteriormente, se marcaron por pulso durante 15 min
con 0,25 mCi/ml [3*S] metionina / cisteina (Redivue Promix, Amersham) y se cazaron durante
periodos variables en DMEM 10% suero de ternero fetal que contenia cicloheximida 1 mM para
detener rdpidamente la elongacion de cadenas polipeptidicas nacientes. El marcaje se detuvo
mediante la adicién de PBS enfriado con hielo que contenia 20 mM de N-etilmaleimida recién
preparada para evitar la oxidacion de grupos sulfhidrilo libres. Las proteinas fueron
immunoprecipitadas con anticuerpo contra GlyT2 (Zafray col. 1995) o secuencialmente con anti-
CNX y anti-GlyT2, como se ha descrito anteriormente. Las muestras se separaron en geles SDS-
PAGE, se fijaron y se trataron con el reactivo de fluorografia Amplifier (Amersham). Los geles se
secaron y se expusieron durante 4-12 dias a -709C, y las bandas de proteinas se cuantificaron

después por densitometria.

3.23 Modificacion de carbohidratos en la molécula de GlyT2

Los inmunoprecipitados de GlyT2 fueron digeridos con la endoglicosidasa deseada (PNGasa F o
Endoglicosidasa H o D) en un pequefio volumen del tampdn apropiado, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para el tratamiento con tunicamicina, las células que expresan
GlyT2 se trataron con 1-10 pg/ml de tunicamicina o vehiculo (DMSO) durante el tiempo y a la
temperatura indicados en los pies de figura, inmunoprecipitados con los anticuerpos deseados

y resueltos por SDS-PAGE.
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4. RESULTADOS

4.1 Localizacion celular y subcelular de GlyT2 en neuronas del tallo cerebral y médula

espinal

4.1.1 Confirmacién de la presencia de GlyT2 en la membrana plasmatica de neuronas

inhibidoras

Con el objetivo de confirmar la distribucion celular de GlyT2 se obtuvo en el laboratorio un
anticuerpo nuevo frente al dominio N-terminal de GlyT2 de rata (rGlyT2). El nuevo anticuerpo
se desarrollé en rata, especie que permitia realizar ensayos de inmunofluorescencia multiple
para detectar simultaneamente los transportadores vesiculares VIAAT (marcador de neuronas
inhibidoras glicinérgicas/GABAérgicas) o VGLUT2 (marcador de neuronas excitadoras

glutamatérgicas) (Chaudhry y col. 1998, Todd y col. 2003).

El nuevo anticuerpo reconocié una banda Unica del tamafio esperable en el tejido cerebral (90
kDa) y su inmunodeteccién fue desplazada por la proteina de fusién Nt-GlyT2-Glutation-S-

transferasa (Nt-GlyT2-GST) que se utilizé como antigeno (Figura 1A).

Se realizaron ensayos de inmunohistoquimica utilizando este anticuerpo con muestras de tallo
cerebral y médula espinal que permitieron demostrar la presencia de GlyT2 en las terminales
sindpticas de las neuronas que contenian VIAAT, pero no en las que presentaban VGLUT (Figura

1B).
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Figura 1. Colocalizacion de GlyT2 y VIAAT pero no de GlyT2 y VGLUT2 en tallo

cerebral y médula espinal

A
rata anti-GlyT2 conejo anti-GlyT2

Nt-GlyT2-GST ] n ] +

o0kpa — -

GlyT2/VIAAT GlyT2/VGLUT2

Médula espinal Tallo cerebral Médula espinal Tallo cerebral

GlyT2 GlyT2 GlyT2 GlyT2
VIAAT VIAAT

GIyT2+VIAAT - WGIyT2+VIAAT

%

(A) Caracterizacion del antisuero policlonal especifico frente a rGlyT2 obtenido en rata. En
cada carril se aplicaron 20 \g de homogeneizado de tallo cerebral y se realizaron
inmunodetecciones con el antisuero indicado, en presencia (+) o ausencia (-) de la proteina
de fusion GST utilizada como el antigeno para generar el anticuerpo (Nt-GlyT2-GST). Las
diluciones de anticuerpo utilizadas fueron: 1/100 (anti-rGlyT2 de rata) y 1/1000 (anti-
rGlyT2 de conejo). (B) Doble inmunofluorescencia en cortes de tejido. Los cortes de médula
espinal (asta dorsal) y de tallo cerebral (nucleo coclear ventral) se marcaron para visualizar
GlyT2 (fluorescencia verde) junto al marcador indicado VIAAT (fluorescencia roja, panel
izquierdo) o VGLUT2 (fluorescencia roja, panel derecho). La fila inferior muestra la fusion
de las imdgenes superiores, donde la colocalizacion de las proteinas se observa como
fluorescencia amarilla.
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4.1.2 Distribucion de GlyT2 en la membrana plasmatica y el interior celular de la

neurona presinaptica

Para estudiar la localizacion subcelular de GlyT2 se utilizaron técnicas inmunohistoquimicas
donde se empled el anticuerpo anteriormente descrito y muestras de tejido procedentes de

médula espinal de rata y sinaptosomas de tallo cerebral.

Con el fin de verificar que el marcaje del nuevo anticuerpo era especifico de neuronas
glicinérgicas en experimentos de microscopia electrénica, se realizaron ensayos de doble
marcaje con peroxidasay con oro coloidal sobre tejido fijado. Las particulas de oro se localizaban
exclusivamente en las estructuras positivas para el marcaje con peroxidasa, especifico de los
axones y terminales de neuronas glicinérgicas. Sin embargo, apoyando observaciones anteriores
de laboratorio (Geerlings y col. 2001, Geerlings y col. 2002), el transportador GlyT2 se identifico

tanto asociado a membrana plasmatica como a localizaciones intracelulares (Figura 2).

Figura 2 Visualizacion de GlyT2 en asta ventral de médula

espinal de rata

Imdgenes representativas del marcaje doble con peroxidasa de rébano
y particulas de oro. Las flechas apuntan a las particulas de oro de 10
nm (correspondientes a GlyT2). Barra de escala 200 nm.
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En consonancia con estos resultados, los experimentos realizados empleando preparaciones de
sinaptosomas también indicaron que las particulas de oro se localizaban dentro de la estructura
y en zonas proximas a la membrana sinaptica (Figura 3). Aunque los niveles de marcaje fueron
relativamente bajos, los ensayos con sinaptosomas, al contrario que los realizados con tejido,
permitieron estimar la distribucién subcelular de GlyT2. Alrededor del 65-70% de las particulas
de oro se detectaron dentro de los sinaptosomas, mientras que en torno al 30-35% se asocid

con estructuras de membrana plasmatica (n=100).

Figura 3 Inmunomarcaje de GlyT2 en sinaptosomas aislados de tejido
de tallo cerebral de rata

Imdgenes representativas del inmunomarcaje con oro coloidal. Las
flechas apuntan a las particulas de oro de 5 nm (correspondientes a
GlyT2). Barra de escala 200 nm.

Para confirmar estos datos, se llevaron a cabo estudios de biotinilacion utilizando sinaptosomas
purificados y marcaje con NHS-SS-biotina. La mayoria de GlyT2 resulté no marcado, apuntando
a cifras entorno al 5-10% del total accesible en la superficie de la membrana (Figura 4).
Figura 4 Inmunodeteccion de sinaptosomas purificados sometidos a
biotinilacion previa

Sinaptosomas

total e NB
(sup)

pgprot 05 50 0,5

e 1 1}

Procesamiento de las muestras: biotinilacion de la superficie de los
sinaptosomas, lisado, separacion con estreptavidina-agarosa e
inmunodeteccion mediante el anticuerpo anti-GlyT2. Biot: biotinilado;
sup: superficie; NB: no biotilinado
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En resumen, aunque la eficiencia de los experimentos de biotinilacion puede contribuir a
sobreestimar la cantidad de GlyT2 presente en el interior de la célula, parece ser que existe una
fraccién importante de GlyT2 intracelular en el tejido cerebral. Por lo tanto, el siguiente paso
fue investigar la distribucion exacta del receptor en los diferentes compartimentos

intracelulares de las neuronas presinapticas.

4.1.3 Caracterizacion de las vesiculas de trafico intracelular que contienen GlyT2 en

terminales nerviosas

La localizacidn intracelular de GlyT2 en vesiculas grandes y endosomas se demostré hace mas
de una década en experimentos con lineas celulares derivadas de médula suprarrenal de rata
en cultivo (PC12) (Geerlings y col. 2002). Sin embargo, la localizacidn del receptor en el tejido
nervioso no se habia caracterizado hasta el momento y, con este objetivo, se plantearon los

siguientes estudios.

Se realizaron experimentos de fraccionamiento de tejido de tallo cerebral por homogeneizacion
y centrifugacion diferencial (Huttner y col. 1983) y a continuacidon se emplearon técnicas de
inmunodeteccion para monitorizar la presencia de GlyT2 en las distintas fracciones subcelulares

resultantes del proceso.

En la Figura 5 se puede apreciar que la mayoria del transportador se localiza en la fraccién P2,
correspondiente a sinaptosomas, y en la fraccién LP1 que representa la membrana plasmatica
de la célula. Ademas, hay una tercera fraccidn rica en contenido de GlyT2, la LP2. Con el objetivo
de estudiarla con mayor detalle se sometié esta fraccién a una centrifugacion por gradiente de
velocidad con glicerol que permitié separar las membranas de LP2 en funcidn de su tamafio. La
muestra resultante se analizd mediante inmunodeteccion utilizando varias proteinas como

marcadores.
e Marcadores de membrana plasmatica: GlyT2, GAT1 y Na*/K* ATPasa

e Marcadores de vesiculas sinapticas: sinaptofisina (SYN), AMP2, sinaptotagmina 2

(STAG2), VIAAT y GTPasas Rab3A, Rab5A y Rab11
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Figura 5 Distribucion subcelular de GlyT2 en tallo cerebral de rata
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(A) Fraccionamiento del tejido de tallo cerebral por centrifugacion diferencial y
obtencion de fracciones (alicuotas de 20 ug) que se detectaron mediante
inmunodeteccidn con el anticuerpo anti-GlyT2 (dilucion 1/500). H, homogeneizado total;
S1, sobrenadante postnuclear; P1, precipitado nuclear; S2, citosol; P2, fraccién cruda de
sinaptosomas; LS1, sobrenadante de lisado; LP1, precipitado de sinaptosomas lisados;
LS2, sobrenadante de vesiculas crudas; LP2, precipitado de la fraccion LS1. Se muestra
un ensayo representativo que se repitio 2 veces mds con los mismos resultados. (B)
Sedimentacion por gradiente de velocidad con glicerol de la fraccién LP2. Las fracciones
del gradiente se recogieron por la parte superior del tubo y se numeraron en orden
creciente. Las muestras de cada fraccion se sometieron a inmunodeteccion con
anticuerpos primarios frente a las proteinas marcadoras que se indican en la figura:
GlyT2, sinaptofisina, VAMP2 y VIAAT (2 ug) o GAT1, Na*/K* ATPasa, sinaptotagmina2,
Rab3A, Rab5A y Rab11 (8 ug). Se obtuvieron resultados similares en 6 experimentos
independientes.
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Las fracciones mas pesadas eran ricas en transportadores de membrana GlyT2, GAT1 y Na*/K*
ATPasa, mientras que las fracciones correspondientes a las vesiculas sinapticas, las mas ligeras,
contenian marcadores tipicos de estas estructuras como sinaptofisina, AMP2, sinaptotagmina
2, VIAAT y Rab3A (Figura 5B). Sin embargo, también se observd cierto solapamiento entre ambos
grupos para algunas proteinas. Las pequefias moléculas GTPasas rab3A, rab5A y rabll
mostraron una distribucion mas amplia, lo que sugiere su presencia en vesiculas de varios

tamanos diferentes ademas estar en su forma soluble unida a GDP.

Como se aprecia en la imagen obtenida por inmunodeteccidon de la Figura 5B, la mayor
proporcién de GlyT2 aparecié en las fracciones mas pesadas de LP2, la 11 y la 12, que incluyen
principalmente proteinas de membrana plasmatica y, en menor proporcidn, proteinas de
vesiculas sindpticas. Como se ha descrito en estudios previos (Morciano y col. 2005), este pico
contiene vesiculas remanentes asociadas a la membrana plasmatica, sinaptosomas incompletos
o vesiculas acopladas a los sitios de liberacidon presinaptica, sugiriéndose que una gran
proporcién de GlyT2 del tallo cerebral se localiza bajo la membrana, en zonas conectadas con la
superficie. Ademas, el gradiente de glicerol permitié detectar también una banda tenue
inmunorreactiva a GlyT2 en las fracciones que contienen la mayor parte de las vesiculas
sindpticas (fracciones 3-5) y, por otro lado, aparecié otro pico pequefio pero reproducible de
GlyT2 en las fracciones 8 y 9, lo que indica que GlyT2 también se localiza en las pequefias

vesiculas contenidas en estas fracciones.

Colocalizacion de GlyT2 y proteinas especificas de vesiculas mediante experimentos de

microscopia electronica con doble marcaje

Para caracterizar las vesiculas donde esta contenido el transportador GlyT2 en el tejido de tallo
cerebral, se centrd la atencidn en el estudio de las fracciones 4 y 8 aisladas del gradiente de
glicerol, que corresponden con vesiculas sindpticas (vesiculas mas pequefias) y componentes
vesiculares (vesiculas mds grandes) ricos en GlyT2. Se plantearon estudios de microscopia
electrénica tras inmunomarcaje con oro con anticuerpos frente a GlyT2 y proteinas consideradas
marcadores. En la Figura 6 y en la Figura 7 se muestran algunas imagenes representativas de

estos experimentos.
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Figura 6. Micrografias electronicas de la fraccion 4 (vesiculas pequefias) con doble inmunomarcaje con oro

Fraccion4  GlyT2 (5 nm) / proteina marcadora (10 nm)

La fraccion 4 aislada mediante gradiente de glicerol se sometio a doble marcaje: GlyT2 con
particulas de oro coloidal (flechas, particulas de oro de 5 nm) y la proteina marcadora que se
indica en la figura en cada caso (puntas de flecha, particulas de oro de 10 nm). Se muestran
imdgenes representativas. Barra de escala 100 nm. Syn, sinaptofisina; stag2, sinaptotagmina2;
control cx, fraccion 4 de muestra de cortex de rata (drea no glicinérgica); control na, sin
incubacion con anticuerpo primario.
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Figura 7. Micrografias electrénicas de la fraccion 8 (vesiculas grandes) con doble inmunomarcaje con oro

Fraccion 8 GlyT2 (5 nm) / proteina marcadora (10 nm)
syn : syn e

La fraccion 8 aislada mediante gradiente de glicerol sometié a doble marcaje: GlyT2 con particulas de
oro coloidal (flechas, particulas de oro de 5 nm) y la proteina marcadora que se indica en la figura en
cada caso (puntas de flecha, particulas de oro de 10 nm). Se muestran imdgenes representativas. Barra
de escala 100 nm. Syn, sinaptofisina; stag2, sinaptotagmina2; control cx, fraccion 8 de muestra de cortex
de rata (drea no glicinérgica); control na, sin incubacion con anticuerpo primario.
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Segun las condiciones de experimentacion empleadas, las particulas de oro se asociaron siempre
a componentes de membrana porque se utilizaron concentraciones de anticuerpo insuficientes

para permitir que aparecieran particulas de oro libre en la preparacion.

Como condicién control, se utilizaron fracciones derivadas de muestras de corteza cerebral de
rata, una zona desprovista de GlyT2 y se comprobd que, en esta muestra, el anticuerpo frente
al transportador fue incapaz de marcar ninguna estructura obtenida de las fracciones del

gradiente de glicerol.

En las fraccione 4 y 8 procedentes de tallo cerebral se analizé cuantitativamente el marcaje
simple o doble y el resultado se muestra en la Tabla 1. Como era de esperar, la fraccién 4
contenia mas vesiculas por unidad de area, ya que contenia vesiculas mds pequefias que la

fraccion 8.

Tabla 1 Distribucion relativa de GlyT2 y proteinas marcadoras mediante inmunomarcaje con oro coloidal

Fraccion 4 Fraccion 8
Vesiculas con marcaje % deltotal de Vesiculas con marcaje % del total de
Marcaje simple
simple por 10 um? vesiculas* simple por 10 um? vesiculas*®
GlyT2 46+ 21 6,2+2,8 78+12 30z4,6
Sinaptofisina 760t 85 100+£11,3 25726 99+9,9
VIAAT 87+£39 11,5+5,2 6010 23+£3,8
Rab11 9443 12,4+4,8 7322 28+8,6
Vesiculas con marcaje % deltotal de Vesiculas con marcaje % del total de
Marcaje doble
doble por 10 um? vesiculas* doble por 10 um? vesiculas*
GlyT2/sinaptofisina 41+3 89+7,2 738 94+10,8
GlyT2/VIAAT 4+1 8,7+3,0 52+6 67+7,5
GlyT2/Rabl1 21+2 45+ 5,0 527 67+8,9

*Nudmero de vesiculas por 10 um?, 760 + 50 (fraccion 4) y 260 + 22 (fraccion 8)

Las fracciones 4y 8 obtenidas del gradiente de glicerol se sometieron a marcaje con oro y se visualizaron por microscopia
electronica. Se cuantificaron entre 150 y 450 vesiculas en cada determinacion (3-5 experimentos independientes;
eleccion de 10 dreas diferentes al azar). Los resultados se muestran como promedios + error estdndar de la media (SEM).

En consonancia con la distribucion de GlyT2 en el gradiente de glicerol, el nUmero de vesiculas
con marcaje simple con anticuerpo anti-GlyT2 fue mayor en la fraccién 8 que en la fraccién 4:
78 + 12 vs. 46 + 21 vesiculas por 10 pm?. Por el contrario, la fraccién 4 contenia mas vesiculas
marcadas con sinaptofisina, VAMP2, VIAAT y Rab11, aproximadamente el doble que la fraccién
8 (ver Tabla 1). Las diferencias cuantitativas detectadas entre ambas fracciones en estos

experimentos de microscopia electronica fueron menores que las registradas en ensayos de
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inmunodeteccién mostradas previamente (Figura 5), lo que puede deberse a una menor
sensibilidad de la técnica de microscopia electrdnica respecto a la de inmunodeteccidn. Esto
podria deberse a una subestimacion de las proteinas que se presentan en multiples copias por
vesicula debido a interferencias en la penetracién del oro. Apoyando este argumento, la fraccién
4 contenia vesiculas donde la proteina marcadora estaba presente en bajos niveles, pero
también otras donde el marcador era muy abundante (Figura 6 y Figura 8).

Figura 8. Micrografias electrénicas de vesiculas pequefias inmunomarcadas con
oro que contienen multiples copias de las proteinas marcadoras indicadas

Fraccion 4 GlyT2 (5 nm)/ proteina marcadora (10nm)

VAMP2

ke AF
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La fraccion 4 purificada mediante gradiente de glicerol se sometio a doble
marcaje con oro para proteinas marcadoras (particulas de oro de 10 nm) y para
GlyT2 (particulas de oro de 5 nm). Las imdgenes muestran las vesiculas que
contienen multiples copias de las proteinas indicadas (puntas de flecha).

En cuanto a los resultados de doble marcaje para GlyT2 y proteinas marcadoras, se demostré
que las vesiculas que contenian el transportador GlyT2 estaban mayoritariamente asociadas con
la proteina vesicular sinaptofisina, tanto en la fraccién 4 como en la fraccién 8: el 89% y el 94%
de las vesiculas marcadas con GlyT2 presentaban ademds marcaje con sinaptofisina,
respectivamente. Ademads, una porcién significativa de las vesiculas que contenian GlyT2
también presentaban la GTPasa Rab11, caracteristica de los endosomas de reciclaje: el 45% en
la fraccién 4 y el 67% en la fraccién 8 (ver Tabla 1). Por otro lado, aunque GlyT2 y VIAAT se
localizaron en vesiculas separadas en la fraccidn 4 (solo 8,4% de colocalizacion), en el caso de la

fraccién 8 se detectd una colocalizacién de ambas proteinas del 67%.

Se realizaron experimentos similares de doble marcaje utilizando las fracciones 11 y 12 del
gradiente de glicerol, las cuales incluyen principalmente proteinas localizadas en la membrana
plasmatica. Tal y como se aprecia en la Figura 9, la mayoria de las estructuras que contenian
GlyT2, donde ademas el transportador era abundante, practicamente carecian de sinaptofisina

(niveles por debajo del 7%) y Rabl1l (niveles menores del 10%), lo que descarté que la
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colocalizacion de GlyT2 y estos marcadores en las estructuras vesiculares presentes en las

fracciones 4 y 8 fuera debida al azar.

Figura 9. Micrografias electronicas de la fraccion 11 (membrana plasmdtica)

Fraccién 11 GlyT2 (5 nm) / proteina marcadora (10 nm)

Doble imnumomarcaje con oro de la fraccion 11 purificada con gradiente
de glicerol. Se muestran imdgenes representativas. syn: sinaptofisina

El resto de proteinas marcadoras empleadas en los experimentos, como Rab5A, VAMP2,
sinaptotagmina2 o GAT1 no mostraron colocalizacidn con GlyT2 en las fracciones 4 y 8 (Figura 6

y Figura 7).

Colocalizacion de GlyT2 y proteinas especificas de vesiculas mediante inmunoaislamiento con

particulas magnéticas revestidas de proteina A

Con el fin de verificar si la fraccion de GlyT2 presente en las vesiculas se asociaba a las proteinas
indicadas previamente, se sometid la fraccion LP2 de tallo cerebral a técnicas de
inmunoaislamiento empleando el nuevo anticuerpo anti-GlyT2 unido previamente a particulas
magnéticas revestidas de proteina A. Tanto las proteinas unidas a las particulas magnéticas
como aquellas no unidas que se mantuvieron en el sobrenadante, fueron sometidas a
inmunodeteccidn. EI 75 + 8% de GlyT2 se recuperd unido al anticuerpo en la fraccién unida a las
particulas magnéticas (Figura 10). Por otro lado, se confirmo la especificidad del anticuerpo ya

gue no se detectd unidn a GlyT2 en particulas magnéticas revestidas de un anticuerpo control.
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Figura 10. Colocalizacion de GlyT2 y proteinas asociadas a vesiculas mediante
inmunoaislamiento e inmunodeteccion

g?srgg;o' Sobrenadantes Particulas magnéticas
Immuno- latet] anticuerpo anti- anticuerpo anti-
deteccion control  GlyT2 control  GlyT2
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Inmunoaislamiento de vesiculas LP2 que contienen GlyT2 con el anticuerpo anti-GlyT2 unido
a particulas magnéticas revestidas de proteina A. Se utilizé un anticuerpo control irrelevante
unido a las particulas como control negativo. Las fracciones unidas a las particulas
magnéticas (inmunoaislado) o no unidas (sobrenadante) se analizaron mediante
inmunodeteccion utilizando anticuerpos frente a las proteinas que se indican en la figura (20
ug). Se muestra un resultado representativo de los 4 experimentos que se llevaron a cabo
que produjeron resultados idénticos. Syn: sinaptofisina: IgG’s: inmunoglobulinas G

Las proteinas marcadoras de estructuras vesiculares Rabll, sinaptofisina y VIAAT fueron
inmunodetectadas en las fracciones unidas al anticuerpo anti-GlyT2 pero no al anticuerpo
control, lo que apoya su asociacion con las vesiculas de GlyT2. Por el contrario, la Na*/K* ATPasa

no se pudo en general detectar asociada a ninguna de las particulas recubiertas de anticuerpo.

Por otro lado, aunque los resultados no se muestran en esta tesis, tampoco se detecté
inmunorreactividad de otras proteinas como GAT1, Rab5A y VAMP2 empleando el anticuerpo

anti-GlyT2.

Los resultados expuestos se consiguieron mediante condiciones de experimentacidon en
ausencia de detergente, lo que sugiere que el anticuerpo anti-GlyT2 es capaz de aislar vesiculas
que contienen GlyT2. Para confirmar que el inmunoaislamiento realmente aisla vesiculas, se
realizé el ensayo en presencia de Triton X-100 al 1% que puede solubilizarlas (Geerlings y col.
2002). Como es esperable, en este caso un 78 + 7% de GlyT2 permanecia unido a la fraccidon
obtenida con el anticuerpo anti-GlyT2 pero la inmunorreactividad detectada para las proteinas

marcadoras fue practicamente residual. En definitiva, el ensayo de inmunoaislamiento con un
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anticuerpo especifico de GlyT2 recupera el 70 + 10%, 19 £ 4% y 25 + 6% del input inicial de
sinaptofisina, VIAAT y Rab11, respectivamente (n=4).

Estos datos, junto a los experimentos de microscopia electrdnica con oro, apuntan a que los tres

marcadores sinaptofisina, VIAAT y Rab11 estan presentes en las vesiculas que contienen GIyT2.

Colocalizacion de GlyT2 y proteinas especificas de vesiculas en células completas mediante

microscopia confocal

La distribucion de GlyT2 y de las proteinas asociadas a vesiculas se estudié en neuronas primarias

de tallo cerebral mediante técnicas de inmunofluorescencia y microscopia confocal.

Al contrario que en los experimentos con sinaptosomas, en los que se demostrd previamente
gue la mayoria de GlyT2 es resistente a la biotinilacidn en la superficie de la membrana, en
neuronas a 15 DIV (dias In Vitro) se aprecid que alrededor del 60% del total de GlyT2 se localizaba

en la membrana plasmatica y solo el 30% es intracelular (Figura 11).

Figura 11. Expresion de GlyT2 en superficie de neuronas primarias de tallo cerebral

Neuronas primarias

total Biot NB
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Tras 15 dias en cultivo, las neuronas primarias de tallo cerebral se marcaron con
NHS-SS-biotina, se lisaron y las proteinas de membrana se recuperaron mediante la
incubacion de las fracciones con una matriz de estreptavidina-agarosa.
Posteriormente se analizaron por inmunodeteccion con el anticuerpo anti-GlyT2. En
cada linea del gel SDS-PAGE se aplic la cantidad de proteinas que se indica en la
figura. Biot: biotinilado; NB: no biotinilado

Debido a la mayor presencia de GlyT2 en la membrana plasmatica, en las imagenes de
microscopia confocal como las que se muestran en la Figura 12, se aprecié un patrén de
distribucidon de GlyT2 en la superficie celular. Aun asi, se detecté también una colocalizacion
parcial de GlyT2 y las proteinas marcadoras de vesiculas sinapticas VIAAT y sinaptofisina

especialmente en el area submembranosa.
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Figura 12. Colocalizacion de GlyT2 y proteinas asociadas a vesiculas en neuronas de tallo cerebral en cultivo

/

¥

£ yT2/sPHYS

Los cultivos primarios de neuronas de tallo cerebral crecidos durante 15 dias se fijaron y sometieron a multiples pasos
de inmunotincién para determinar la expresion de las proteinas que se indican en la figura. En blanco y negro se
muestran las imdgenes de canales simples para GlyT2, VIAAT, sinaptofisina (SPHYS) o Rab11. La superposicion de las
imdgenes superiores que se indican de dos en dos se muestra como fluorescencia roja/verde: GlyT2/VIAAT (panel
izquierdo); GlyT2/sinaptofisina (panel central), VIAAT/sinaptofisina (panel derecho), GlyT2/Rabl11 (panel inferior
derecho). En la inmunofluorescencia triple en la fotografia de la derecha, se muestran los 3 canales simultédneamente
(GlyT2, rojo; VIAAT, verde; SPHYS, azul). Barra de escala, 5 um.

Los patrones de distribucién de inmunofluorescencia de las proteinas detectadas se
correspondieron bien con la presencia de GlyT2 en estructuras vesiculares, tal y como se ha
evidenciado previamente en los experimentos de microscopia electrdnica e inmunoaislamiento
con anticuerpo anti-GlyT2. Sin embargo, la amplia distribucién de Rab11, que probablemente se
deba a la presencia de la forma soluble no unida a membrana, no permite llegar a conclusiones

definitivas a partir de los datos obtenidos en células.
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4.1.4 Presencia de GlyT2 en endosomas de reciclaje: relacion con la proteina Rab11

Estudio de la colocalizacion de GlyT2 y Rab11 por microscopia electronica mediante doble

marcaje con oro en tallo cerebral.

Tras los resultados ambiguos de colocalizacién de GlyT2 y Rab11 mostrados en la Figura 12, se
planted un analisis mds exhaustivo donde se tratd de localizar ambas proteinas mediante doble
inmunomarcaje con oro coloidal en muestras de tejido intacto de tallo cerebral que se
visualizaron mediante microscopia electrdnica. Sin embargo, puesto que no se consiguieron
niveles significativos de marcaje utilizando este método, se decidié probar con preparaciones
de sinaptosomas de tallo cerebral obtenidas de muestras fijadas y sometidas a post-inclusiéon en

resina (post embedding).

En la Figura 13 se muestran las imagenes de microscopia electrénica obtenidas donde se aprecia
un marcaje tenue pero especifico de GlyT2 y Rab11 localizados simultaneamente en la mayoria

de las estructuras.
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Figura 13. Colocalizacion de GlyT2 y Rab11 mediante doble
inmunomarcaje con oro en sinaptosomas de tallo cerebral

GlyT2 (10 nm)/ GlyT2 (15 nm)/
Rab11 (15 nm) Rab11 (10 nm)

Doble inmunomarcaje con oro en muestras de sinaptosomas de tallo
cerebral de rata para detectar GlyT2 y Rab11. En cada columna se indican
las proteinas asociadas a las particulas de oro. Las flechas marcan la
localizacion del marcaje de GlyT2, mientras que las puntas de flecha
indican el marcaje de Rab11. Se muestran imdgenes representativas de
estos experimentos. Barra de escala, 200 nm.

El bajo nivel de marcaje detectado puede ser debido a las limitaciones de la técnica,
principalmente a las dificultades de acceso de los anticuerpos a sus epitopos, la posible pérdida
de antigenicidad en el proceso de fijacion de la muestra o la reducida penetracion de las
particulas de oro. Se probd el marcaje secuencial utilizando el anticuerpo anti-GlyT2 en primer
lugar y a continuacién el anticuerpo anti-Rab11, o bien al contrario, pero no se apreciaron

diferencias en los resultados.
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Aunque el nivel de resolucién de la técnica no permite precisar si GlyT2 y Rab11 comparten la
misma vesicula, si se puede afirmar que ambas proteinas estan muy préoximas fisicamente, lo
gue podria ser compatible con su presencia en un compartimento endosomal comun, segun lo
que se observa en muchas de las imagenes de microscopia electrdnica, donde alrededor del 75%

de los sinaptosomas contienen ambas proteinas y en proximidad (n=100).

Estudio del papel de Rab11 en el trdfico de GlyT2 mediante experimentos con mutantes

dominantes negativos de GTPasas Rab

Con el fin de caracterizar mejor la asociacién especifica de GlyT2 con el marcador de endosomas
de reciclaje Rab11 y entender mejor el contexto bioldgico de ésta, se llevaron a cabo diferentes
ensayos experimentales donde se emplearon mutantes dominantes negativos (dn) para tres

GTPasas pequefias Rab:

e Rab4, que interviene en el proceso de reciclaje rapido de proteinas endocitadas
hacia la membrana plasmdtica directamente desde los endosomas tempranos

(“short loop” recycling) (Jones y col. 2006)

e Rabll, involucrada en un proceso de reciclaje a la membrana mas lento a través de

endosomas especificos de reciclaje (“long loop” recycling) (Jones y col. 2006)

e Rab8, que regula el trafico post-Golgi en la via secretora desde el TGN (trans Golgi

network) hacia la superficie celular (Huber y col. 1993, Zerial y col. 2001).

Los mutantes dn de estas GTPasas Rab se utilizaron con el fin de impedir alguno de los pasos
en el trafico de membrana controlado por la GTPasa Rab cuya actividad se silencia y estudiar
asi la relevancia de cada una de las proteinas en el proceso mediante inmunocitoquimica de

fluorescencia (Zerial y col. 2001).

En los experimentos que se presentan en la Figura 14 y en la Figura 15, se coexpresaron la
proteina GlyT2 (marcada con fluorescencia roja) y las proteinas mutadas Rab11dn, Rab4dn
o Rab8dn fusionadas con la proteina verde fluorescente (GFP) en células MDCK en cultivo
(linea celular de epitelio de rifidn canino Madin-Darby). Como se aprecia en la Figura 14, las
células que expresan Rablldn presentaron una reduccién muy marcada de los niveles de

GlyT2 en la superficie, que fue mas modesta cuando se eliminé la expresion de Rab4. En el
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caso de Rab8, no parecid tener efecto sobre los niveles de GlyT2 en membrana lo que indica
que los resultados con las otras dos proteinas no se debian a alteraciones inespecificas de
las proteinas de la familia Rab, sino que existe una regulacién especifica de las dos vias

especificamente controladas por Rab11 y Rab4.

Figura 14. Efecto de los mutantes dominantes negativos Rab4, Rab8 y Rab11 en la
distribucion subcelular de GlyT2

La forma silvestre de GlyT2 (primera fila, cont. GlyT2) se expresd de forma transitoria en
células MDCK o bien se coexpresaron GlyT2 y los mutantes Rabdn que se indican
fusionados con la proteina GFP. Se muestran imdgenes de microscopia de fluorescencia
representativas de estos ensayos. La fluorescencia para cada proteina individual se
muestra en blanco en los paneles especificados y la fusion de canales de fluorescencia de
GlyT2 (rojo) y el mutante indicado (verde) se muestra como GlyT2/Rabdn en los paneles
inferiores de la derecha. Barra de escala, 5 um.
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Para confirmar la especificidad del efecto del mutante Rabl1dn sobre la distribucién de GlyT2
se analizé la distribucién de algunos marcadores endégenos en estudios de microscopia

confocal.

e Receptor de transferrina (TFR): proteina de la membrana plasmatica que retorna
rapidamente a la membrana desde los endosomas tempranos controlada por Rab4 y
gue también puede reciclarse mas lentamente desde endosomas perinucleares hacia la
membrana plasmatica en un proceso mediado por Rab11 (Uzan-Gafsou y col. 2007,

Bonecchiy col. 2008, Henry y col. 2008).
e Rab5: marcador de endosoma temprano.
e 14E12: marcador de endosoma tardio/lisosoma.

Como se aprecia en la Figura 15B, en células MDCK transfectadas con mutantes Rabl1dn la
mayor parte del TFR estaba internalizada, no pudiéndose detectar el receptor en la superficie
celular. También se detectd una clara superposicién de la inmunofluorescencia correspondiente
a TFR y a GlyT2 en el interior de las células. Estos resultados contrastan con la colocalizacién
parcial de ambas proteinas observada en células control, no transfectadas con el mutante

Rabl11ldn, donde GlyT2 esta claramente presente en la superficie (Figura 15A).
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Figura 15. Colocalizacion intracelular de GlyT2 con el marcador de endosoma de reciclaje Rab11

Rabildn
¥

GlyT2/T£R

GlyT2/Rab5

GlyT2/Rab5

Rablldn &%

GlyT2/14E12

La forma silvestre de GlyT2 se
expresé de forma transitoria en
células MDCK (A) o bien se coexpreso
GlyT2 con los mutantes Rabdn que
se indican, fusionados con la
proteina GFP (B). Se utilizé marcaje
con doble inmunofluorescencia para
GlyT2 y las proteinas marcadoras
enddgenas TFR, Rab5 y 14E12. Se
muestran imdgenes de microscopia
de fluorescencia representativas de
estos ensayos. La fluorescencia para
cada proteina individual se visualiza

| en blanco en los paneles

especificados 'y la fusion de
fluorescencia de GlyT2 (rojo) y la
proteina marcadora indicada (verde)
se muestra como GlyT2/marcador
(rojo/verde). En la figura B, la
superposicion de los 3 canales se
representa en la fila inferior (GlyT2
rojo, marcador verde, Rabdn azul).
Barra de escala, 5 um.
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Por otro lado, como se aprecia en las imagenes de microscopia confocal, la presencia o ausencia
del mutante Rab11ldn no afectd al nivel de superposicion de la inmunofluorescencia de GlyT2 y

Rab5 o 14E12 (Figura 15).

Estudio del papel de Rab11 en la incorporacion de GlyT2 a la membrana mediante experimentos

de biotinilacion y cinética

Tras determinar la importancia de Rab11 en la presencia de GlyT2 en membrana detectando las
proteinas expresadas en células MDCK mediante inmunofluorescencia (Figura 15), se planted
confirmar este efecto sometiendo a estos mutantes a otro tipo de ensayos. El marcaje de
superficie con NHS-SS-biotina (biotinilaciéon) permite medir directamente los niveles de la
proteina en la superficie. En la Figura 16 se muestra una inmunodeteccidén correspondiente a
fracciones de proteina GlyT2 biotinilada (localizada en superficie) y no biotinilada (no accesible)
obtenidas de células MDCK que co-expresan los diferentes mutantes de las proteinas Rab
estudiadas.

Figura 16. Efecto de los mutantes dominantes negativos de las proteinas Rab en la expresion de GlyT2 en
superficie. Experimentos de biotinilacion

GlyT2 + GLT1 GlyT2 + R4dn GlyT2 + R8dn GlyT2 + R11dn

NB Biot NB Biot NB Biot NB Biot
relacion ADN¢ 1:11:51:115 11151115 11151115 11151115

GlyT2 wNN el 1 LM o L

Rab p— — -

La forma silvestre de GlyT2 se coexpresé en células MDCK con pEGFP-GLT1 (una proteina irrelevante), pEGFP-
Rab4dn, pEGFP-Rab8dn o pEGFP-Rablldn segun la relacion de ADN 1:1 y 1:5. Las muestras se sometieron a
biotinilacion de superficie a 4°C. Se muestra una imagen representativa de la inmunodeteccion donde se aprecian
la fraccion no biotilinada (NB, 10 ug de proteina) y la fraccion biotinilada (Biot, 25 ug de proteina) de GlyT2, y los
niveles alcanzados de sobreexpresion de los Rab.

La cuantificacidn densitométrica de las bandas de la inmunodeteccién indicd que la expresion
de GlyT2 en la membrana plasmatica se redujo significativamente y de forma selectiva en
presencia del mutante Rabl1dn, mientras que la coexpresidn con el mutante Rab4dn disminuyé

esta expresién en menor medida (Figura 17).
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Figura 17. Andlisis por densitometria de los niveles de GlyT2 biotinilado
en funcion de la coexpresion con mutantes Rabdn
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Andlisis por densitometria del promedio de datos obtenidos de 3
experimentos diferentes de inmunodeteccion realizados en las mismas
condiciones que la Figura 16 pero utilizando relaciones crecientes de ADNc
cotransfectado de GlyT2 (1:0; 1:0,5; 1:3; 1:5). En el eje de ordenadas, se
expresa el nivel de GlyT2 biotinilado como el porcentaje del total dividido
por la relaciéon Rabdn/Rab enddgeno, medido por densitometria tras la
inmunodeteccién con anticuerpos frente a las proteinas Rab. Las barras
representan el error estandar de la media (SEM). El asterisco (*) indica que
existen diferencias significativas entre GlyT2 + vector que contiene la
proteina irrelevante (GLT1) segtun el andlisis con el test ANOVA y
Bonferroni; p<0,05.

Por otro lado, se realizaron estudios cinéticos que permitieron estimar el nimero de
transportadores GlyT2 funcionales en la membrana en presencia de los diferentes mutantes
ensayados. Los resultados confirmaron la reduccidn en los niveles de expresion superficial de
GlyT2 en ausencia de Rabll y, en menor medida, de Rab4 (mutantes Rablldn y Rab4dn,

respectivamente) (Figura 18).
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Figura 18. Cinética del transporte de glicina por GlyT2 en presencia de los mutantes
dominantes negativos de las proteinas Rab

Vmax Km
® GlyT2+GLT1 53+06 176 +18
m GlyT2+Rab4dn 3,9+0,1 30063
A GlyT2+Rab8dn 5,9+0,2 511 +28
O GlyT2+Rab11dn 2,0+0,2 118 +65

(nmol / mg prot / 10min-
datos normalizados por niveles
de expresion totales)

Transporte de Glicina

0 100 200 300 400 500
[glicina], UM

Cinética del transporte de glicina de células MDCK que coexpresan GlyT2

silvestre junto a cada uno de los diferentes mutantes dominantes negativos:

Rab1ldn, Rab4dn y Rab8dn o bien a la proteina control irrelevante (GLT1) a
la relacion de coexpresion de 1:3.

Los valores promedio de la constante K., de GlyT2 obtenidos de tres experimentos
independientes no fueron significativamente diferentes en todas las condiciones
experimentales ensayadas (entre 100 y 500 uM). Sin embargo, se observaron variaciones
significativas en los valores de Vmax, en consonancia con los diferentes niveles de expresidn de
GlyT2 descritos en los experimentos de biotinilacidn. El valor promedio de Vmsx, expresado como
nmol de glicina/mg de proteina/10 min fue de 5,3 * 0,6 en condiciones control (GlyT2 + vector
que contenia una proteina irrelevante); 5,9 + 0,2 en presencia de GlyT2 + Rab8dn; 3,9 + 0,1 en

el caso de GlyT2 + Rab4dn vy, el menor, de 2,0 £ 0,2 en presencia de GlyT2 + Rabl11ldn.

Los resultados obtenidos del analisis cinético confirman que existe una asociacion especifica
entre GlyT2 y las vesiculas que contienen Rab11 y sugieren que el transportador internalizado
tras su funcidn en la transmision de la sefial presinaptica puede volver a la membrana plasmatica

mediante un mecanismo de reciclaje dependiente de Rab11.
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4.2 Localizacién de GlyT2 en microdominios lipidicos ricos en colesterol o lipid rafts
4.2 1 Distribucién de GlyT2 en diferentes fracciones de membrana

Con el objetivo de determinar si GlyT2 se localiza en los lipid rafts de la membrana se
solubilizaron sinaptosomas de tallo cerebral de rata utilizando el detergente Triton X-100 a 42C
y se fracciond el material resultante mediante centrifugacion en gradiente de densidad de
sacarosay se analizaron las distintas fracciones mediante inmunodeteccion. Este método separa
por flotacion los microdominios lipidicos ricos en colesterol y esfingolipidos (lipid rafts) mas

ligeros que el resto de los componentes de la membrana (Fortin y col. 2004).

La inmunorreactividad del transportador GlyT2 presentd una distribucion bimodal,
apreciandose tanto en las fracciones de baja densidad, correspondientes a los microdominios
lipidicos (carriles 4 a 6 de la Figura 19 como en las fracciones de alta densidad (carriles 9 a 12 de

la Figura 19).

Figura 19. Localizacion de GlyT2 en balsas lipidicas o membranas rafts insolubles en Triton X-100

Fracciones
17234567 8 9101112

R SSaaRel g0 kDa o sinaptosomas purificados se
GlyT2 P4 . . " m 90 preincubaron con vehiculo, MBCD
control 50 mM o MBCD 50 mM unida a
colesterol 5,9 mM, durante una
GlyT2 hora a 37°C y se solubilizaron
MBCD 90 posteriormente con Triton X-100
i al 0,5%. A continuacién, se
GlyT2 sometieron a fraccionamiento en
MBCD+col - 90 gradiente de sacarosa y las
proteinas de las fracciones del
gradiente de la 1 a la 12 (de la

Flotilina-1 - R - 42 ) - e
control parte superior a la parte inferior)

Flotilina-1 se analizaron mediante
otilina-

—= «.wmegw 42 separacion en gel SDS-PAGE e
MBCD inmunodeteccion: GlyT2, la
Flotilina-1 proteina marcadora de rafts

MBCD+col w ~ - 42 flotilina-1 y la proteina Na*-K*
ATPasa, de menor presencia en
ATPasa 5 —~ 100 rafts.
control
ATPasa -~ --wmgp 100
MBCD

Para complementar el estudio de localizacién de GlyT2 se analizaron en paralelo dos proteinas,

la flotilina-1 (tipica de lipid rafts) (Bickel y col. 1997) y la bomba Na*/K* ATP-asa, localizada en
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este gradiente mayoritariamente en las fracciones de mayor densidad de las membranas
(Radeva y col. 2005). El estudio se llevd a cabo en presencia de distintos niveles de colesterol
utilizando la metil-B-ciclodextrina (MBCD), un hexasacarido ciclico que retira colesterol de las
membranas y que permite evaluar el efecto sobre la distribucién de las proteinas en el gradiente
(Radeva y col. 2005). También se estudio el efecto de la MBCD previamente unida a colesterol,
como control negativo ya que el complejo MBCD+colesterol es incapaz de retirar el colesterol

de las membranas (Butchbach y col. 2004).

La cuantificaciéon densitométrica de los resultados de la inmunodeteccién determindé que
alrededor del 13 + 1% de GlyT2 se localiza en las fracciones de menor densidad (n=5), junto con

aproximadamente el 45 + 4% de la flotilina-1 total (n=3) (Figura 20).

Figura 20. Cuantificacion de la inmunorreactividad de GlyT2 y Flotilina-1 en las fracciones raft (4-6)

GlyT2 Flotilina-1

—

N
T
(o) ]
o
1

- -
o N
T T
N
o
T

(o]

T
N w
o o
T T

-
o
T

*

o N oo
T
o

Inmunorreactividad en frac. 4-6
(% del total del gradiente de sacarosa)
Inmunorreactividad en frac. 4-6
(% del total del gradiente de sacarosa)

control  MBCD MBCD+col control MBCD MBCD+col

Promedio de inmunorreactividad analizada por densitometria correspondiente a GlyT2 y flotilina-1 en 3
ensayos independientes de inmunodeteccion (correspondientes a la Figura 19). La inmunorreactividad de
cada proteina en las fracciones raft (4-6) se expresé como el porcentaje del total de la inmunorreactividad
en el gradiente completo. El asterisco (*) indica que existe diferencia estadisticamente significativa con
respecto al control, p<0,05 segun el test t de Student.

Por otra parte, la distribucidn del colesterol en las fracciones de membrana se localizé también
en dos picos correspondientes a las fracciones de menor densidad (4-6) y de mayor densidad (9-
12). Como era de esperar, la presencia de MBCD provocé la reduccion del contenido en
colesterol en las fracciones de menor densidad (Figura 21) y, en paralelo, disminuyd también el
nivel de las proteinas de estudio en dichas fracciones, hasta valores de 3 + 0,8% de GlyT2 y 0,6
+ 0,2% de flotilina-1 (Figura 20). Por el contrario, cuando se utilizé MBCD + colesterol no se
observd esta reduccion de los niveles de inmunorreactividad en las fracciones de menor

densidad (4-6) ya que no se alterd la distribucién de GlyT2, flolitina-1 y colesterol en el gradiente
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(Figura 20 y Figura 21). Estos resultados sugieren que GlyT2 se asocia a los microdominios de

membrana ricos en colesterol.

Figura 21 Determinacion del nivel de colesterol de las fracciones
obtenidas del gradiente de sacarosa (1-12)
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Preincubacion de los sinaptosomas purificados con vehiculo, MBCD
50 mM o MBCD 50 mM unida a colesterol 5,9 mM, durante una
hora a 372C y solubilizacion posterior de las muestras con Triton X-
100 al 0,5%. A continuacion, se sometieron a fraccionamiento en
gradiente de sacarosa y se cuantificé el nivel de colesterol de las
fracciones del gradiente de la 1 a la 12 (de la parte superior a la
parte inferior).

4.2.2 Localizacion de GlyT2 en la superficie de la membrana plasmatica

Con el fin de determinar si la asociacién de GlyT2 con los lipid rafts puede afectar a la actividad
del transportador, se analizd si GlyT2 presente en las fracciones de menor densidad realmente
se localizaba en la superficie celular que es el sitio donde el transportador ejerce su funcion.
Para ello se utilizaron ensayos de biotinilacién, marcando los sinaptosomas de tallo cerebral de
rata antes de la solubilizacidn con Triton X-100. Las diferentes fracciones obtenidas se separaron
mediante gradiente de sacarosa y se diferenciaron dos grupos: de la fraccion 4 a 6, identificadas
como fracciones rafts, y de la 9 a la 12, consideradas como fracciones no-rafts. Posteriormente,
las proteinas biotiniladas se recuperaron de cada grupo de fracciones mediante la incubacion
con una matriz de estreptavidina-agarosa y se analizaron por inmunodeteccidn. También se

analizaron las alicuotas de proteina total y proteina no unida a biotina (proteinas intracelulares).

Los ensayos de inmunodeteccién utilizando el anticuerpo frente a GlyT2 determinaron que,

aunque la mayor parte de GlyT2 se encuentra en las fracciones no-rafts, la proteina GlyT2
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localizada en la superficie de la membrana y por tanto marcada con biotina, se asocia a las

fracciones rafts (Figura 22).

Figura 22. Efecto de MBCD sobre el transportador GlyT2 accesible en la

superficie de las membranas rafts

Total Biotinilado biot’i\rl1ci)l-51do
Fracciones raft raf:( p:f_t raft  raft ?:fi
control Y . 90 kDa
CNX P— p— —
MBCD N - . W 90kDa
CNX e -

Las membranas rafts se aislaron de sinaptosomas marcados con NHS-SS-
biotina tras el tratamiento con vehiculo (control) o MBCD 50 mM durante
una hora a 37°C y posteriormente solubilizados con Triton X-100 al 0,5%. A
continuacion, se sometieron a fraccionamiento en gradiente de sacarosa y
las fracciones 4-6 y 9-12 obtenidas se separaron y se identificaron como las
fracciones raft y no-raft, respectivamente. Las proteinas de las fracciones
raft y no raft se solubilizaron separadamente con RIPA y se reservé una
alicuota con la que se calculé la cantidad de proteina total. Las proteinas
totales, biotiniladas y no biotiniladas (0,5, 10 y 0,5 ug, respectivamente) se
analizaron mediante inmunodeteccion con el anticuerpo anti-GlyT2. Se
utilizé como control la inmunorreactividad a calnexina (CNX).

La cuantificacién por densitometria de la inmunorreactividad indicé que alrededor del 50% del
contenido de GlyT2 en las fracciones rafts estd biotinilado (47 + 5%, n=5), mientras que solo un
1% de la porcion de GlyT2 que permanece en las fracciones no-rafts se encuentra en la superficie
celular y aparece marcado con biotina (0,9 * 0,5%, n=5) (Figura 23). Esto sugiere que el
transportador GlyT2 asociado a los lipid rafts estad principalmente localizado en la superficie

celular.
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Figura 23. Cuantificacion de la inmunorreactividad de las muestras
analizadas en la Figura 22 por densitometria

& 60
g:;; 50 |
998 %oy
T38 40
= E § - B Control
5 §H; 30| B M BCD
m <o r
Ngg 20|
=22 0l
GED 10¢
£5 |
- < Ot
= Fracciones Fracciones
rafts no-rafts

Promedio de 3-5 experimentos independientes. La cantidad de GlyT2
biotinilado en las fracciones raft y no-raft se normalizé segun la sefial de
calnexina y se expresé como el porcentaje de inmunorreactividad a GlyT2
en las fracciones raft y no-raft correspondientes. El asterisco (*) indica
que existe diferencia estadisticamente significativa con respecto al
control, p<0,05 segun el test t de Student.

Posteriormente se estudié el efecto del tratamiento con MBCD que retira colesterol de la
membrana y que redujo aproximadamente en el 20% la cantidad relativa de GlyT2 biotinilado
en las fracciones raft (4-6) acompainado de un incremento del 5% en la porcion biotinilada de
las fracciones no-rafts (9-12) (Figura 22 y Figura 23). Estos resultados sugieren que la MBCD
induce un desplazamiento lateral en el plano de la membrana del 3-4% de la porcién de GlyT2

localizada en la superficie celular.

Para descartar que el efecto de desplazamiento de GlyT2 en la membrana por accién de la MBCD
fuera debido a la internalizacidn del transportador, se realizaron ensayos de biotinilacion de
sinaptosomas de tallo cerebral tras la incubacién con MBCD y posteriormente se procedié a la
inmunodeteccién de las proteinas biotiniladas y no biotiniladas con anticuerpo frente a GlyT2.
Como se aprecia en la Figura 24, la cantidad de GlyT2 localizada en la superficie celular no se
alterd tras el tratamiento con dos concentraciones diferentes de MBCD, 10 mM y 50 mM, lo que

permitié descartar la internalizacidn del transportador por la accién de MBCD.
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Figura 24. Ensayos de biotinilacion de sinaptosomas de tallo cerebral tras la
incubacion con MBCD
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Los sinaptosomas de tallo cerebral se marcaron con NHS-SS-biotina tras el
tratamiento con vehiculo (control), MBCD 10 mM o MBCD 50 mM, durante
una hora a 379C. Tras el lisado y recuperacion con estreptavidina-agarosa,
se analizaron mediante inmunodeteccion con el anticuerpo anti-GlyT2. Biot
(sup) indica la porcion biotinilada, correspondiente a la superficie de la
membrana, y NB hace referencia a la porcion no biotinilada. Se utilizé como
control la inmunorreactividad a calnexina (CNX).

4.2.3 Evaluacion del desplazamiento lateral de GlyT2 en la membrana de balsas lipidicas

por efecto del nivel de colesterol

Una vez realizados los estudios que apuntaban a que GlyT2 se puede mover por la membrana
plasmatica de los dominios raft a los no-rafts tras el tratamiento con MBCD, se planteé la
posibilidad de que el cambio en la distribucion del transportador en la superficie celular pudiera
visualizarse por microscopia confocal, tras la deplecién del colesterol de la membrana con

MBCD.

Como se aprecia en la Figura 25, el tratamiento con MBCD no afecté a la integridad de la
membrana de las neuronas. Aunque se ha demostrado que exposiciones prolongadas pueden
provocar citotoxicidad, el control del marcaje somatodendritico con MAP2 (fluorescencia azul)
indicé integridad de los procesos neurales. En condiciones control, GlyT2 (marcado en verde
fluorescente o gris) muestra un patrén de fluorescencia punteado en la superficie celular, quiza
debido a la formacion de agregados por oligomerizacién o interaccion con otras proteinas

adaptadoras (Rees y col. 2006).
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Figura 25. Localizacion de GlyT2 en membranas rafts mediante
inmunofluorescencia en cultivos de neuronas de tallo cerebral

Control MBCD

Control

Las neuronas de tallo cerebral de rata se cultivaron durante 15 dias in vitro
y se pretrataron con MBCD 5 mM durante 1 hora. El doble marcaje con
inmunofluorescencia corresponde a GlyT2 en verde y MAP2, marcador
somatodendritico, en azul. Los paneles superiores se corresponden con
imdgenes tomadas con un objetivo 63x. Los paneles inferiores muestran las
imdgenes obtenidas con mayor aumento (objetivo 63x con zoom 1,7 y 38
nm/pixel) donde se aprecian agrupaciones de GlyT2.

Tras el tratamiento con bajas concentraciones de MBCD (5 mM) la distribucidon de GlyT2 se
desplazo hacia agrupaciones de mayor tamano, con un incremento promedio del didametro de
aproximadamente el doble del control (de 134 + 7,2 nm en condiciones control a 285 + 50,2 nm
en MBCD). Esta diferencia resultd estadisticamente significativa, asociada a un valor p<0,001 al
aplicar el test t de Student (Figura 26). De igual forma, la mediana del diametro de los puntos se

incrementd de 110 a 179 nm tras el tratamiento con MBCD.
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Figura 26. Histogramas de distribucion de tamario de las diferentes dreas
donde se localiza GlyT2 en los experimentos de la Figura 25
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La asociacién del transportador GlyT2 con los dominios rafts de membrana se estudidé también
mediante técnicas de microscopia electrdnica utilizando inmunodeteccién con oro coloidal.
Como se aprecia en la Figura 27, el transportador GlyT2 marcado con oro se localiza en los
dominios raft de la membrana en condiciones control, pero apenas se observa en las

membranas sometidas a tratamiento con MBCD y que por tanto contienen menos colesterol.
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Figura 27. Micrografia electrénica de las membranas raft de sinaptosomas
inmunomarcadas con anti-GlyT2 unido a oro coloidal

Control

Las membranas raft de sinaptosomas tratados con vehiculo (control) o MBCD (fracciones
5 del gradiente de sacarosa mostrado en la Figura 19) se marcaron con el anticuerpo
anti-GlyT2 unido a oro coloidal. Barra de escala, 200 nm.

Por otro lado, se detectaron estructuras de gran tamaio entre los dominios rafts que contenian
GlyT2 y que permanecieron en las fracciones de sacarosa tras el tratamiento con MBCD. Estas
eran escasas en el caso de las muestras control y su tamafio era compatible con los resultados

mostrados previamente.

En resumen, los datos sugieren que GlyT2 podria agruparse mediante interacciones
dependientes de colesterol o bien tiene reducida movilidad en los dominios ricos en colesterol.
De este modo, al disminuir los niveles de colesterol las moléculas de GlyT2 pueden dispersarse
en el plano de la membrana como se ha demostrado previamente para otras proteinas asociadas
a rafts (Vereb y col. 2000, O'Connell y col. 2005, Chen y col. 2006, Pike 2006, Adkins y col. 2007).
Estos resultados concuerdan en gran medida con la accion de MBCD sobre la distribucién de
GlyT2 en los gradientes de densidad y sugieren que las alteraciones en la movilidad del
transportador y/o en las interacciones que tienen lugar responden a cambios en los niveles de

colesterol.
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4.2.4 Estudio de la relacion de los componentes lipidicos de los dominios raft de

membrana con la actividad de GlyT2 en la recaptacion de glicina

La presencia de GlyT2 en los dominios rafts de la membrana plasmadtica y el efecto que sobre el
transportador tiene la MBCD sugieren que el entorno lipidico de GlyT2 podria estar implicado
en la regulacién del transporte de glicina. Para establecer la posible relacién entre los
componentes de los dominios rafts y la actividad de GlyT2 se centro el estudio en el andlisis del
posible efecto de la deplecién de colesterol y esfingolipidos, componentes principales de los

rafts, utilizando muestras de neuronas primarias y sinaptosomas de tallo cerebral de rata.

Utilizando bajas concentraciones de MBCD que no alteran la integridad de la membrana (Figura
28, inserto), se demostré que la funcién de GlyT2 se inhibe de forma dependiente de la dosis de
MPBCD, (Figura 28), mientras que el complejo MBCD + colesterol que es incapaz de reducir los

niveles de colesterol de la membrana, no consiguio inhibir el transporte de glicina de GIyT2.

Figura 28 Transporte de glicina en neuronas de tallo cerebral: inhibicion por MBCD
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Las neuronas primarias de tallo cerebral se cultivaron durante 15 dias in vitro antes
del experimento. Se pretrataron durante 30 min a 37°2C con las concentraciones
indicadas en la figura de MBCD o el complejo MBCD + colesterol. Las neuronas se
incubaron durante 15 min con una disolucion que contenia glicina marcada con
tritio ([3H]-glicina), se lavaron y se trataron con vehiculo (control) o MBCD 10 mM.
El porcentaje de [?H]-glicina acumulada tras el tratamiento permanecio inalterado.
Las barras representan el error estdndar de la media (SEM) de 3 determinaciones.

Otros compuestos conocidos por alterar los niveles de colesterol de la membrana, como la
filipina o la nistatina, también provocaron una inhibicién del transporte de glicina a través de

GlyT2, de forma dependiente de la dosis (Figura 29A). Aunque se ha descrito cierta actividad
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como iondforos de estos compuestos, se observo que la inhibicion de la funcidon de GlyT2 no era
debida a una alteracién de los gradientes idnicos de la célula, ya que la dependencia de sodio
del transporte de glicina permanecio inalterada tras los tratamientos: la ECso para el sodio fue
de 59,2 + 3,8 en la muestra vehiculo; 59,0 + 3,7 en la muestra tratada con nistatina y 60,0 £ 3,9

en la tratada con filipina (Figura 29B).

Figura 29. Transporte de glicina en neuronas de tallo cerebral: inhibicidn por filipina y nistatina
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Las neuronas primarias de tallo cerebral se cultivaron durante 15 dias in vitro antes del experimento. Se
pretrataron durante 30 min a 372C con las concentraciones indicadas en la figura de filipina y nistatina (A).
El tratamiento con estos compuestos no alterd significativamente los gradientes idnicos celulares (B). Tras
la incubacion de las neuronas con vehiculo, filipina (15 ug/mL) o nistatina (10 ug/mL) se midio el transporte
de glicina en presencia de diferentes concentraciones de sodio extracelular (sustitucion por colina). Los
valores de ECsp Na* fueron (en mM): 59,2 + 3,8, 60,0 + 3,9 y 59,0 3,7 para las condiciones de tratamiento
con vehiculo, filipina y nistatina, respectivamente. Las barras representan el error estdndar de la media
(SEM) de 3 determinaciones.

Por otro lado, se realizaron experimentos de inhibicidon crénica de la sintesis de colesterol
utilizando mevastatina y mevalonato en neuronas de tallo cerebral. Los resultados de estos
ensayos estuvieron en linea con los anteriores, demostrando una inhibicién de la actividad de
GlyT2 similar tras el tratamiento con estos agentes. La exposicion de las neuronas a
esfingomielinasa, una enzima que causa la deplecién de la esfingomielina, el esfingolipido mas
abundante en la membrana plasmatica de las neuronas, consiguié también una reduccidon muy

marcada en el transporte de glicina a través de GlyT2 (Figura 30).
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Figura 30. Transporte de glicina en neuronas de tallo cerebral:
inhibicién por mevalonato + mevastatina o esfingomielinasa

Y mevalonato+mevastatina

5 -
o V¥ esfingomielinasa
c £ R\
QE 4 ~
%ﬁ ~_T
- Y‘--.._____ T
= I
g @ 9t
o E
2=
O =
GE
=<
0 =

0 12 24 36 48 60 72
tiempo, h

Las neuronas primarias de tallo cerebral se cultivaron durante 12

dias in vitro antes del experimento. Se trataron durante 3 dias con

mevalonato 250 uM + mevastatina 4 uM o esfingomielinasa 2,5

U/mL y se midié el transporte de glicina en el dia 15. Las barras

representan el error estindar de la media (SEM) de 3
determinaciones.

Para confirmar la implicacion del colesterol en la actividad de GlyT2 en un sistema procedente
de rata adulta como son los terminales nerviosos, se realizaron experimentos tratando
sinaptosomas con MBCD 2mM o bien con el complejo MBCD + colesterol (Figura 31). Los
resultados mostraron que MBCD inhibio el transporte de glicina a través de GlyT2 de manera
dependiente de la dosis pero no asi la MBCD acomplejada con colesterol indicando que la
regulacién tiene lugar también en el estado adulto. Los datos cinéticos indicaron que MBCD
redujo aproximadamente en un 45% la Vmax del transporte de GlyT2 (225 + 11 en la muestra
control vs. 124 + 5,7 nmol/mg proteina/15 min tras el tratamiento con MBCD) pero sin alterar
el valor de Ky (5,5 £ 0,8 vs. 5,1 £ 0,6 UM en la muestra control y tratada con MPBCD,

respectivamente) (Figura 32).

Curiosamente, la reduccidn de Vmax inducida por MBCD pudo ser parcialmente restaurada por la
adicidn posterior de MBCD + colesterol, lo que sugiere que el transporte de GlyT2 responde a
las concentraciones de colesterol en la membrana (235 + 6,4 vs. 188 + 5,5 nmol / mg prot / 15
min para el vehiculo seguido de MBCD + colesterol, y MBCD seguido de MBCD + colesterol,

respectivamente).
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Figura 31. Inhibicion por MBCD del transporte de glicina mediado por GlyT2 en
sinaptosomas de tallo cerebral
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Los sinaptosomas de tallo cerebral de rata purificados (40 ug) se trataron
con diferentes concentraciones de MBCD (MBCD) o con el complejo MBCD +
colesterol (MBCD + col) durante 30 min a 372C. Posteriormente se midic el
transporte de glicina a través de GlyT2 en ambas condiciones
experimentales.

La reduccidn de Vmax inducida por MBCD se restablecidé de forma parcial al afadir posteriormente
MPBCD unido a colesterol, lo que sugiere que el transportador GlyT2 responde a las
concentraciones de colesterol en la membrana (235 * 6,4 vs. 188 + 5,5 nmol/mg proteina/ 15
min en la muestra tratada con vehiculo + MBCD y en la muestra tratada con MBCD + el complejo

MPBCD + colesterol, respectivamente).
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Figura 32. Cinética del transporte de glicina mediado por GlyT2 en
sinaptosomas de tallo cerebral
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Los sinaptosomas de tallo cerebral se trataron segun se indica: sin
tratamiento (control), tratados con MBCD 2 mM (MBCD), tratados con
vehiculo, lavados e incubados con el complejo MBCD 2mM + colesterol
durante 30 min a 37°C (vehiculo, MBCD+ col) o tratados con MBCD 2 mM,
lavados e incubados con el complejo MBCD 2mM + colesterol durante 30 min
a 3792C (MBCD, MBCD+ col). Finalmente, se lavaron y se midio el transporte
de glicina de GlyT2.

En concordancia con una regulacion de la actividad del transportador en membrana, se
determind que la reduccién de Vmsxinducida por MBCD no era debida a la internalizacion del
transportador, que resulté minima incluso en presencia de concentraciones elevadas de MBCD

(50 mM) (Figura 33).
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Figura 33 La inhibicion de GlyT2 con MBCD no causa la internalizacion del

transportador
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Las mismas cantidades de sinaptosomas biotinilados se incubaron con o sin
MBCD 50 mM (MBCD o control) durante 1 h a 372C. Posteriormente se
trataron con MesNa a 42C, se lisaron y se precipitaron mediante unién a
estreptavidina-agarosa. Las muestras resultantes se analizaron por
inmunodeteccion utilizando el anticuerpo anti-GlyT2 (biot int. indica la
proteina biotinilada internalizada y NB la no biotilinada). Se utilizé la
inmunorreactividad a calnexina (CNX) como control.

En resumen, estos resultados indican que el transportador GlyT2 responde al ambiente lipidico
que lo rodea, de tal forma, que las concentraciones de colesterol o esfingolipidos alteran su
actividad. En esta linea, la alteracion de los dominios rafts de la membrana provoca la inhibicion

de la actividad de transporte de glicina del transportador.

4.3 Andlisis de la biogénesis y la modificacion por N-glicosilacion de GlyT2

4.3.1 Caracterizacion de intermediarios de glicosilacion de GlyT2: efecto de los

inhibidores de la glicosilacion sobre la actividad del transporte de GlyT2
Cinéticas de expresion de las diferentes formas de GlyT2

Con el objetivo de comprender mejor los requerimientos de la expresion en la membrana de las
moléculas recién sintetizadas de GlyT2, se midié la cinética de expresion en cultivos de células
COS7 previamente transfectadas con GlyT2 silvestre. Las células se incubaron en un medio
deficiente en aminoécidos azufrados suplementado con [**S] metionina/cisteina con el fin de
marcar la proteina naciente e inmunoprecipitarla después a diferentes tiempos con un

anticuerpo especifico de GlyT2 (Zafra y col. 1995). Como cabria esperar, siendo GlyT2 una
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proteina N-glicosilada (Martinez-Maza y col. 2001), la separacidn por electroforesis mostré un
doblete compuesto por la proteina con glicosilacidn completa e intermediarios intracelulares
(Lopez-Corcueray col. 1998, Martinez-Maza y col. 2001). En las condiciones experimentales que
se ensayaron, GlyT2 aparecid inicialmente como un precursor de 75 kDa con una vida media de
1 hora aproximadamente, que posteriormente fue dando lugar al transportador maduro de 100

kDa (Figura 34).

Figura 34. Cinética de expresion de GlyT2 en células COS7 en cultivo
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Las células COS7 que expresaban GlyT2 se sometieron a un pulso de 15
minutos con [3*S]metionina/cisteina y se inmunoprecipitaron con el
anticuerpo anti-GlyT2 a los tiempos indicados. El panel inferior representa la
densitometria de las bandas de 75 y 100 kDa separadas en el gel SDS-PAGE
y fluorometria. Las barras representan el error estandar de la media (SEM)
de un total de 3 experimentos.

La forma de GlyT2 de 100 kDa se localizé en la membrana plasmatica, pues se marca con el
reactivo impermeable NHS-SS-biotina. La intensidad de la banda biotinilada de GlyT2
incrementd exponencialmente durante las 2 primeras horas hasta alcanzar una meseta que se
mantuvo durante 20 horas, sugiriendo una vida media para la proteina madura de
aproximadamente 24 horas (
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Figura 35).
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Figura 35. Cinética de expresion de GlyT2 en membrana de células COS7 en cultivo
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Las células COS7 que expresaban GlyT2 se sometieron a: pulso de 15 minutos con
[?*S]metionina/cisteina, marcaje en superficie con NHS-SS-biotina, lisado,
precipitacion con estreptavidina-agarosa seguida de inmunoprecipitacion con el
anticuerpo anti-GlyT2 (fraccién biotinilada). Los inmunoprecipitados se sometieron
a electroforesis y fluorografia. El panel inferior representa el porcentaje de banda
de 100 kDa biotinilada con respecto al total y la evolucion de la localizacién en
membrana durante las primeras 24 horas.

Caracterizacion de la glicosilacion de GlyT2

Con el fin de conocer el estado de glicosilacién del precursor de GlyT2 de 75 kDa y determinar
su localizacion en la via secretora se utilizaron enzimas cuya accién se situa en diferentes niveles
de la misma via. La retirada completa de todos los glicanos N-ligados mediante PNGasa F, tanto
en la forma de 75 kDa como en la de 100 kDa, pulsada e inmunoprecipitada, mostré una banda
de 60 kDa (Figura 36B). Las células marcadas incubadas con el agente bloqueante de la N-
glicosilacién tunicamicina, generaron una fraccidn proteica del mismo tamafio proveniente de
ambas formas. Este hallazgo indica que la banda de 60 kDa corresponde al nucleo proteico de

GlyT2 sin glicanos (Figura 36A).
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Figura 36. Sensibilidad a endoglicosidasas de GlyT2 expresado en células COS7 en cultivo
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Las células COS7 que expresaban GlyT2 se sometieron a: (A) preincubacion con vehiculo (DMSO) o
tunicamicina 10 ug/ml durante toda la noche, aplicacion de un pulso de 15 minutos con
[?°S]metionina/cisteina, lisado e inmunoprecipitacion con el anticuerpo anti-GlyT2. (B, C y D) Los
inmunoprecipitados se incubaron durante toda la noche con el vehiculo (tampdn de la
endoglicosidasa) o con PNGasa F (B), endoglicosidasa H (C) o endoglicosidasa D (D) en condiciones
desnaturalizantes. Las muestras se sometieron a electroforesis y fluorografia. Las puntas de flecha
sefialan las bandas de 100 kDa, 75 kDa y 60 kDa.

Al contrario que el transportador maduro, resistente a la digestién con endoglicosidasa H
(EndoH), el precursor de 75 kDa resulté sensible a esta enzima a todos los tiempos ensayados.
Este comportamiento es el que cabe esperar de una proteina que se encuentra en la via
secretora temprana (RE- o Cis Golgi). La proporcidn de proteina digerida por EndoH sugiere una
sensibilidad completa del precursor, aunque se observd un descenso en el marcaje de GlyT2
total, probablemente debido a alguna contaminacidn de la enzima comercial por actividad de
proteasas (Figura 36C). La sensibilidad a EndoD de la forma madura fue nula mientras que el
precursor presentd una minima sensibilidad, de acuerdo con la transitoriedad del sustrato

especifico de esta enzima en el Golgi cis-medio (Figura 36D).
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Todos los resultados expuestos hasta este punto indican que la forma inmadura de 75 kDa de
GlyT2 es un intermediario de glicosilacién que se encuentra en el reticulo endoplasmatico o en

la regidn cis del Golgi (Freeze y col. 2010).

Implicacidn de calnexina en la biogénesis de GlyT2

La localizacidon del precursor de 75 kDa de GlyT2 en el RE, un organulo responsable de una buena
parte del control de calidad en la via secretora mediado por chaperonas como la calnexina, nos
llevé a estudiar la posible interaccién entre ambas proteinas. Para ello, se realizaron
experimentos de co-inmunoprecipitacion utilizando un anticuerpo frente a calnexina (CNX), en
presencia de detergentes permisivos con el mantenimiento del interactoma (ver materiales y
métodos). La inmunodeteccidn del inmunoprecipitado con el anticuerpo especifico de GlyT2
reveld la presencia de una banda de 75 kDa cuya inmunodeteccion pudo evitarse mediante la
preadsorcion del anticuerpo con un exceso de la proteina de fusidn (GlyT2-GST) utilizada
previamente como antigeno para generar el anticuerpo anti-GlyT2 utilizado (Zafra y col. 1995).
Estas observaciones confirmaron que la banda de 75 kDa co-inmunoprecipitada con CNX
correspondia al precursor del transportador y revelaron que ambas proteinas interaccionan

(Figura 37).

Figura 37. Co-inmunoprecipitaciéon de GlyT2 y CNX

IP CNX

+
WB GlyT2  control

GlyT2fusion — . . G\}\yETSZ
(antigeno) GVE)

IgG (90 kDa)!

lgG (50 kDa

Inmunoprecipitacion con anticuerpo anti-CNX en lisados de células COS7
que expresan GlyT2 e inmunodeteccion con el anticuerpo anti-GlyT2 en
presencia o ausencia de 100 ug/ml de la proteina de fusién GlyT2—-GST
utilizada como antigeno para producir este anticuerpo en conejo.
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La co-inmunoprecipitacién de GlyT2 y CNX también se observd en cultivos primarios de
neuronas, donde utilizando el anticuerpo anti-GlyT2 para la inmunoprecipitacién, se pudo
detectar la CNX mediante inmunodeteccién. Hay que destacar que este anticuerpo no permite
detectar el precursor de 75 kDa en neuronas primarias y por eso GlyT2 aparece en este sistema
como una unica banda correspondiente a la proteina madura (Figura 38). Sin embargo, no se
observé co-inmunoprecipitacién de GlyT2 con la chaperona homodloga soluble de CNX,

calreticulina, en ninguna de las condiciones ensayadas (no mostrado).

Figura 38. Co-inmunoprecipitacion de GlyT2 y CNX en cultivos primarios de neuronas
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Los cultivos primarios de neuronas de tallo cerebral de rata se
inmunoprecipitaron con el anticuerpo frente a GlyT2 producido en rata y
posteriormente se analizaron mediante inmunodeteccion con el fin de
detectar la fraccion de GlyT2 enddgeno inmunoprecipitada o CNX
utilizando anticuerpos producidos en conejo.

Con el fin de estudiar la cinética de la interaccién entre GlyT2 y CNX, se marcaron células COS7
que expresaban el transportador con [**S] metionina/cisteina y se realizaron experimentos de
inmunoprecipitacion secuencial, utilizando secuencialmente anticuerpos contra CNX y contra

GlyT2 (Figura 39).
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Figura 39. Cinética de la interaccion de GlyT2 y CNX en cultivos celulares
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Las células COS7 que expresan GlyT2 sometidas a un pulso de 15 minutos con
[3°S]metionina/cisteina y cazadas con medio rico en metionina y cisteina frias durante los tiempos
indicados, se sometieron a inmunoprecipitacion secuencial con anticuerpo anti-CNX y
posteriormente con anticuerpo anti-GlyT2. Los inmunoprecipitados se sometieron a electroforesis
y fluorografia. Las barras representan el error estdndar de la media (SEM).

El precursor de 75 kDa se unié de forma transitoria a CNX para formar un complejo que
presentaba una vida media de unos 60 minutos, tiempo coincidente con el momento de inicio
de aparicién de la banda de 100 kDa correspondiente con el transportador maduro. Estos

resultados sugieren que CNX participa en la biogénesis de GIyT2.

La forma del transportador GlyT2 unido a CNX presentaba la misma sensibilidad a glicosidasas
que el precursor de 75kDa: se deglicosilé completamente con PNGasa F, era buen sustrato de
EndoH y parcialmente resistente a EndoD (hay también cierta protedlisis), como cabria esperar

de un precursor de GlyT2 que se encuentra en el RE o en el cis Golgi (Figura 40).
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Figura 40. Sensibilidad a glicosidasas de GlyT2 unido a CNX
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Las células COS7 que expresan GlyT2 sometidas a un pulso de 15 minutos con
[3°S]metionina/cisteina y cazadas con medio rico en metionina y cisteina frias durante 30 min, se
sometieron a inmunoprecipitacion secuencial con anticuerpo anti-CNX y posteriormente con
anticuerpo anti-GlyT2. Los inmunoprecipitados se incubaron durante toda la noche con el vehiculo
(tampdn de la endoglicosidasa) o con la glicosidasa indicada en condiciones desnaturalizantes y
se analizé mediante electroforesis y fluorografia.

De acuerdo con el papel facilitador de CNX en la biogénesis de glicoproteinas, la expresién total

de GlyT2 resultd ser sensible a los niveles de expresién de la chaperona (Figura 41).

Figura 41. Expresion de GlyT2 tras la supresion de CNX mediante ARNi
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Las células COS7 cotransfectadas con 0,5 ug de GlyT2 ADNc en el plasmido pCDNA3 y la cantidad indicada de control
(HPRT) o ARNi de CNX, se analizaron mediante inmunodeteccion. El ARNi especifico de CNX redujo los niveles de CNX
en un 62% (0,2 ug) y un 85% (0,4 ug), respectivamente, en comparacion con los niveles endégenos. EI ARNi control
incrementd los niveles totales de GlyT2 en un 10% y en un 15%, respectivamente. Las bandas se detectaron con
anticuerpos frente a los epitopos N-terminal o C-terminal de GlyT2.
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La eliminacién de CNX en las células COS7 utilizando un ARNi especifico redujo la expresién total
del transportador (evidenciado en los experimentos de inmunodeteccion) y la actividad de
transporte de glicina de forma dosis-dependiente (Figura 41), indicando asi que los bajos niveles
restantes de CNX limitan la sintesis de GlyT2. Consecuentemente, se observé una acumulaciéon
de la proteina madura que resulté del incremento progresivo en la relacién forma madura (100
kDa) / forma inmadura (75 kDa) en condiciones estacionarias. Este incremento no se puede
atribuir a un menor reconocimiento de la proteina inmadura por el anticuerpo contra el extremo
N-terminal de GlyT2 utilizado ya que se obtuvo el mismo resultado con un anticuerpo contra el
extremo C-terminal de GlyT2, que en células COS7 si es capaz de reconocer la forma inmadura

en contra de lo que sucede en tejido neural (o neuronas primarias).

De forma opuesta, experimentos llevados a cabo en el laboratorio utilizando un protocolo
optimizado de co-transfeccién en células COS7, revelaron que la sobreexpresion de CNX
aumenté dramaticamente la expresion de GlyT2 y el transporte de glicina (Arribas-Gonzalez y
col. 2013). Ademas, coherentemente con el incremento en el nimero de sitios de unién para el
precursor de GlyT2 sobre la CNX sobreexpresada, se detecté una mayor proporcion de

transportador inmaduro.

En resumen, todas estas observaciones permiten confirmar que CNX se encuentra implicada y

asiste a la biogénesis de GIlyT2.

4.3.2 Estudio de mutantes de N-glicosilacion de GlyT2

En trabajos previos del laboratorio, se habia descrito que GlyT2 contiene 4 N-glicanos unidos a
las asparraginas 345, 355, 360 o0 366 en la proteina madura (Martinez-Maza y col. 2001). Como
lectina monovalente que es, CNX tiene afinidad por intermediarios monoglucosilados aunque
también puede unirse a través de interacciones proteina-proteina (Brockmeier y col. 2006,

Lederkremer 2009).

Para conocer el papel de los azlcares en la interaccion entre GlyT2 y CNX se construyeron varios
mutantes simples o multiples de N-glicosilacién en los que se sustituyd la asparragina aceptora
por aspartatos en las posiciones 345, 355, 360 o 366 (Martinez-Maza y col. 2001). Se comprobd
que los mutantes simples N345D; N355D, N360D y N366D, a los que se llamé N1, N2, N3y N4y

los dobles (N13, N23 y N24) mantenian una cinética de expresion parecida a GlyT2 silvestre en
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experimentos de pulso-caza con [>°S] en células COS7 aunque el mutante N4 presentaba cierto

retraso no significativo en la aparicidn de la proteina madura de 100kDa.

La cinética de expresion de los mutantes triples (N123, N134 y N234) que mantienen un solo
sitio de glicosilacidn, no se pudo determinar de forma detallada debido a que la proteina madura
con solo un glicano en una de las posiciones tiene un tamafio reducido, similar al del precursor
inmaduro marcado con [*S]. Sin embargo, se observd un descenso en la cantidad de
transportador biotinilado en la membrana plasmatica (Figura 42 A-C) coherente con una bajada

también en la actividad de transporte (Figura 42 D,E).
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Figura 42. Caracterizacion de los mutantes de N-glicosilacion de GlyT2
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Expresion en la membrana (A-C) y actividad de transporte (D,E) de GlyT2 y mutantes de glicosilacion. Las células
COS7 que expresaban los diferentes mutantes de N-glicosilacion de GlyT2 fueron biotiniladas y se analizaron los
lisados correspondientes a la proteina total (6 ug, panel de la izquierda) y a la proteina biotinilada (18 ug, panel
derecho) mediante inmunodeteccion empleando un anticuerpo frente a GlyT2. Se empleé la inmunorreactividad
de la tubulina como control de carga. Las bandas de la inmunodeteccion se analizaron mediante densitometria.
(B) Andlisis densitométrico donde se representa la proporcion de transportador biotinilado mutante como el
porcentaje de la fraccion biotinilada del transportador GlyT2 silvestre. (C) Densitometria de las bandas de
inmunodeteccién donde se expresa la fraccion del transportador maduro (banda superior) como el porcentaje
del transportador total para cada mutante. (D,E) Las células COS7 que expresaban los diferentes mutantes de
N-glicosilacién de GlyT2 se sometieron a ensayos de transporte en presencia de concentraciones crecientes de
glicina, desde 1 a 1000 uM. Los datos cinéticos se ajustaron a una hipérbola y se calcularon los pardmetros Vmax
y Km para el mejor ajuste. Para el transportador GlyT2 silvestre, Vmax = 17 + 3,8 nmol gly/mg prot/4 miny Kp, =
171 # 20 uM. Las barras representan el error estandar de la media (SEM) de 3 experimentos. *p<0,05; **p<0,01,
**%p<0,0001 con respecto a GlyT2 silvestre (test ANOVA + pruebas Post Hoc de Tukey).
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En los experimentos de cinética realizados, la Vmax de transporte de glicina disminuyé
progresivamente y la K, se incrementd de forma notable a medida que se eliminaron sitios de
glicosilacién, alcanzando niveles maximos en el mutante completamente deglicosilado (N1234)

cuya Kn, fue 5 veces mayor que la observada en el GlyT2 silvestre (Figura 42 D, E).

Para comprobar que el resultado obtenido no era debido a la carga negativa que aporta el
aspartato a los mutantes se construyeron mutantes en los mismos residuos, pero sustituyendo
la asparragina aceptora por glutamina, es decir, por un aminodcido sin carga y se realizaron
experimentos paralelos. Los resultados fueron muy similares y determinaron un incremento en
la Km, descenso en la Vmax ¥ reduccién de transportador en membrana a medida que se
sustituyen mas asparraginas, lo que reforzaria la idea de que es la propia presencia de los
azucares y no la retirada de la carga lo que provoca las alteraciones en actividad de transporte

y distribucién en la membrana (Figura 43).

Figura 43. Cinéticas de los mutantes de sustitucion a glutamina
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Las células COS7 que expresaban los diferentes mutantes de sustitucion a glutamina de los sitios de N-glicosilacion de
GlyT2 se sometieron a ensayos de transporte de [3H]-glicina en presencia de concentraciones crecientes de glicina,
desde 1 a 1000 uM. Los datos cinéticos se ajustaron a una hipérbola y se calcularon los pardmetros Vma y Km para el
mejor ajuste. Para el transportador GlyT2 silvestre, Vmax = 17 + 3,8 nmol gly/mg prot/4 min y Ky, = 171 + 20 uM. Las
barras representan el error estdndar de la media (SEM) de 3 experimentos.

Caracteristicas particulares del mutante N366D GlyT2

Una excepcion relevante en el grupo de mutantes estudiados son los mutantes de sustitucion
de N4 (N366). Aunque su cinética de expresidon es comparable a la de GlyT2 silvestre, estos
mutantes muestran una cantidad ligeramente menor de proteina madura, niveles reducidos de

transportador biotinilado en la superficie (Figura 42 A, B), una mayor proporcién de proteina
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glicosilada frente al total (Figura 42C), menor Vmax (Figura 42D, Figura 43A) y una mayor Km
gue otros mutantes relacionados (Figura 42E, Figura 43B). Ademas, la banda correspondiente a
la proteina glicosilada en N4 tiene un peso aparente menor que las de N2 y N3 (Figura 42 A), lo
que sugiere que, o bien los N-glicanos unidos a N366 tienen una mayor masa molecular, o bien
que su retirada afecta al plegamiento de GlyT2. La hipétesis que se maneja en esta tesis es que
algunas de las diferencias que N4 presenta las provoca una menor unién a CNX. Por lo tanto,
para profundizar en este estudio se investigaron los factores que pueden influir en la unién de

GlyT2 a la chaperona.

Aungue estos mismos hallazgos se describieron en el caso del mutante N4Q: N366Q, en la misma
posicidon a glutamina, se eligieron los mutantes a aspartato para la caracterizacién posterior de

su union a CNX.

Caracterizacion de la union de GlyT2 con CNX en los mutantes ensayados

Las glucosidasas | y Il (Gl y Gll) dan lugar a los substratos monoglucosilados de CNX (Deprez y
col. 2005). El tratamiento de las células COS7 que expresaban GlyT2 con los inhibidores de
glucosidasas castanospermina y deoxinojirimicina resulté en una reduccién parcial, aunque
consistente, de los niveles de transportador unido a CNX recuperados por inmunoprecipitacion

secuencial (Figura 44).

Figura 44. Efectos de los inhibidores de glucosidasas en la unién de CNX en experimentos de inmunoprecipitacion
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Las células COS7 que expresaban GlyT2 se trataron durante 2 h con vehiculo (DMSO), tunicamicina 1 ug/ml (tun),
castanospermina 1 mM (cas), deoxinojirimicina 1 mM (djn) o castanospermina 1 mM + deoxinojirimicina 1 mM
(cas+djn). Tras el tratamiento, las células se sometieron a un pulso de 15 minutos con [3°S]metionina/cisteina y una
caza de 30 min. Los lisados celulares se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-GlyT2 (IP GlyT2) o se realizé una
inmunoprecipitacion secuencial con los anticuerpos frente a CNX primero y seguidamente anti-GlyT2 (IP CNX + IP
GlyT2). Las muestras se sometieron a electroforesis y fluorografia. El panel derecho muestra el andlisis por
densitometria de 3 experimentos y representa el porcentaje del precursor de GlyT2 total unido a CNX en cada condicion
(% error estdndar de la media (SEM)). *p<0,05 con respecto al control (test t-Student).
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La unién a CNX también resultd ser sensible a bajas concentraciones de tunicamicina, un
inhibidor de la N-glicosilacién. Ademas, la inhibicién de las glucosidasas redujo la actividad de
transporte de glicina (Figura 45A) como consecuencia de un descenso en la maduracion del

transportador (Figura 45B).

Figura 45. Efectos de los inhibidores de glucosidasas en el transporte de glicina y maduracion de GlyT2
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Las células COS7 que expresaban GlyT2 se trataron durante 2 h con vehiculo (agua), castanospermina 1-50 uM
(panel A superior) 6 1ImM (B); deoxinojirimicina 0,2-1 mM (panel A inferior) 6 2mM (B) y se sometieron a ensayo
de transporte de [3H]-glicina (A) o a un pulso de 15 minutos con [3°S]metionina/cisteina y una caza segun los
tiempos indicados, lisis e inmunoprecipitacion con un anticuerpo anti-GlyT2, electroforesis y fluorografia (B). Las
grdficas del panel B inferior muestran los resultados de la densitometria de las bandas. Las barras representan el
error estandar de la media (SEM). *p<0,05; **p<0,01, con respecto al control (test t-Student).

De forma opuesta, la inhibicion de la manosidasa no disminuyé la cantidad de GlyT2 unido a
CNX, aunque impidid por completo que se generara el transportador maduro de 100 kDa (Figura
46). Este hecho era esperable dado que la escision de manosas no se requiere para generar los
substratos de la CNX, pero si es necesaria para continuar el procesamiento de los glicanos en el

aparato de Golgi (Lederkremer 2009).
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Figura 46. Efecto de la inhibicion de manosidasas en la union de GlyT2 a CNX

°
A 9% a0,
pulso + 30 min caza % =
control DXM _ KIF % & 21
Z0 20}
G2 G2 G2 52 sl
97 Vo
o
- - £9 4ol
o0
go
66 . o » 22 sl
= 5%
=2 i
ol control DXM KIF
B Ig (}
€ 0}
caz control DXM KIF ° T
0 60 120240 0 60 120240 0 60 120240  § 45} GyT2
kDa @ 100 kDa —O— control
£ —e—DxM
g 30t —a—KIF
TP T IR =
|- T
o ol .+
S 0 50 100 150 200 250

tiempo, min

Las células COS7 que expresaban GlyT2 se trataron durante 2 h con vehiculo (DMSO),
deoximanojirimicina (DXM) 1 mM 6 kifunensina (KIF) 1 uM 'y se sometieron a un pulso de 15 minutos
con [35S]metionina/cisteina y una caza de 30 min. Los lisados celulares se inmunoprecipitaron con el
anticuerpo anti-GlyT2 (G2) o se realizé una inmunoprecipitacién secuencial con los anticuerpos frente
a CNX y GlyT2 (CNX G2). Las muestras se sometieron a electroforesis y fluorografia. El panel derecho
muestra el andlisis por densitometria de las bandas de 3 experimentos y representa el porcentaje del
precursor de GlyT2 total unido a CNX en cada condicion (+ error estandar de la media (SEM)).
***p<0,0001 con respecto al control (test t-Student).

La mayor especificidad y permeabilidad a través de membrana de los inhibidores de manosidasa
frente a los inhibidores de glucosidasas podria explicar su mayor eficiencia en la reduccion de la
expresion del transportador maduro (Compain y col. 2007). La eliminacién de azucares en los
mutantes desarrollados también obstaculizd la interaccién con CNX medida después de un pulso
de 15 minutos y una caza de 30 minutos. Sin embargo, estos experimentos revelaron que no
existia correlacion entre la eliminacidn de los glicanos y la interaccion con CNX. De hecho,
dependiendo del mutante sencillo o multiple analizado, se observé un 60-80% de la cantidad

unida a CNX del transportador silvestre (Figura 47A,B)
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Figura 47. Co-inmunoprecipitacion de mutantes de N-glicosilacion de GlyT2 con CNX
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Las células COS7 que expresaban los mutantes simples o dobles de N-glicosilacion indicados se
sometieron a un pulso de 15 minutos con [3*S]metionina/cisteina y una caza de 30 min. Los lisados
celulares se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-GlyT2 (G2) o se realizé una inmunoprecipitacion
secuencial con los anticuerpos frente a CNX y GlyT2 (CNX G2). Las muestras se sometieron a
electroforesis y fluorografia. El panel derecho muestra en cada caso el andlisis por densitometria de
las bandas de 3 experimentos y representa el porcentaje del precursor de GlyT2 total unido a CNX en
cada condicion (+ error estdndar de la media (SEM)). *p<0,05 con respecto a GlyT2 silvestre (test
ANOVA + pruebas Post Hoc de Tukey).

Ademas, la retirada de 3 6 4 sitios de N-glicosilacion no impidié la union a CNX. Se determiné
que una cantidad considerable del mutante deficiente en N-glicosilaciéon se unié a CNX y se
recuperd por inmunoprecipitacion secuencial (Figura 48), lo que puede sugerir que la asociacion
con CNX se produzca a través tanto de azlucares como de polipéptidos. En consecuencia, la
reducida interaccién con CNX que presentd el mutante N4 se debid posiblemente a la
participacién de N366 en la interaccion con CNX o a una alteracidon conformacional de GlyT2

como consecuencia de la retirada del N-glicano.
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Figura 48. Co-inmunoprecipitacion de mutantes multiples de N-glicosilacion de GlyT2 con CNX

Mutantes de N-glicosilacion multiples

. 8Q
pulso + 30 min caza Sz 100f -[—
witGlyT2 N123 N134 N234 N1234 é% 80}
CNX 4, CNX o5 CNX o5 CNX _,CNX O *
G2 ©
I e e P P P 5T 60r *
; RS
@ 40}
t
66 gt
o o L B DI
o]
s, : @
=
b, N123 N134 N234 N1234
Gy
g

Las células COS7 que expresaban los mutantes multiples de N-glicosilacion indicados se sometieron
a un pulso de 15 minutos con [3°S]metionina/cisteina y una carga de 30 min. Los lisados celulares
se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-GlyT2 (G2) o se realizé una inmunoprecipitacion
secuencial con los anticuerpos frente a CNX y GlyT2 (CNX G2). Las muestras se sometieron a
electroforesis y fluorografia. El panel derecho muestra en cada caso el andlisis por densitometria
de las bandas de 3 experimentos y representa el porcentaje del precursor de GlyT2 total unido a
CNX en cada condicion (+ error estandar de la media (SEM)). *p<0,05 con respecto a GlyT2 silvestre
(test ANOVA + pruebas Post Hoc de Tukey).

4.3.3 Propiedades del mutante completamente deglicosilado de GlyT2 (N1234)

El estudio del comportamiento del mutante N1234, que carece de sitios aceptores de N-glicanos,
proporciond una mayor evidencia sobre la implicacién de las interacciones proteina-proteina en
la unién de GlyT2 a CNX. En contra de lo descrito para GlyT2 silvestre, que tal y como se ha
apuntado previamente se asociaba de forma transitoria a CNX (Figura 39), el mutante se acopla
a la chaperona de forma mds persistente, tal y como revelaron los experimentos de

inmunoprecipitacién secuencial y pulso-caza con anticuerpos frente a CNX y GlyT2 (Figura 49).
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Figura 49. Propiedades de union del mutante deficiente de N-glicosilacion de GlyT2 a CNX mediante experimentos
pulso-caza e inmunoprecipitacion secuencial con anticuerpos frente a CNX'y GlyT2
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Las células COS7 que expresaban el mutante N1234 se sometieron a un pulso de 15
minutos con [3*S]metionina/cisteina seguido de caza segtn el tiempo indicado. Los
lisados celulares se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-GlyT2 (IP GlyT2) o se
realizé una inmunoprecipitacion secuencial con los anticuerpos frente a CNX y GlyT2
(CNX+GlyT2). Las muestras se sometieron a electroforesis y fluorografia. El panel
inferior muestra el andlisis por densitometria de las bandas de 2 experimentos y
representa el porcentaje del mutante N1234 unido a CNX en cada condicion (+ error
estdndar de la media (SEM)).

Este hallazgo se correspondid con una reduccion en la expresidn en la superficie y menor Vmax
del transporte de glicina en este mutante (Figura 42A-C) y sugiere que si el transportador no
esta glicosilado no es capaz de pasar el control de calidad de CNX facilmente, un chequeo que

deben superar las glicoproteinas de nueva sintesis en el RE (Korkhov y col. 2008).

La unidn de larga duracion del mutante deglicosilado de GlyT2 y la chaperona podria estar
reflejando una alteracidn en la estructura tridimensional del mutante que es detectada por CNX.
De hecho, el mutante mostré una mayor sensibilidad proteolitica en una serie de experimentos
que se realizaron utilizando GlyT2 silvestre y el mutante N1234 sometidos a proteolisis con
concentraciones crecientes de papaina, y que dieron lugar a fragmentos proteoliticos de bajo
peso molecular (36, 34, 30 y 18 kDa) que se pudieron detectar con un anticuerpo frente a la

region N-terminal de GlyT2 a concentraciones inferiores de la proteasa (Figura 50). Estos

128



RESULTADOS

resultados podrian estar indicando un mal plegamiento de la proteina mutante, aunque también

podrian relacionarse con una proteccion frente a protedlisis mediada por glicanos.

Figura 50. Proteolisis limitada con papaina de GlyT2 y el mutante deficiente de N-glicosilacion
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Las fracciones enriquecidas en membranas de células COS7 que expresaban GlyT2 silvestre
o el mutante N1234 (12,5 ug) se digirieron durante 15 min a 22°C con concentraciones
crecientes de papaina y se analizaron mediante inmunodeteccion utilizando anticuerpos
frente al dominio N-terminal de GlyT2.

Ademas del efecto inhibidor de la N-glicosilacién, la tunicamicina puede mediar la respuesta a
proteinas desplegadas (UPR), una respuesta al estrés celular del RE, y actuar por lo tanto como
un agente que provoca el mal plegamiento del transportador cuando se usa a altas
concentraciones o bien durante periodos de incubacién prolongados (Kaufman 1999). Se
plantearon experimentos de pulso-caza en presencia de este inhibidor con periodos de carga

mas prolongados (90 min) y a diferentes temperaturas (Figura 51).
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Figura 51. Pulso-caza en presencia de tunicamicina de células COS7 que expresan GlyT2 o el mutante deficiente de
N-glicosilacion a diferentes temperaturas
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Las células COS7 que expresaban GlyT2 silvestre o el mutante N1234 se trataron con vehiculo (-) o tunicamicina
10 ug/ml (+) durante 3 h a 379C, y tras ello se sometieron a un pulso de 15 minutos con [3S]metionina/cisteina y
una caza de 90 min a la temperatura indicada en cada caso. Los lisados celulares se inmunoprecipitaron con el
anticuerpo anti-GlyT2 (G2) o se realizé una inmunoprecipitacion secuencial con los anticuerpos frente a CNX y
GlyT2 (CNX G2). Las muestras se sometieron a electroforesis y fluorografia. Los paneles de la derecha indican el
andlisis por densitometria de las bandas de 3 experimentos y representa el porcentaje del precursor de GlyT2 total
unido a CNX en cada condicion (panel superior) y del transportador total sintetizado (panel inferior). Las barras
representan el error estdndar de la media (SEM). *p<0,05; **p<0,01 con respecto al control del GlyT2 silvestre
(test t-Student).

En presencia de altas concentraciones de tunicamicina, la unién del GlyT2 silvestre a CNX se
potencid a 372C y en menor medida a 459C, lo que sugiere que esta asociacion se ve
incrementada como consecuencia del desplegamiento del transportador debido a tunicamicina.
El efecto fue menos evidente a 452C debido a que tanto la presencia de tunicamicina como la
temperatura elevada provocan un desplegamiento general de las proteinas (Figura 51 panel
superior derecho). Por el contrario, el mutante de GlyT2 N1234 mostré una mayor unién a CNX
en todas las condiciones ensayadas, y esta asociacidon no se vio afectada por la presencia de

tunicamicina o por el incremento gradual de la temperatura del ensayo.

Aunque los resultados no se muestran en esta tesis, este mismo patron se observé también en

experimentos realizados con tapsigargina, otro inductor de UPR (Arribas-Gonzalez y col. 2013).
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Por otro lado, la cantidad total de GlyT2 silvestre sintetizado a 372C se redujo en presencia de
tunicamicina, mientras que en el caso del mutante no se vio alterada. Tal y como cabia esperar,
se detectd una reduccion general en la sintesis de proteina global a 452C (Figura 51 panel inferior
derecho). Estos resultados sugieren que la estructura tridimensional del mutante N1234, que no
contiene cadenas de azlcares, esta alterada con respecto al transportador silvestre, lo que se
corresponderia con su patrén de protedlisis y con el considerable incremento en la Ky, del

transporte de glicina que se ha descrito para este mutante (Figura 50 y Figura 42E).

Otros experimentos realizados por el grupo de investigacidon y que no se han incluido en esta
tesis indicaron que el transportador mutante N1234 responde a la sobrexpresién de CNX con un
incremento en la expresién menor que el transportador silvestre, aunque con un aumento en la
actividad de transporte comparable, lo que sugiere que la poca proteina que llega a membrana
se encuentra plegada mas eficientemente. Estos resultados apuntan a que CNX es capaz de
discriminar entre diferentes estados conformacionales de GlyT2 de forma independiente de la
presencia de glicanos y puede seleccionar la estructura mas competente y funcional del

transportador (Arribas-Gonzalez y col. 2013).

4.3.4 Determinacion de la actividad de transporte de los mutantes, expresion en

superficie y distribucién asimétrica en células polarizadas
Distribucion asimétrica de GlyT2 en células polarizadas (MDCK)

En trabajos previos del laboratorio se habia observado que GlyT2 presenta una distribucidon
polarizada tanto en neuronas, principalmente en los axones (Martinez-Maza y col. 2001) como
en células MDCK, principalmente en la zona apical (Poyatos y col. 2000). Las células MDCK
cultivadas en pocillos tipo transwell (Figura 52) se polarizan presentando una zona apical y una
basolateral, de forma que la zona apical (A) tiene caracteristicas comunes al compartimento
axonal de una neurona y la basolateral (B) a la regidon somato-dendritica neuronal. Muchas
proteinas neuronales mantienen la distribucidon asimétrica en células MDCK (Poyatos y col.

2000).
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Figura 52. Esquema del pocillo tipo transwell utilizado para cultivos celulares polarizados

Pocillo de un transwell

En la Figura 53 se puede apreciar como GlyT2 (rojo) se distribuye principalmente en la

membrana apical, GLYT1 (verde) en la membrana basolateral y CNX (azul) en el citoplasma.

Figura 53. Distribucion celular de GlyT2 en células MDCK polarizadas

Imdgenes de microscopia confocal donde se muestran células MDCK
polarizadas, transfectadas transitoriamente con GlyT2 y GLYT1-GFP
(verde), fijadas y tefiidas con anticuerpos contra GlyT2 (rojo) y CNX
(azul). Se examinaron las células mediante microscopia confocal. La
fotografia superior corresponde a una imagen paralela al plano y la
inferior a una seccion ortogonal (eje X-Z). La seccion X-Z corresponde
a la linea indicada.

En el presente trabajo, se planted la hipdtesis de que los distintos sitios de N-glicosilacién de
GlyT2 también tuvieran papeles diferenciales en esta distribucién polarizada del transportador.
Para investigar esta posibilidad, se transfectaron células MDCK con los distintos mutantes de N-

glicosilacién caracterizados en esta tesis.
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En la Figura 54 se observa que el mutante de GlyT2 carente de N-glicanos con las asparaginas
sustituidas ya sea por aspartatos (N1234D) o por glutaminas (N1234Q), pierde la capacidad de
situarse especificamente en la zona apical de la célula MDCK vy, aparentemente, queda
distribuido por todo el citoplasma, lo que seria coherente con las observaciones previamente
descritas sobre la llegada a membrana y la actividad de transporte (Poyatos y col. 2000,

Martinez-Maza y col. 2001).

Figura 54. Distribucion celular de GlyT2 silvestre y diferentes mutantes en células MDCK polarizadas

wt

Imdgenes de microscopia confocal
donde se muestran células MDCK
polarizadas, transfectadas
transitoriamente con GlyT2 silvestre
(wt) o los mutantes carentes de N-
glicanos N1234D o N1234Q. En
cada grupo la fotografia izquierda
corresponde a una imagen paralela
N1234D al plano, la inferior a una seccion
ortogonal X-Z y la derecha a una
seccion ortogonal Y-Z. Las secciones
ortogonales corresponden a las
lineas indicadas.

N1234Q

Se realizaron varias preparaciones con los diferentes mutantes que se observaron con el

microscopio confocal y cuyos resultados se recogen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Distribucion apical de GlyT2 silvestre y diferentes mutantes en células MDCK polarizadas

_ GlyT2 Apical Distribucién apical
5 +++

silvestre 5

N1D 2 2 +++
N2D 2 2 +++
N3D 2 2 +++
N4D 5 3 ++
N13D 2 1 ++
N14D 3 1 +
N23D 2 2 +++
N24D 4 3 +++
N123D 2 0 -
N134D 4 0 -
N234D 6 2 +
N1234D 3 3 -
N1Q 2 2 +++
N2Q 5 5 +++
N3Q 2 2 +++
N4Q, 4 4 +++
N13Q 7 3 +
N14Q 2 2 +++
N23Q 4 4 +++
N24Q 3 3 +++
N34Q 3 3 +++
N123Q 4 1 +
N234Q 3 0 -
N1234Q 1 0 -

Se representa la evaluacion cualitativa de los experimentos de inmunofluorescencia y
microscopia en células MDCK polarizadas realizados con GlyT2 silvestre o los diferentes
mutantes. La columna “distribucion apical” representa de forma cualitativa una
distribucion predominantemente apical (+++) o ausencia de polarizacion (-).

La distribucion de los mutantes confirma que la ausencia de 4 6 3 de los azucares impide la
distribucidn polarizada (Poyatos y col. 2000). En general, estos resultados revelan que la
sustitucidn a D o Q si parece tener un efecto diferencial. Entre los mutantes a D, los datos
preliminares sugieren que la ausencia de los glicanos en 1 y 4 produce la mayor pérdida de
distribucidn apical. Sin embargo, los mutantes a Q podrian implicar adicionalmente a la posicion

3.
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4.3.5 Mecanismos de degradacion de GlyT2: inhibicién del lisosoma o del proteasoma
Rutas de degradacion de GlyT2 silvestre y mutante N1234

La unién duradera del mutante de GlyT2 carente de N-glicanos con CNX sugiere su incapacidad
para superar un control de calidad adecuado. Esto puede suponer que el transportador mutante
sea dirigido a su degradacién en el proteasoma, el destino final de las proteinas de membrana
gue no se han plegado correctamente durante su procesamiento (Morello y col. 2001, Molinari

y col. 2003, Esapa y col. 2005).

Para profundizar en este estudio, se plantearon experimentos donde las células COS7 que
expresaban N1234 se sometian a tratamiento con el inhibidor del lisosoma cloroquina, o los
inhibidores del proteasoma MG132 y lactacistina. Este tratamiento origind un aumento en los
niveles de transportador mutado, tal y como se aprecia en la Figura 55. Estos resultados pueden

indicar que el mutante utiliza tanto la via del lisosoma como del proteasoma para su

degradacion.

Figura 55. Degradacion de GlyT2 en el mutante carente de N-glicanos N1234
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Sin embargo, cuando los mismos experimentos se realizaron utilizando células COS7 que
expresaban el transportador GlyT2 silvestre, se comprobd que el efecto era precisamente el
contrario: mientras que el tratamiento con el inhibidor del lisosoma cloroquina aumento los

niveles de transportador maduro (100 kDa), la inhibicién del proteasoma los redujo (Figura 56).

Figura 56. Degradacion de GlyT2 en células que expresan GlyT2 silvestre
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Ademds, la banda de aproximadamente 60 kDa aumenté visiblemente en los
inmunoprecipitados de células tratadas con inhibidores de proteasoma. El peso molecular
aparente de esta banda coincide con el nucleo de la proteina deglicosilada, lo que sugiere que
representa una forma temprana del transportador o bien una forma deglicosilada vy

retrotranslocada para ERAD. No obstante, la inhibicion del proteasoma en las condiciones
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experimentales ensayadas podria inducir estrés en el RE y afectar de manera global al
plegamiento de proteinas en el RE. De hecho, datos complementarios obtenidos por el grupo de
investigacion indicaron que el tratamiento de 3 horas con concentraciones de MG132 inferiores
a las utilizadas en este estudio generaba la activacién la proteina-kinasa PERK mediante
fosforilacién si bien no se producia sobrexpresion de BiP, lo que sugiere que el bloqueo del
proteasoma produce una forma moderada de UPR. Por ello, aunque se ha descrito claramente
la degradacion mediada por lisosoma tanto en el caso de GlyT2 silvestre como en el mutante
N1234, ya que ambos se acumulan en presencia de inhibidores de la actividad lisosomal, este
efecto es mds evidente en el caso del transportador silvestre. La contribucion del proteasoma
en la degradaciéon del mutante, requerira datos adicionales debido a las alteraciones de la

proteostasis que genera la inhibicién del proteasoma.
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5. DISCUSION

5.1 Localizacién celular y subcelular de GlyT2 en neuronas del tallo cerebral y médula
espinal

5.1.1 GlyT2 esta presente en la membrana plasmatica de neuronas inhibidoras, pero en
mayor medida se encuentra en vesiculas intracelulares

En esta tesis se ha estudiado la localizacion celular y subcelular de GlyT2 en neuronas del tallo
cerebral y médula espinal. Mediante el uso de técnicas bioquimicas e inmunolégicas en
combinacidon con microscopia electrénica y confocal, hemos identificado una fraccién
intracelular de GIlyT2 presente en estructuras vesiculares heterogéneas que contienen
sinaptofisina, Rab11y, en algunos casos, VIAAT. Mediante el silenciamiento de Rab11 utilizando
mutantes dominantes negativos (dn), hemos obtenido una evidencia funcional de que esta
GTPasa esta implicada en la regulacién del trafico de GlyT2, lo que a su vez concuerda con su

presencia en vesiculas que contienen el transportador.

Hemos confirmado que GlyT2 estd presente exclusivamente en neuronas inhibidoras ya que su
localizacién celular se solapa con VIAAT, pero no con VGLUT (Dumoulin y col. 1999). Estudios
anteriores y posteriores a este trabajo han confirmado esta conclusion. Recientemente ha sido
generada una cepa de ratones transgénicos que expresan la proteina fluorescente EGFP bajo el
control de un fragmento del promotor de GlyT2. En estos ratones, la expresiéon de EGFP se
superpone en gran medida con la inmunorreactividad a GlyT2 en terminales axdnicos, asi como
con la inmunoreactividad al neurotransmisor glicina en los somas neuronales. Este trabajo y
algunos adicionales confirman nuestros datos, pues las neuronas con gran contenido en glicina
(presumiblemente incluida en vesiculas sindpticas por VIAAT), contienen GlyT2 (Poyatos y col.

1997, Zeilhofer y col. 2005).

Mediante microscopia inmunomicroelectrénica del tejido de tallo cerebral y de sinaptosomasy
marcaje de superfice por biotinilacidn, hemos demostrado que en los terminales que contienen
GlyT2, el transportador se distribuye entre un pool pequeno localizado en la superficie y otro
pool intracelular. Este aspecto ha sido posteriormente confirmado mediante cuantificacion de
la proporcion de GlyT2 que se encuentra asociado a lipid rafts en superficie (ver punto 4.2.1),
qgue también conduce a la conclusidn de que el pool de membrana es cuantitativamante menor
que el intracelular. La fraccién intracelular podria constituir un reservorio de GlyT2 exportable a

la superficie de manera regulada, un comportamiento del transportador que ya ha sido
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demostrado en respuesta a distintos estimulos reguladores (Geerlings y col. 2001, Jimenez y col.

2015, Villarejo 2017).

5.1.2 GlyT2 estd presente en varios tipos de vesiculas presinapticas

El fraccionamiento subcelular de tallo cerebral a partir de sinaptosomas lisados por choque
osmotico facilitd la obtencidn de una fraccién vesicular LP2 cuya centrifugacidn en gradiente de
glicerol permitié separar claramente dos fracciones vesiculares: una enriquecida en proteinas
de membrana plasmatica GlyT2, GAT1, Na*/K* ATPasa, y otra que contenia marcadores
vesiculares como sinaptofisina, VAMP2, sinaptotagmina 2, VIAAT y Rab3A (Navone y col. 1986,
Mclntire y col. 1997, Sagne y col. 1997, Takamori y col. 2000, Fremeau y col. 2001, Takamoriy
col. 2006). Mediante esta purificacion hemos obtenido una fraccién de vesiculas presinapticas
gue contienen GlyT2 en las que la distribucion del transportador se solapa con la de proteinas
sindpticas. Esta fraccidn vesicular ha sido analizada mediante microscopia electrénica de doble
marcaje con peroxidasa y oro coloidal revelando que el transportador es abundante en las
vesiculas mds grandes de unos 100-200 nm y colocaliza en ellas con sinaptofisina, Rab11y VIAAT,
aunque no con Rab5A, VAMP2, sinaptotagmina2 o GAT1. Cabe la posibilidad de que estos
elementos sean de origen endosomal, tal y como se ha descrito para otros transportadores de
neurotransmisores (Dekeny col. 2003, Fornes y col. 2004), aunque la presencia de VIAAT sugiere
una composicion mas heterogénea. En las vesiculas pequefias de alrededor de 50 nm hemos
detectado también sinaptofisina y una cantidad considerable de Rab11, pero no VIAAT. Esta

fraccion puede corresponder con vesiculas de trafico y/o intermediarios endosomales.

La especificidad del inmunomarcaje con oro coloidal visualizado por microscopia electrénica en
este trabajo ha sido alta pues el antigeno utilizado para la generacion del anticuerpo (Nt-GlyT2-
GST) siempre desplazo el marcaje, y no se detecté inmunodecoracién en vesiculas obtenidas de
areas cerebrales que no contienen neuronas glicinérgicas inhibidoras que, por lo tanto, no
contienen GlyT2. Por otro lado, la ausencia de colocalizacién de GlyT2 con proteinas como
Rab5A, sinaptotagmina 2, VAMP2, o GAT1 es otra prueba de especificidad y refuerza la validez
del marcaje. Adicionalmente, los datos de colocalizacién mediante microscopia electrdnica se
han corroborado con los experimentos de inmunoaislamiento utilizando un anticuerpo
especifico de GlyT2 para aislar las vesiculas de LP2 que contienen el transportador. Este sistema
consigue precipitar a GlyT2 incluido en su vesicula en ausencia de detergente. Las vesiculas de

GlyT2 inmunoaisladas contenian las mismas proteinas que se detectaron mediante
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inmunomarcaje (sinaptofisina, VIAAT y Rab11), pero no presentaron Na*/K* ATPasa ni Rab5A,
sinaptotagmina 2, VAMP2 o GAT1, en concordancia con los datos de microscopia electrdnica.
Aunque el inmunoaislamiento de vesiculas de GlyT2 ya habia sido utilizado y validado
previamente en el laboratorio (Geerlings y col. 2002), en esta tesis se ha confirmado que este
procedimiento aisla vesiculas a no ser que se incluya detergente en el medio, en cuyo caso las
vesiculas se solubilizan y GlyT2 aparece inmunoprecipitado en solitario en ausencia de proteinas

asociadas.

En resumen, los datos recogidos de varios experimentos de diferente naturaleza apuntan a que
los tres marcadores sinaptofisina, VIAAT y Rab11 estdn presentes en las vesiculas que contienen

GlyT2.

5.1.3 Rab11 estd implicada en el trafico intracelular de GlyT2 a través de endosomas de
reciclaje

Hemos determinado la evidencia inequivoca de la especificidad de la asociacidon de Rab11 con
las vesiculas que contienen GlyT2 mediante una aproximacion funcional alternativa basada en
la coexpresion de GlyT2 recombinante con mutantes dominantes negativos (dn) de algunos
miembros de la familia de GTPasas Rab, proteinas reconocidas como organizadoras del trafico
intracelular de proteinas en células eucariotas (Zerial y col. 2001). La coexpresion con Rab11dn
y en menor medida con Rab4dn, pero no con Rab8dn, reduce de forma significativa los niveles
de GlyT2 en membrana en estado estacionario, asi como la velocidad de transporte de glicina
de GlyT2. Concomitantemente se produce un incremento en la cantidad del transportador
presente en el interior celular en colocalizacién con el marcador endosomal TfR. Puesto que
Rab11y Rab4 regulan el reciclaje lento y rapido hacia la membrana plasmatica, respectivamente
(Jordensy col. 2005, Jones y col. 2006), y Rab8 esta implicada en el trafico de proteinas desde el
aparato de Golgi hacia la membrana plasmatica (Huber y col. 1993, Zerial y col. 2001, Jordens y
col. 2005), estos resultados indican que en estado estacionario son las GTPasas rabs presentes
en endosomas de reciclaje las que se encuentran asociadas especificamente con las vesiculas de

GIyT2.

Los experimentos de doble marcaje en sinaptosomas de tallo cerebral muestran gran
proximidad entre GlyT2 y Rab11, lo que es compatible con la presencia de ambas proteinas en

el mismo compartimento endosomal y refuerza las evidencias funcionales. La asociacion de
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Rab11l con vesiculas de GlyT2 concuerda con los datos conocidos de trafico, ya que el
transportador se recicla entre el interior celular y la superficie tanto constitutivamente como de
forma regulada por distintas rutas de sefializacién (Fornes y col. 2008, de Juan-Sanz y col. 2013,
Jimenez y col. 2015, Villarejo 2017). Estos resultados estdn en linea con experimentos de
sobrexpresién del doble mutante Rab11dn que también provoca redistribucién en la superficie
celular de otras proteinas de membrana plasmatica como TfR (Ren y col. 1998, Sheff y col. 1999,
Uzan-Gafsou y col. 2007) o GLUT4 (Kessler y col. 2000, Uhlig y col. 2005). De hecho, Rab11 se ha
identificado como un componente de las vesiculas de GLUT4 aisladas de células de musculo
cardiaco de rata (Kessler y col. 2000) y de las vesiculas de GAT1 del tejido nervioso (Deken y col.
2003), lo que sugiere un papel mas general de Rabl1l en la composicion de las vesiculas que
contienen transportadores como GlyT2. Sin embargo, el trafico de GlyT2 y GAT1 debe realizarse
a través de pools vesiculares distintos en los terminales inhibidores ya que, ademas de la
ausencia de colocalizacién mostrada en esta tesis, las vesiculas de GAT1 contienen Rab11 pero
no sinaptofisina y VIAAT (Deken y col. 2003). Por el contrario, hay otros transportadores
neuronales de membrana plasmdtica que si contienen sinaptofisina en sus vesiculas, como
GLUT3 (Thoidis y col. 1999) o CHT (Ferguson y col. 2003). Aunque la sinaptofisina es una proteina
muy abundante en vesiculas sindpticas, su funcién no estd completamente esclarecida.
Recientemente se ha demostrado que puede regular la endocitosis de vesiculas durante y
después de la actividad neuronal sostenida (Kwon y col. 2011), por lo que la colocalizacién con
sinaptofisina de las vesiculas de GlyT2 podria estar relacionada con la regulacion del trafico del
transportador en respuesta a la actividad neuronal (Geerlings y col. 2001, Villarejo 2017).
También se ha demostrado la participacion del Rab11 presente en vesiculas sindpticas (Takamori
y col. 2006) en la exocitosis de vesiculas mediada por calcio (Khvotchev y col. 2003), papel que
podria igualmente estar relacionado con la exocitosis mediada por despolarizacién inducida por
calcio de GlyT2 en los sinaptosomas, previamente descrita por nuestro grupo (Geerlings y col.
2001). De hecho, un estudio demostré en neuronas colinérgicas que las vesiculas que contienen
el neurotransmisor también presentan tanto proteinas de membrana como transportadores
vesiculares de acetilcolina, cuyo trafico conjunto se lleva a cabo de forma dependiente de calcio

(Ferguson y col. 2003).

En el contexto del sistema nervioso, un estudio llevado a cabo por el grupo de Reinhard Jahn
definié la composicidn cualitativa y cuantitativa de una vesicula sinaptica (Takamoriy col. 2006)
y, sorprendentemente, se determind que el proteoma de la vesicula sindptica contiene, ademas

de proteinas sinapticas, una elevada cantidad de proteinas SNARE, proteinas Rab (Rab11), y
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proteinas de membrana plasmatica como pueden ser canales y transportadores que se asocian
de forma transitoria a la vesicula. Los autores de este estudio postularon la hipétesis de que los
terminales utilizan las vesiculas sindpticas no solo para liberar neurotransmisores a la hendidura
sindptica, sino también para el trafico de proteinas de membrana plasmatica mediante endo y
exocitosis. Aunque las vesiculas de GlyT2 no contienen VIAAT y VAMP2, los datos recogidos en
esta tesis son compatibles con la posibilidad de que, en los terminales glicinérgicos, GlyT2 sea
una de las proteinas que se asocia con las vesiculas sinapticas en algunos pasos de la ruta de
reciclaje. Esta hipdtesis concuerda con el hecho de que los marcadores presindpticos
glicinérgicos y GABAérgicos no se segreguen en las células de Golgi que coliberan ambos
neurotransmisores (Dugue y col. 2005) y con los datos de delecion del gen de VIAAT que
muestran la pérdida conjunta de la neurotransmision glicinérgica y GABAérgica (Wojcik y col.

2006).

5.2 Localizacién de GlyT2 en microdominios lipidicos ricos en colesterol o lipid rafts

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran evidencias bioquimicas, morfoldgicas y
farmacolégicas de la asociacién de GlyT2 a los dominios rafts en la membrana plasmatica de
células de tallo cerebral. Esta asociacion afecta tanto a los niveles de GlyT2 en membrana como

a su actividad en el transporte de glicina.

5.2.1 GlyT2 se asocia a los microdominios rafts de membrana plasmatica y membranas
intracelulares

La asociaciéon de GlyT2 con lipid rafts se ha sustentado en varias evidencias: 1) GlyT2 procedente
de sinaptosomas y de neuronas primarias de tallo cerebral se localiza en las membranas de baja
densidad insolubles en Triton X-100 junto a flotilina, una proteina marcadora de dominios rafts,
y esta asociacion es sensible a la presencia de MBCD. 2) La presencia de GlyT2 en dominios ricos
en colesterol de la membrana plasmatica ha sido visualizada en experimentos de microscopia
confocal. GlyT2 se distribuye siguiendo un patrén punteado en la superficie de las neuronas de
tallo cerebral y este patron se ve modificado cuando se elimina el colesterol de la membrana
con MBCD a concentraciones que aun preservan la integridad neuronal pues no se altera el
marcaje de MAP2. 3) Las balsas lipidicas purificadas en gradiente de sacarosa a partir de

sinaptosomas de tallo cerebral se marcan con particulas de oro coloidal asociadas a GlyT2 y
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pueden observarse por microscopia electrdénica. 4) La reduccion de los niveles de componentes

de los rafts: colesterol y esfingolipidos reducen el transporte de glicina de GlyT2.

Aunque en las membranas de tallo cerebral la mayor parte de GlyT2 se encuentra en las
fracciones no-rafts, la proporcién de GlyT2 localizada en la superficie de la membrana se asocia
a las fracciones rafts. En concreto, mediante experimentos de marcaje de superficie de GlyT2 en
fracciones rafts y no-raft hemos demostrado que cerca del 13% del GlyT2 total se asocia con
rafts. Teniendo en cuenta que aproximadamente la mitad de esta cantidad estd biotinilada en
la superficie, podemos decir que alrededor del 7% del GlyT2 total estd localizado en
microdominios rafts en la membrana plasmatica mientras que otro 7% estd asociado a dominios
rafts intracelulares. Ademas, ya que el 5-10% del total de GlyT2 esta biotilinado en la superficie
de sinaptosomas de tallo cerebral de rata, podemos concluir que practicamente todo el GlyT2
gue aparece en membrana plasmatica esta asociado a dominios rafts. Estos resultados se han
confirmado en experimentos de microscopia electrénica donde las fracciones rafts purificadas
mediante gradiente de sacarosa de sinaptosomas de tallo cerebral se marcan con oro coloidal

asociado a GlyT2.

La presencia de GlyT2 tanto en dominios rafts de membranas intracelulares como en membrana
plasmatica sugiri6 a partir de este trabajo que GlyT2 podia estar implicado en todos los procesos
mediados por rafts, incluyendo el trafico hacia y desde la membrana plasmatica. Un estudio
posterior ha estudiado el papel de los rafts en la endocitosis constitutiva y regulada de GlyT2 y
ha demostrado que GlyT2 localizado en balsas lipidicas de la membrana plasmatica permanece
asociado a rafts durante la endocitosis constitutiva mediada por clatrina, aunque en la
endocitosis regulada por PKC se desplaza lateralmente de los rafts en superficie y luego es

internalizado por la via de clatrina (de Juan-Sanz y col. 2011).

5.2.2 El funcionamiento dptimo de GlyT2 depende de su asociacidon a microdominios de
membrana ricos en colesterol

La presencia de GlyT2 en los dominios rafts de la membrana plasmatica y el efecto que tiene
MPBCD sobre el transportador indican que el ambiente lipidico regula el transporte de glicina. De
hecho, hemos demostrado que el transporte de glicina mediado por GlyT2 se ve alterado, tanto
en sinaptosomas como en neuronas, cuando se disminuyen los niveles de colesterol y

esfingomielina en los dominios rafts de la membrana mediante el uso de farmacos como M{BCD,
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filipina, nistatina, mevastatina y mevalonato y esfingomielinasa. No se conocen con exactitud
cuales de los efectos de la esfingomielinasa se deben a la deplecion de esfingomielina o a la
formacidn de ceramidas, que se ha demostrado desplazan al colesterol de los dominios rafts de
la membrana (Yu y col. 2005). Sin embargo, el rescate de la actividad de GlyT2 cuando se utiliza
MPBCD unido a colesterol sugiere que son los propios niveles de colesterol los que modulan el
transporte de glicina. De hecho, para que GlyT2 funcione adecuadamente requiere su presencia
en los dominios rafts de membrana. Hemos demostrado la reduccién en la Vma del transporte
de glicina tras el tratamiento con MBCD, lo que puede deberse tanto a la disminucién del
numero de moléculas activas del transportador en la membrana como a la reduccién de la
eficiencia en la recaptacidon del mismo. Nuestros resultados son compatibles con la primera
opcidn, aunque no podemos descartar que la segunda también ocurra. Si el transportador
estuviera inactivo cuando se localizara en los dominios no-raft, el tratamiento con MBCD podria
reducir la Vmax al provocar el desplazamiento de los transportadores desde los dominios rafts,

donde estdn activos, a los noraft, donde se encuentran inactivos.

La retirada de colesterol de la membrana produce el desplazamiento lateral de
aproximadamente el 3-4% del total de GlyT2 de superficie desde los dominios rafts a los
dominios no rafts, pero no su internacion. Este comportamiento del transportador sugiere que
el colesterol afecta a la movilidad y localizacién de GlyT2 en la membrana. Cuando se reducen
los niveles de colesterol, se pueden dispersar las moléculas de GlyT2 dentro de la membrana,
tal y como se ha demostrado previamente para otras proteinas (Vereb y col. 2000, O'Connell y

col. 2005, Chen y col. 2006, Pike 2006, Adkins y col. 2007).

Otra cuestion podria ser como puede el desplazamiento del transportador desde los dominios
rafts a los no-raft inactivar el transporte de glicina por GlyT2. Por un lado, podria tratarse de una
inactivacién indirecta, afectando a las interacciones dependientes de colesterol de GlyT2 con
otras proteinas reguladoras. De hecho, varios estudios recientes han demostrado en el
laboratorio que GlyT2 se asocia con distintas proteinas de membrana como la Na*/K*ATPasa o
la unidad funcional PMCA/NCX y que estas interacciones ocurren especificamente en rafts (de
Juan-Sanz y col. 2013, de Juan-Sanz y col. 2014). Teniendo en cuenta que la inhibicion de estas
proteinas del interactoma de GlyT2 inhibe especificamente al transportador, la ausencia de
asociacién de GlyT2 con estas proteinas que sucederia si GlyT2 sale de rafts, podria ser la causa
de su inactivacién. Por otro lado, puede producirse una inactivacion directa, mediante la
modulacioén lipidica del sitio activo del propio transportador. Esto estaria en consonancia con

otros estudios que han demostrado previamente la relevancia del colesterol para el transporte
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optimo de GABA dependiente de sodio reconstituido en proteoliposomas (Shouffaniy col. 1990)
y para el transporte de serotonina en células estables (Scanlon y col. 2001, Magnani y col. 2004).
En los ultimos anos se ha publicado un modelo estructural especifico de GlyT2 que ha reforzado
esta idea. Se trata de un bolsillo de unidn a lipidos cerca del sitio de unién del sustrato en el
transportador de glutamato dependiente de sodio (Boudker y col. 2007) que contiene un motivo
de unidén a sodio relacionado con los transportadores SLC6 (Yamashita y col. 2005). Asimismo,
se han cocristalizado moléculas de colesterol junto con los transportadores eucariotas SLC6 DAT
de Drosophila (Penmatsa y col. 2013) y SERT humano, si bien la localizaciéon de las mismas no

coincide en ambos transportadores (Coleman y col. 2016).

Otra hipdtesis que podria justificar el efecto del ambiente lipidico sobre la actividad de GIyT2 es
gue las modificaciones en la composicién de la membrana puedan estar alterando la estructura
cuaternaria de la proteina y, de este modo, afectando a la funcién de la misma. Se ha
demostrado en los ultimos afios que los transportadores SLC6 forman oligdmeros necesarios
para la exportacion desde el RE (Kilic y col. 2000, Farhany col. 2006). En el caso de GlyT2, aunque
se ha descrito la existencia de dimeros tras tratamiento con agentes entrecruzantes
(Bartholomaus y col. 2008), probablemente no relevantes fisiolégicamente, el analisis de
diferentes mutantes de hiperplexia dominantes si que ha evidenciado la existencia de formas
oligoméricas. No obstante, la interfase de oligomerizacidon no estd establecida. Un estudio en
curso en el laboratorio utilizando la electroforesis en condiciones nativas (blue native) ha
encontrado que el transportador se organiza en dimeros y terdmeros estabilizados mediante
puentes disulfuro e interacciones hidrofébicas y se encuentra en camino de elucidar los residuos
implicados en la interfase de oligomerizacién (Arribas-Gonzalez y col. manuscrito en
preparacion). Por lo tanto, aquellas perturbaciones en la estructura de la membrana que
pudieran afectar de manera indirecta a la oligomerizacién de GlyT2 podrian alterar también su
tréfico, reteniendo a la proteina en compartimentos intracelulares, y afectar a su vez a la funcién
del transportador en la membrana (Bartholomaus y col. 2008). Asimismo, la actividad de GlyT2
podria ser directamente sensible a la presencia de ciertos lipidos, lo que parece desprenderse
de su inhibicidn por ciertos inhibidores alostéricos de naturaleza lipidica como ciertos

endocanabinoides (N-araquidonil glicina) (Vandenberg y col. 2016).
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5.3 Andlisis de la biogénesis y la modificacion por N-glicosilacion de GlyT2
5.3.1 GlyT2 se sintetiza en el RE como un precursor inmaduro glicosilado

Se ha abordado el estudio de la biogénesis de GlyT2 investigando el papel de su N-glicosilacién,
asi como la implicacién de algunas chaperonas en el procesamiento. El sistema de células COS7
utilizado donde el transportador puede expresarse sin interferencias ha sido muy util para poder
marcar metabdlicamente las células y tras caza e inmunoprecipitacion del transportador, poder
determinar su cinética de expresion en tiempo real. Esta técnica no puede aplicarse en neuronas
debido a que requiere células creciendo en fase exponencial con una elevada tasa de sintesis
por lo que este trabajo requerira confirmacidn mediante otros abordajes en sistemas nativos.
No obstante, los datos aportados son relevantes para conocer los requerimientos de la
expresién en superficie de GlyT2 y constituye un marco adecuado para el estudio de la

biogénesis de transportadores con mutaciones asociadas a hiperplexia.

En este sistema el transportador se detecta como un precursor inmaduro con N-glicosilacion
incompleta que da lugar a la forma de mayor tamafio presente en superficie (Martinez-Maza y
col. 2001). La digestion con distintas endoglicosidasas, ha permitido asignar una localizacion
subcelular al precursor de GlyT2 (Freeze y col. 2010), revelando que corresponde a una forma
de RE o cis Golgi con glicosilacién parcial. La retirada completa de todos los glicanos N-ligados
mediante PNGasa F o el tratamiento con el agente bloqueante de la N-glicosilacion tunicamicina
da lugar a un nucleo proteico de GlyT2 sin glicosilar de 60 kDa. Esta proteina es mas pequefia
que la que se esperaria al sumar los tamafos moleculares de los residuos de aminodcidos
individuales (78,9 kDa), pero puede ser debido al empaquetamiento de la proteina, al igual que

se ha descrito previamente para otros transportadores similares (Olivares y col. 1994).

5.3.2 La calnexina participa activamente en la biogénesis de GlyT2

En la presente tesis se ha estudiado la implicacién de la calnexina (CNX), una chaperona del RE,
en la biogénesis de GlyT2. Mediante experimentos de inmunoprecipitacion secuencial con
anticuerpos frente a CNX y GlyT2, hemos confirmado que CNX se une transitoriamente al
precursor de GlyT2. El precursor unido a CNX alcanza niveles maximos inmediatamente tras la
aplicacion del pulso, antes de la aparicidn del transportador maduro y después decae hasta los
niveles basales. La expresién de GlyT2 y su actividad de transporte se atenuan al reducir la

expresion de CNX mediante un ARNsi especifico de la chaperona, tal y como cabria esperar de
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una proteina cuya biogénesis depende de CNX. Estos resultados concuerdan con el fenotipo de
los ratones knockout de CNX, que mueren a las 4 semanas debido a la incapacidad de CRT de
sustituir la actividad de la CNX (Denzel y col. 2002). De hecho, CRT no se une a GlyT2 en ninguna
de las condiciones de experimentacién ensayadas en esta tesis, incluyendo varios tipos de
detergentes y tiempos de caza. Sin embargo, hemos detectado una interaccién rapida y labil de
GlyT2 con la chaperona BiP (GRP78) pero no con CRT, GRP94, PDIl o ERP57, al menos en nuestras

condiciones experimentales.

Por otro lado, en el laboratorio se ha demostrado que la sobreexpresién de CNX facilita
enormemente el acceso de GlyT2 a la membrana plasmatica facilitando el procesamiento de la
forma inmadura de GlyT2 e incrementando los niveles del transportador en la superficie celular.
Algunos estudios previos realizados con otros transportadores de la familia SLC6 (Tate y col.
1999) estdn en consonancia con estos resultados y apoyan de forma evidente el papel de la

chaperona CNX en la biogénesis de GlyT2 (Arribas-Gonzalez y col. 2013).

Hemos demostrado que la unién de GlyT2 a CNX estda mediada por glicanos e interacciones
proteina-proteina, tal y como revelan los experimentos donde se interrumpe la unién del
transportador mediante tratamientos farmacoldgicos y el uso de mutantes de GlyT2 que no
contienen los sitios aceptores de N-glicanos. Estos resultados confirman la hipdtesis de que la
unién inicial de CNX se produce con las FMG hasta que se adquiere la conformacion de la
proteina madura, mientras que la retencion de proteinas unidas no esta mediada por glicanos

sino por motivos polipeptidicos (Hammond y col. 1994, Solda y col. 2007).

La unidn de GlyT2 a CNX es sensible a los inhibidores de glicosidasas | y Il (Gl y Gll), como también
lo es la actividad de transporte de glicina. Deoxinojirimicina es un inhibidor mas potente de GlI
que castanospermina, aungque castanospermina inhibe Gl y Gll. El diferente efecto de estos
inhibidores en la biosintesis de GlyT2 podria estar relacionado con el papel relevante de Gl en el
rapido recorte de azucares tras la glicosilacién o con la modulacién de la actividad de GlI por los
N-glicanos vecinos, que podrian atenuar la inhibicidon de GlyT2 (Deprez y col. 2005, Rutkevich y
col. 2011). Sin embargo, la permeabilidad celular a estos dos componentes es muy baja, y
aunque se han referenciado valores de ICso en el rango micromolar bajo en sistemas libres de
células, estos pardmetros aumentan de manera muy considerable en varios érdenes de
magnitud, en cultivos celulares (Compain y col. 2007). Esto podria explicar por qué obtuvimos
efectos tan variables con estos inhibidores de glicosidasa y por qué se necesitaron
concentraciones altas para bloquear la maduracion de GlyT2. Sin embargo, incluso utilizando

concentraciones de inhibidor en el rango mM alto, no hemos sido capaces de evitar
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completamente la unién de GlyT2 a CNX, lo que indica que la unién GlyT2-CNX requiere
interacciones tanto polipeptidicas como basadas en la actividad lectina (Korkhov y col. 2008,

Rutkevich y col. 2011).

La unién de GlyT2 a CNX es sensible también a la eliminacion de glicanos mediante mutaciones
simples o multiples de los sitios de N-glicosilacion. Se ha sugerido que la unién inicial a CNX
requiere oligosacdridos N-monoglicosilados hasta que se alcanza la conformacion de la proteina
madura, si bien la retencion de las proteinas unidas a CNX no esta mediada por glicanos sino por
dominios polipeptidicos (Hammond y col. 1994, Solda y col. 2007). Ademas, para que Gll genere
el oligosacarido monoglicosilado en células de mamifero se requieren al menos dos cadenas de
oligosacdaridos en la glicoproteina sustrato (Deprez y col. 2005). Esta circunstancia podria
explicar nuestros resultados pues la eliminacidn de multiples sitios de glicosilacién podria alterar
la conformacién de la proteina y exponer regiones peptidicas no plegadas que puede detectar
la CNX, incrementando asi su unidn. Esto explicaria también la unién duradera del mutante que
carece de N-glicosilacion (N1234). De hecho, la N-glicosilacion puede también tener un efecto
facilitador del plegamiento independiente de chaperona, tal y como se ha descrito previamente
para el regulador transmembrana de la fibrosis quistica (Glozman y col. 2009). Este efecto
facilitador podria explicar la observaciéon hecha con anterioridad de que el tratamiento con
PNGasa F de GlyT2 purificado y reconstituido afecta al transporte de glicina y esto es diferencial
con GlyT1, probablemente debido a la conformaciéon andmala de la proteina deglicosilada

(Martinez-Maza y col. 2001).

No obstante, en el laboratorio se ha comprobado que la sobrexpresion de CNX no solo puede
facilitar la expresidon de GlyT2 a la membrana plasmatica, sino también la del mutante N1234
consiguiendo aumentar su actividad en mayor medida que su expresidn, lo que sugiere que CNX
puede ejercer su funciéon chaperona de modo independiente de su capacidad lectina y que la N-
glicosilacién es necesaria para la funcién dptima del transportador, pero no imprescindible para

su funcién (Arribas-Gonzalez y col. 2013).

5.3.3 La glicosilacion estabiliza la conformacion y la actividad de transporte

En esta tesis se ha confirmado que el mutante N1234 de GlyT2, que carece de los 4 sitios
aceptores de N-glicanos, presenta alteraciones en su plegamiento, tal y como se desprende de
los patrones de proteolisis con papaina y pronasa. Segun estos datos, este mutante muestra una

actividad deficiente en el transporte de glicina en ensayos funcionales, tal y como revela un valor
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alto de Km y bajo de Vmax. Ademas, la expresion del mutante N1234 en la superficie de la
membrana también se ve alterada, mientras que su capacidad de unién a CNX es mayor, mas
duradera e independiente de la temperatura. El glicano unido al residuo N366 puede contribuir
de manera relevante al fenotipo del mutante N1234, ya que el mutante N4, que carece del
glicano unido a N366, presenta un fenotipo que comparte muchas caracteristicas con el mutante
completamente deglicosilado. Quiza el glicano sustituido en N366 es de mayor tamafio o su
eliminacién produce una alteracién mas importante de la conformacion proteica. La alteracion
funcional de GlyT2 al eliminar los azucares tiene su maximo exponente en el mutante que pierde
completamente la capacidad de ser glicosilado (N1234) pero la pérdida progresiva de azucares
produce una alteracidn gradual en los pardmetros cinéticos que no es dependiente del amino
acido sustituyente, lo que confirma el papel de los glicanos en la biogénesis y funcién de GlyT2

(Martinez-Maza y col. 2001).

Finalmente, los resultados de este trabajo podrian sugerir que la glicosilacion del transportador
contribuye a la eleccidn de la via de degradacién del transportador. La degradacién final de GlyT2
y del transportador mutante N1234 ocurre a través de la via lisosomal, como indica el aumento
de la vida media del transportador maduro tras inhibicidn del lisosoma. Esto esta en consonancia
con estudios posteriores en el laboratorio que han demostrado el uso de esta via degradativa
por el transportador tras endocitosis dependiente de clatrina (de Juan-Sanz y col. 2011, de Juan-
Sanz y col. 2013). Sin embargo, los datos recogidos en esta tesis sugieren la existencia de mas
de una ruta de degradacion para el transportador mutante, aunque la demostracion de este
aspecto requerird un abordaje experimental alternativo debido a los efectos secundarios

producidos por la inhibicién del proteasoma.

5.4 Distribucion asimétrica de GlyT2 en células polarizadas (MDCK)

La membrana plasmatica de las neuronas se puede dividir de forma conceptual en dos dominios,
el somatodendritico y el axonal. Cada dominio presenta sus funciones caracteristicas, gracias en
parte a la distribucidon asimétrica de proteinas de membrana especificas, y es fundamental
mantener esta distribucién espacial para garantizar el funcionamiento y la especializacién de
cada neurona (Bradke y col. 1998). En el caso concreto de los transportadores, la localizacion
subcelular parece ser determinante en su actividad y, en definitiva, en la funcién sinaptica. En
este sentido, son varios los transportadores que muestran una distribucidn diferencial en los
dominios de membrana de las células en las que se expresan. Por ejemplo, se ha demostrado

que las proteinas neuronales somatodendriticas suelen localizarse en la membrana basolateral
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mientras que las proteinas axonales estan en la membrana apical (Dotti y col. 1990). De hecho,
algunos de los miembros de la familia SLC6 muestran una distribucién asimétrica en la superficie

de las células donde se expresan, lo que determina su funciéon biolégica.

El estudio de la distribucidn asimétrica de las proteinas en la membrana se ha realizado en esta
tesis mediante experimentos con cultivos de células epiteliales polarizadas MDCK. Las proteinas
que se situan en el dominio basolateral de las células MDCK se corresponden, en general, con
una polarizacién en el dominio somatodrendritico de las neuronas de hipocampo, mientras que
las proteinas que se localizan en el dominio apical aparecen en los axones (Dotti y col. 1990). En
la presente tesis se verifica que GlyT2 se distribuye principalmente en la membrana apical de
células MDCK, mientras que GlyT1 aparece en mayor medida en la membrana basolateral. Estos
resultados estan en linea con trabajos previos del laboratorio, donde se determiné que GlyT2 se
localiza en la superficie apical de células MDCK polarizadas, aunque esta distribuido de forma

uniforme en neuronas (Poyatos y col. 2000, Martinez-Maza y col. 2001).

Mediante visualizaciéon por microscopia confocal de la distribucion de mutantes simples o
multiples de los diferentes sitios de N-glicosilacion de GlyT2 en células MDCK confluentes hemos
confirmado que la ausencia de 3 6 4 de los azlcares impide la distribucidn polarizada (Poyatos
y col. 2000), aunque no parece haber una contribuciéon diferencial de los glicanos unidos en las
distintas asparaginas (N345, N355, N360 and N366). Sin embargo, se aprecia que la sustitucion
a aspartato o a glutamina si parece tener un efecto diferencial pues entre los mutantes a D, los
datos preliminares sugieren que la ausencia de los glicanos en 1 y 4 produce la mayor pérdida
de distribucién apical. Sin embargo, los mutantes a Q podrian implicar adicionalmente a la

posicion 3.

Los mecanismos por los cuales las proteinas se distribuyen de forma asimétrica en la membrana
son diversos y las sefiales mediante las cuales se llevan a cabo pueden producirse tanto en los
dominios extracelulares (Scheiffele y col. 1995), transmembrana (Scheiffele y col. 1997) o
intracelulares (Alonso y col. 1997, Muth y col. 1998). Por lo tanto, no es descabellado pensar
que la carga negativa proporcionada por los aspartatos podria prevenir la unidn a proteinas
adaptadoras implicadas en la transicion apical, de modo que las sutiles diferencias observadas
en los mutantes a glutamina, no sean apreciadas. La ausencia de implicacion de los lipids rafts
en la distribucidon asimétrica de GlyT2, que habia sido demostrada previamente por nuestro
grupo (Martinez-Maza y col. 2001), sugiere que la presencia de los distintos glicanos no

condicona la inclusién de GlyT2 en rafts, como por otro lado parece légico. Sin embargo, otras
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proteinas de distribucidn apical si estan asociadas con dominios especializados de la membrana
ricos en glicoesfingolipidos (Simons y col. 1997). La localizacién apical de GlyT2 mediada por sus
glicanos debe requerir lectinas de reconocimiento que podrian verse afectadas por la carga de
los residuos adyacentes (Rodriguez-Boulan y col. 1999). La glicosilacidn juega un papel funcional
relevante en el caso de otros transportadores miembros de la familia SLC6 (Olivares y col. 1995,
Nguyen y col. 1996). El hecho de que la regidon de EL2 donde se encuentran los sitios de
glicosilacion en la familia presente la maxima heterogeneidad de secuencia entre
transportadores eucariotas y que sea minima y no glicosilada en los procariotas no ha permitido
modelar esta regidn en la familia y conocer sus requerimientos estructurales. Los recientes
cristales de dDAT y hSERT han aportado nueva informacion que permitird profundizar en este

estudio en un futuro (Penmatsay col. 2013, Colemany col. 2016).
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6. CONCLUSIONES

1. Elandlisisinmunoquimico de la distribucién subcelular de GlyT2 a partir de tallo cerebral
de rata ha revelado que gran proporcion del transportador se encuentra en vesiculas
intracelulares de entre 50 y 200 nM de diametro inmunopositivas a sinaptofisina, Rab11
y, en las mas grandes, también a VIAAT. Rab5A, GAT1, sinaptotagmina2 y VAMP2 no se

asocian a vesiculas de GIlyT2.

2. Las vesiculas que contienen GlyT2 constituyen un subgrupo de vesiculas endosomales
inmunorreactivas a Rab11. Los estudios funcionales indican que la GTPasa Rab1l, y en

menor medida Rab4, regulan el reciclado de las vesiculas que contienen GIyT2.

3. GIyT2 estd asociado con microdominios lipidicos enriquecidos en colesterol vy
esfingolipidos (lipid rafts) en la membrana plasmatica de neuronas de tallo cerebral. La
alteracion farmacolégica de los niveles de colesterol y esfingomielina altera
paralelamente la actividad de GlyT2 asi como su asociacidn con lipid rafts revelando que

la actividad de GlyT2 es mdxima en asociacién con balsas lipidicas.

4. El marcaje metabdlico de GlyT2 en células en cultivo permite detectar un precursor
inmaduro con N-glicosilacion incompleta que da lugar a la forma de mayor tamano
presente en superficie que contiene glicanos en cuatro asparaginas de EL2. La N-
glicosilacion estabiliza el plegamiento de GlyT2 y condiciona la distribucién asimétrica

en células MDCK.

5. La chaperona de RE CNX facilita el procesamiento de la forma inmadura de GlyT2. La
unién a CNX depende del nimero y posicién de los azlcares del transportador, asi como
de interacciones proteina-proteina. La expresién de GlyT2 y su actividad de transporte

se atenuan al reducir la expresiéon de CNX mediante un ARNi especifico de la chaperona.

6. La biogénesis de GlyT2 requiere la actividad del proteasoma, posiblemente via control
de calidad mediado por ERAD. La degradacién a largo plazo del transportador de

membrana es mayoritariamente lisosomal.
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