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RESUMEN

Los canales de iones regulan la excitabilidad y homeostasis de iones de las
células y su abundancia y localizacion en zonas especializadas de la membrana
estd esirechamente regulada. Esia tesis investiga la regulacidn de la
incorporacion de la subunidad formadora del poro de un subfipo de los canales
de calcio dependientes de voltaje {Cay1.2) a la membrana plasmatica (MP) con
la subunidad accesoria CayB ulilizando ovocitos de Xenopus laevis como
sistema de expresidn heierloga. Combinando métodos bioquimicos y
electrofisioldgicos y desarrollando un nuevo método de quimioluminiscencia
para ovocito Gnico, se establece que ia incorporacién de Cay1.2 a fa MP no
depende exciusivamente de la co-expresion de CayB, sino que depende de
determinantes del amino terminal en Cay1.2. Al eliminar los primeros 60
amino&cidos de Cay1.2, {a incorporacidn de canales funcionales se vuelve
independiente de Cayf3z, atin después de eliminar el sitio de unién a;-8 ubicado
en el lazo I {(AID). CayBzs vuelve a aumentar la expresion de canales
funcionales cuando son 132 los aminoacidos eliminados del amino terminal. La
destruccion del sitio AID en este mutante anula su dependencia de Cay3, Por
olra parte, la regulacién de la expresion por CayBz, puede ser transferida a ofro
canal, aunque solo de manera parcial, incorporando ef lazo I-ll a su carboxilo
terminal. De los resultados de esta fesis, concluimos que al menos fres
elementos confluyen en la regulacion del trafico y la expresion en superficie de

Cay1.2, estos son: el amino terminal y el lazo I-1l de Cay1.2, y CavB .




ABSTRACT

fon channelis regulate excitabilty and ion homeostasis of ceils and their
localization in specialized membrane areas and abundance are tightly
controlled. This dissertation investigates the regulation by the CayB subunit of
the incorporation to the plasma membrane (PM) of the pore-forming subunit of
voltage-dependent calcium channels (subtype Cay1.2) of using of Xenopus
faevis oocytes as a heterologous expression system. Combining
electrophysiological and biochemical techniques and developing a new single
oocyte chemiluminescence method, this work shows that incorporation of
Cay1.2 to the MP does not depend exclusively on the co-expression of Cay but
additional determinants encoded in Cayi.2 amino terminus come into play.
Deleting the first 60 amino acids of Cav1.2, renders the incorporation of
functional channels independent of Cayf32; even after deleting the a4-B binding
site located in the loop kI (AID). Cayfz: again increase the expression of
channels when the first 132 amino acids of Cay1.2 are removed. Destruction of
the AID site in this mutant abolishes its dependence on CavBz.. Moreover, the

regulation of expression by Cayfz. can be transferred to another channel,

aithough only partially, by adding loop I-H at its carboxy-terminus. From these
results, we conclude that at least three elements converge in the regulation of
trafficking and surface expression of Cay1.2, these are the amino ferminai the

loop I-il of Cay1.2 and Cayp.
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INTRODUCCION

La bicgénesis y el trafico de proteinas es un tema que se aborda de manera
frecuente en el estudio de los canales de iones, debido a que estas proteinas
integrales de membrana regulan la excitabilidad y homeostasis de iones tanto
en células excitables como en no excitables. Los canales de calcio
dependientes de voltaje (CCDV) no son la excepcidn. La regulacién funcional
de estas proteinas determina la funcion celular, siendo un factor importante la
regulacién en la expresion y el nimerc de canales funcionales en la membrana
plasmatica (MP). En esta tesis abordamos la regulacién en la incorporacion del
canal de calcio tipo L o Cay1.2, un subtipo de CCDV que posee un papel
importante a nivel neuronal en la liberacion de neuroiransmisores, como
también en la contractilidad del musculo cardiaco, y en el masculo liso.

Comenzaremos esta introduccion con una breve revisién de la biogénesis de
los canales de iones en general para finalmente abordar aspectos funcionales y

estructurales en el trafico de CCDV.




1. Biogénesis de canales de iones.

La insercién y permanencia de canales de iones en la membrana plasmatica
depende de su salida del reticulo endoplasmatico (RE), de su destino apropiado
(targeting) y de la tasa de recambio en la membrana plasmatica (MP). La salida
de las proteinas desde el RE funciona como un punto de “control de calidad”
donde se verifica el correcto plegamiento y ensamblaje de las subunidades
respectivas. En general, proteinas con dominios transmembrana (TM) deben
pasar por miultiples puntos de control antes de alcanzar la membrana
plasmatica (MP). En términos practicos, se distingue tanto un control de calidad
primario, que reconoce el plegamiento nativo de las proteinas, de uno
secundario, mas especifico para cada proteina y se relaciona con una salida
selectiva del RE (Eligaard y Helenius, 2003). Estos mecanismos de control
secundario operan a través de sefiales de retencién o bien de recuperacion
hacia el RE (retrégradas) que estarian ocluidas cuando la proteina alcanza su
plegamiento nativo 0 cuando se ensamblan con otras subunidades. Una falla en
este proceso expone estas sefiales que son reconocidas por proteinas
chaperonas en el RE (BiP, calnexina, calreticulina, PDI, efc.) o por las proieinas
formadoras de la estructura del coatdémero COPI o el receptor de KDEL en el
caso de las seilales de recuperacidon (Stormnaiuolc y col., 2003; Ellgaard y
Helenius, 2003). También existen sefiales especificas o anterégradas que
promueven la salida de proteinas de membrana como las formadoras de

canales de iones desde el RE perc que no parecen estar relacionadas con el




plegamiento o ensamblaje de subunidades (Ma y col., 2001). Los estados de
fosforilacién de !a protelna pueden también ser determinantes en la salida del
RE por retencion retrégrada (O'Kelly y col., 2002; Scott y col, 2001). Los
canales de iones, pueden tener requerimientos adicionales como el asociarse
con proteinas de anclaje o adaptadoras para asegurar su llegada a la
membrana plasmaética. Este es el caso de la proteina adaptadora AKAP79 la
cual facilita el trafico de Cay1.2 (Plata y col., 2004; O'Kelly y col., 2002). Estos
puntos de control suelen tener un rol relevante para garantizar la composicién y
estequiometria de subunidades de los canales que llegan a la superficie de la
célula. El ejemplo mejor conocido es el del canal de potasio sensible 2 ATP
(Kir6.1 y 6.2), que forma un octamero de estequiometria 4:4 con el receptor de
sulfonil urea (SUR1/2A/2B). Si el canal no oligomeriza con el receptor las
subunidades dejan expuesta una sefial de retencién y nunca abandonan el RE
(Zerangue y col., 1999). Estas sefiales han sido identificadas como motivos de
retencién frecuentes en proteinas receptores y son de naturaleza basica; por
ejemplo, dos residuos de lisinas (KKXX), ¢ residuos de arginina (RXR) como es
el caso del ejemplo anterior, y en los receptores NMDA, GABA y canales hERG.
En estos casos la heteromultimerizaciéon de subunidades enmascara las
sefiales de retencidn/recuperacion expuestas en las formas monoméricas
(Margeta-Mitrovic y col., 2000; Standley y col., 2000; Phartiyal y col., 2008).
También se han identificado secuencias del tipo “acidas” en algunos canales de
jones; por ejemplo el motivo con residuos de aspartato (EDE) en el canal de K

TASK-3 (Zuzarte y col., 2007). Motivos sin carga también pueden constituir




sefiales de retencion/recuperacion, como el motivo CVLF en el carboxilo
terminal de un variante de corte-empaime del canal de K" hSio (Zarei y col.,
2004). Otros casos de motivos sin carga han sido identificados en el amino
terminal del receptor purinérgico P2X6. Esta sefial convierte a P2X86 en la Unica
isoforma incapaz de formar receptores homomericos funcionales ya que quedan
retenidos en el RE {Ormond y col., 2008). Las sefiales de retencién no estan
confinadas al amino o carboxilo terminal de las proteinas de membrana.
Elementos en el poro del canal de potasio del tipo Kvi sensibles a o-
dendrotoxina también son capaces de retener esta proteina en el RE
(Manganas y col., 2001). Otro ejemplo de esto se encuenira en e! receptor
AMPA, el cual requiere la integridad del sitioc de union a glutamato y del poro
para plegarse correctamente y salir del RE (Grunwald y Kaplan, 2003). Ef mal
plegamiento (misfolding) de una proteina puede ser, por si sola, una sefial de
retencién {control de calidad primario) no requiriendo de una secuencia
especifica, como es el caso de proteinas con plegamiento sensible a la
temperatura (Berson y col., 2000). El exceso de chaperonas en el RE también
puede afectar la expresibn de proteinas sintetizadas (Deutsch, 2003).
Finalmente, ofro mecanismo de control es la expresioén de isoformas truncadas
de la proteina que altera la expresion de la isoforma de largo completo como se

ha investigado en Cay2.2 (Page y col., 2004).
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2. Regulacién de la localizacion de canales de iones en la superficie

celular por proteinas accesorias.

La funcionalidad y homeostasis ionica requiere de una localizacion selectiva
de cada tipo de canal en la superficie celular, variando en diversos tipos
celulares. En las células epiteliales del ducto colector cortical renal por
ejemplo, la expresion asimélrica de canales de potasio rectificadores de
entrada con distintas propiedades biofisicas ya sea en la membrana apical o
basolateral determinar que el potasio sea transportado. al- lumen. del tibulo
renal en concierto con la demanda de homeostasis del potasio (Giebisch,
1998).

La destinacién final de los canales. de iones puede ser regulada por la
camposicion de subunidades que 1o conforman. Par ejemplo, los receptores
GABAs se pueden ubicar en la membrana sindpiica o extra-sindptica
dependiendo de 'si contienen fa subunidad Y2 © B: v 'se distribuyen de
manera difusa y lejos de la sinapsis. Dentro de los receptores de GABA
extrasinapicos, los que contienen la subunidad as tienden a agruparse en
tanto que los que contienen la subunidad & aparecen como poblaciones
difusas. Los recepiores GABAA que contienen as y 8 son considerados fos
principales receptores que median la inhibicion ténica. En esta distribucion
subcelular la presencia de proteinas adaptadoras son claves ya que se unen
a dominios proteicos particulares en las subunidades de estas

combinaciones de receptores GABA, (Jacob y col., 2008).




La familia de proteinas MAGUK (Guanilato Kinasa asociadas a la
membrana). son. un fipa de estas proteinas. adaptadoras que regulan la
funcién, localizacion y trafico de muchos canales de iones. Las MAGUK se
caracterizan por poseer dominios estructurales caracterigticos como los del
fipo PDZ, (PSD-95/ Disc-Large/ Zona occlildéns-1) un dominio de homologia
a Src 3 {8SH3), y un dominio guariilato kinasa catalificamente inactivo {GK).
Estos dominios interactilan con ofras proteinas y ayudan el ensambiaje de
complejos macromciecuiares de sefalizacién y transporte {Funke y col,
2005). Protefinas MAGUK de la familia de PSD-85, tales como PSD-85,
SAP-97, SAP-102 vy PSD-93 se unen a 1a subunidad NR2 de ios receptores
de N-metil-B-aspartato (NMBAR) por medio del-motivo de reconocimiento en
el carboxilo terminal del dominio PDZ, siendo impertante en el recambio de
subunidades del receplor, su- agrupacion. y localizacion: precisa durante el
desarrolio (Lau y Zukin, 2007). Miembros de {a familia de proteinas PSD-85
también- son- determinapies claves en. la. destinacién. sinaptica de los
recepiores AMPA (4cido g-aming-3-hidroxi-e-metil-d-isoxazole propidnice}
asegurande una mayor densidad en la membrana posisinaplica v
garantizando la eficacia en la respuesta al glutamato liberado desde
terminales presinpticos {Belque y Andrade, 2003; Beique y cal., 2006; Elias
y col, 2006). Estas proteinas PSD-95 no interactiian directamente con
AMPAR, sino que 1o hacen a través de StargaZin y otros miembros de la
familia de profeinas TARP que poseen un mofivo d& union al"dominio PDZ

en su carboxilo terminal {Chen y col., 2000; Tomita y col., 2005). Estas
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.protefnas TARP, que ademas son las mismas subunidades y {y3, ys¥ ys } de
los canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV), fueron. identificadas
como subunidades .auxiliares -para AMPAR, uniéndose directamente a estos
y promoviendo tanto. su. transporte ala superficie celular {Chen. y col,, 2000;
Dakoii y col., 2003} como también modulando la funcion del receptor {Priel y
cal, 2008). Qtras proteines de la. densided. postsindptica, teles como
proteinas que interactiian con la kinasa C1 (PICK1) regulan distintos pasos
en el ir&fico v propiedades de AMPAR. ‘En particular, interacciones de-PICK1
con GIuRZ, regulados por la actividad'de PKC y/fo CaMKIil, puede llevar a la
diaminueion en a densidad de subunidades GRIR2 &hla superficie calular
aumentando con esto la fuerza de Ia sinapsis en neuronas del: hipocampo
{Derkach y-cal., 2007}.

‘Las -proteinas ‘MAGUK también pueden regular 2 canaies de ‘iones
dependientes de voltaje. Un: ejempio es la: proteina: MAGUK DLG, la:cual
participa en-la-localizacién de canales Shskeren el sistema nervioso cenfral
vy en la retina: de- Drosephila, donde el dominio -GK de. DLG. estaria
involucrado-en-e} fréfico de-estos canales (Ruiz-Canada y-col., 2002).

La: localizacién. y. agrupacién de canales de potasio. reclificador de entrada
Kir2 también es regulada.-por miembros de la familia de proteinas MAGUK,
en este caso PSD-95 y SAP-97. ‘SAPY7 por. su. parte es capaz de formar,

complejos multiproteicos con ofra MAGUK, CASK la cual a su vez




intéracciona .con Veli y Mint1 v regula la destinacion de estos canales a
partes especificas dela'MP {Leonoudakis y-col., 2004).
« 4 a subunidad Cay de los CCDV también forma parte de la familia de

- -proteinas MAGUK, y su-papel en eliréfico lo discutiremos més.adelante.

3. “Estructura y funcidn de canales de calcio dependiente de volidje.

Los canales de calcio dependientss de voltaje (CCDV) son .una imporiante
via de entrada de calcio en diversos tipes de células acoplando poresta via

_procesos dependientes de calcio 2 cambios en el potencial de membrana
celular. Ejemplos fipicos de este acoplamiento son la libsracidn de
-neurotransmisores v -la -contraccién -muscular. Los CCDV son profeinas
multiméricas formados por una sebunidad gue-conforma el poro conductor
{Cavo) -y-~~séﬁnidades -auxiliares: .a2-8, By ¥ {figura-2). Cayoy posee las
caracteristicas fipicas de canales con compuerta de voltgje, esto es, cuatro
repeticiones de un dominio de seis segmentos transmembrana (51-56) que
incluyen un segmento 34 que-funciona como sensor de voltaje, y una region.
formadora del poro. Existen 10 isoformas de Cayoy (Cav1.1-1.4, Cay2.1-2:3,
Cay3.1-3.3) dando origen a una gran diversidad funcional 'y farmacolégica:
Las. primeras investigaciones discriminaron dos fipos de-corfientes J6nicas
clasificadas de acuerdo a sus propiedades de inactivacién, 1as corrientes-
tipo L de larga duracidn, y las corrientes tipa T de duracién transitona.
Registros electrofisiolégicos en -neuronas ganglionares de-fa raiz_dorsal

reveld ofro tipo de corrientes denominadas de tipo N, sensible a2 a-




conofoxina GVIA; cuya dependencia- de- voltaie- y- velocidad-de- inactivacién-
son mas negativa y rapida quelos corrientes tipol y a su vez mas positiva y

lenta-que las-corrientes-tipe-T-

‘Las corrientes tipo P y Q {P/Q), sensible a o-agatoxina, fueron descritas en

células- de- Purkinje-y-neuronas- granulares-del cerebelo; respectivamente-
Ambas son los productos de expresién de un misme gen y presentan

propiedades-farmacologicas-distintas.entre.si. Por.ltimo,.corrientes -tipo.R .-
- “fueron inicidimente. descritas en -neuronas. granulares -del -cerebelo ¥ no

poseen un blogueador, especifico (Catterall, 2000). -

Experimentos -de -expresién heterdloga -en -ovocitos-de Xenopus faevis 0-en

células HEK293 de los distinto genes que codifican las diferentes isoformas

--de-Cayay ‘permitieron -establecer-que tanto-Cay1.1-{eus), Cavl.2-(mic) come

Ca,1.3 (o). codifican canaies.de.fipo. L _mientras. que.Ca,2.1 (oa). codifica .
canales tipo PIQ, Ca;2:2{cug) de tipoN, yCa;2:3-{a4E) a los.de canal tipoR
({residual), -Los-canales-de calcio tipo T son codificados -por la-subfamilia.

Cag3:13 {oen, i)
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AID

. Synprint

nal ! Subuni , del canal de calcio ? Subunidades
auxiliares
Tipo-L Ca,1.1,Ca 1.2, Ca,1.3,Ca,1.4
Tipo-P/Q Ca,2.1 Bio Bous Ba. By
Tipo-N Ca,2.2 a5,
Tipo-R Ca,23 Yian
Tipo-T Ca,3.1,Ca3.2,Ca 3.3
Proteinas que interactuan con canales de calcio (» nvolucradas en ia regulacion de a,. * involucradas en el rafico de a,)
CaB N terminal Ca, g, Lazo lI-lll Ca g, C terminal Ca g,
Ca,a(1.x, 2.x) Gpy * Sintaxina 1 G, *
RGK e# SNAP-25 14-3-3 ¢
Lazo I-ll Ca sinaptotagmina ¢ Mint1 »
Subunidad  ** arrestina # CASK +
Gg.v . CaMe ¢

Figura 2. Esquema de los canales de calcio dependientes de voltaje.

Imagen modificada de Jarvis y Zamponi (Jarvis and Zamponi, 2007)
"Nomenclatura de acuerdo a Tsien y col (Tsien y col., 1988)

2 Nomenclatura de acuerdo a Ertel y col (Ertel y col., 2000)
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Los canales de calcio de alto umbral (L, N, P/Q y R) son proteinas
multiméricas (figura 2) en la que subunidades auxiliares suelen participar
modulando tanto el ensamblaje y expresion como la funcién del canal. Por
ejemplo, CayB se une a un dominio de unién ubicado en el lazo
citoplasmatico que une el dominio 1 y |l de Cayay ¥ produce un aumento en
la expresion funcional de Cayas, presumiblemente facilitando la salida del
RE del canal (Pragnell y col., 1994). En esta unién participa la secuencia
consenso QQLEEDLXGYXXWITQXE, también conocida como AID (por
alpha-interaction-domain), que esta contenida dentro del lazo mencionado.
En la secuencia AlD, se destaca un triptéfano (W) critico para fa unién a
Cayp (De Waard y col, 1996; Berrou 'y col, 2002). La estructura
cristalografica del complejo CayB con el motivo AlD, muestran que este
titimo interacciona con un bolsillc hidrofébico de Cayf (Alpha Binding
Pocket, ABP) conformado por residuos no contiguos en la secuencia (Van
Petegem y col., 2004; Opatowsky y col., 2004; Chen y col, 2004). Cap
también tiene la capacidad de modular la funcién del canal ya que es capaz
de potenciar la corriente iénica sin afectar la densidad aparente de canales
en la superficie seglin lo reporiado por las corrientes de movimiento de
carga al ser co-expresada con Cay1.2 en ovocitos de Xenopus (Neely y col,,
1993). Ademas, la dependencia de voltaje de la activacion de los canales se
desplaza hacia voltaje hiperpolarizantes con la presencia de cualquier tipo

de Cayp (Singer y col., 1991). Estas subunidades también modulan el
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proceso de inactivacién y aunque fa mayoria de los tipos de CayB hacen que
este proceso sea mas rapido y empiece a potenciales de membrana mas
negativos, existe un subtipo en particular (CayB2.) que hace mas lento o
inhibe la inactivacion (Olcese y col., 1994; Dolphin, 20033). La modulacién
de ofros aspectos de la funcién también depende del tipo de Cayp. Por
ejemplo, la modulacion mediada por proteina G (la cual se une 2 un motivo
especifico en el Jazo I-l) o la facilitacién por prepulso (Canti y col., 2000) no
se observan con CayBz: pero si con CayBs o Cavfw, sugitiendo que la

interaccién entre Gayoy y Cayl involucra a mas de un sitio.

. Localizacidn y tréfico de canales de calcio dependientes de voitaje.

Los diferentes fipos de CCDV muesiran distinfas distribuciones celulares y
subcelulares con variados papeles fisiologicos. Esto se condice con la
naturaleza altamente localizada de fas sefales de calcio en tas neuronas. En
estas células fos canales de tipo 1 estan localizados en el cuerpo celular y el
fiujo de Ca™ a través de ellos gatilla la transcripcion de genes especificos
{Gomez-Ospina y col., 2086) en {enio que canales fipo N y P/Q estén
localizados en los terminales presinapticos donde su aperiura promueve la
Eberacion de neurotransmiscres {Dunlap y col., 1995; Reid y col., 2003).

La subunidad o,-3 también parece tener un importante papel en la expresion
en superficie de los CCDV (Shistik y col., 1995; Yasuda y col,, 2004; Canfi y

col,, 2005). En células HEK, la omisién de la subunidad a3 resulia en una
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dramatica reduccién de las densidades de corriente de canales de tipo'L,’N
-y~ PIQ. Ademds, a3 y Tay parecen actuar de manera sinérgica para
pramover densidades de corriente mediada por estos subfipos de canales
{Singer-y <ol., ~1991; ¥dmaguchi-y col., 2000). Un-papel para ta-subunidad
a0 en ta regulacion de fa expresién en superficie de CCDV se ha develade
por.observaciones desde una cepa mutante de ratén (Ducky®)-en 1a cual ia
subunidad 0>-5 esta funcionalmente eliminada. En estos mutantes, se
muestra una disminucién en los.registros de-densidad de cortiente para fos
canales de calcio tipo P/Q en neuronas aisladas. Un estudio reciente det
jaboratorio de Dolphin ha revelado gue ia presencia de un sitio. de unién.a
iones metalicos con un motivo Yor Willebrand en la subunidad o2-8 seria
_.crucial para fa expresién en superficie de canales tipo L, N.y P/Q, sugiriendo
que la expresion en superficie de eslos canales. es dependiente. de iones
metalicos (Canti y_col., 2005). La_subunidad 05 fambién influye en la
destinacién de canales del tipo P/Q a balsas lipidicas. Los mecanismos
moleculares de estos procesos alin no se conocen. Una hipdtesis es gue
aumenian la estabilidad del complejo heteromérico del canal de calcio
(Jarvis y Zamponi, 2007}

El papel de [a subunidad y es menos conaocido con respecto al trafico del
canal."Co-expresion en ovocitos de Xenopus s6lo muestran sutiles efectos
en [a funcidn o densidades de corriente. El efecto mas notorio es visto con [a

subunidad y; 1a cual suprime la funcidn de canales de fipo ‘N en cslulas
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COS7 y en ovocitos de Xenopus. Sin embargo la sobreexpresién en
neuronas simpaficas no afecta a canales de tipo N pre-existentes, sugiriendo
que el efecto es debido mas al frafico que a la regulacién funcional {(Jarvis y
- Zamponi;"2007).

Los CCDV por si mismos poseen sefiales de destinacion en fos elementos
citoplasmaticos, amino terminal, carboxilo terminal v tazos intraceiulares.
Tanto Cay2,1 como Cay2,2 contienen un sitio de inferaccion a proteinas
sinapticas {synprinf) en el lazo. H-Hl que une a proteinas tales como
« sintaxina, SNAP-25 y sinaptotagmina (Jarvis y Zamponi, 2005). Esta
asociacion acoepla a las vesiculas sinapticas a fuentes de calcio extracelular,
y sirve como un elemento regulatorio por el cual las proteinas sinapticas
controlan la funcion de los canales de calcio. La unidn de sintaxina al {azo {i-
0l del canal juega un papel en la inhibicibn dependiente de voliaje,
estabilizando la unién de la proteina Gy, al canal (Jarvis y col., 2000,
Dolphin, 2003b). Sinaptotagmina también se une al canal en esta region
frente a despolarizacidn en una manera dependiente de calcio (Sheng ¥
Wyszynski, 1997). “Ofras regiones en el carboxilo terminal de Cay2;2
contienen sitios de interaccion para fas proteinas adaptadoras Mint-1 y
. CASK, las cusles son expresadas en el terminal nervioso presinaptico
(Maximov 'y Bezprozvanny, 2002). Esios sitios de interaccién no estan
presentes en ‘Cay2.1 (Mochida y. col., 2003). ‘Participando también-de la
liberacion de neurotransmisor se encuentran los canales Cay2.3, los cuales

o -presentan -ninguno de os dos elementos antes mencionados y sin
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embargo presentan una marcada destinacion subcelular (Kamp y col., 2005)
sugiriendo Ta presencia de ofros determinantes en la destinacion de esie
canal de calcio.

+os tanales Cay1.2°y Cayl.3a (esta diima es una isoforma con tarboxilo
terminal -largo). contienen - en su. -carboxilo -terminal un -motivo -de unién -a
dominic PDZ. Esta asociacion de Cayt.2 con proteinas que poseen
dominios PBZ juega un papelimportante en acoplar ta fosforitacion det factor

de transcripcién CREB {(Weick y cot., 2003). Sin embargo, un motive poli-

prolina adicional -en Cay1.3a permite que 1a proteina MAGUK Shank se una

tante por su dominioc SH3 comeo por su dominio PDZ, favereciende la
agrupacién y localizacién apropiada de esta isoforma vy ademas parficipando
en la via de sefializacion de pCREB (Zhang y col., 2003).

Poco se conoce sobre la remocion de los CCDV desde la MP. Algunos
hallazgos muestran que la activacién de receptores metaboirdpicos en el

sistema nervioso puede conllevar a la internalizacion de CCDV. Los canales

‘Cay2.2 también poseen en el lazo Il un sitio de unidn para arrestina,

proteina involucrada en el trafico e internalizacién de proteinas de
membrana, abriendo la posibilidad de un mecanismo comin en la

infernalizacién de os CCDV, debido a que ei sifio de union es bastanie

- conservado {63%-de-homologia) {Puckerin y-col., 2008).
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La interaccién de Cayp con otras proteinas podria regular la disponibilidad
del canal en la'MP. Este es el caso de la interaccion con dinamina, ‘proteina
motora involucrada en [z fision de membranas, cuyo reclutamiento por el

-dominio SH3-de CayB-promueve-la-endocitosis-de proteinas -de membrana
(Gonzalez-Gutierrez ycol., 2007Y.

L os CCDV tambidn pueden ser regulados a nivel funcional y en su expresion
en superficie por proteinas G pequefias de la familia RGK (Rem, ‘Rem?2,
‘Rad, -Gem/Kin) La familia-RGK involucra a cuatro miembros, Rad, Gem, Rem
y Rem2. Todas estas proteinas poseen el dominio conservado Ras-GTPasa
-pero difieren de las -Ras GTPasas en {res aspectos. Primero, no -peseen €l
motive- CAAX para la acilacién lipidicz que promuéve la lecalizacién en-la
-mémb;'ané. Segundo; fisnen-una baja-actividad GTPasa intrinseca. Tercero,

- lienen un extenso amino terminal con. un dominio de unidn a la proteina
adaptadara 14-3-3 y un extendido daminio carboxile terminal gue canliene
sitios de unién para 14-3-3 y Ca*’/calmodulina. Todos los miembros de la
familia RGK tienen la capacidad de interactuar con Cayp, debido a esto Gem
inhibe potentemente ef trafico de canalesCay1.2 a la superficie celular de
célufas HEKZ93. Las evidencias sggieren que la distribucion subcelular de
‘Rad, Rem, Rem2 'y Gem estd regulada por proteinas-14-3-3 y calmoddulina.
"Esto fe confiere a‘las proteinas ‘RGK 1a capacidad de regular de manera
indirecta e~ trafico de Cavty @t secuestrar a CayB. Cay puede urir
simuitaneamente a Cavay ¥ & Rem y producir sus efectos, sugiriendo que la

tegulacién -por -proteinas -RGK -puede no ser debida & un desacoptamiento
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entre Cayny y CayB, pero puede ser debido a alieraciones de las
propiedades funcionales def complejo ay-8. Recientemente Bannister y col
(Bannister y col., 2008) demostraron que Rem reduce el nlimero de canales
funcionales en la MP regulando de manera negativa el acoplamiento
excitacidén-contraccion en el musculo esquelético.

Un ciimulo de evidencias apuntan a que la unién con diferentes isoformas
de Cay son factores claves en determinar la distribucién subceluiar de los
CCDV (Wittemann y col., 2000). La visién prevalente indica que la unién de
Cayp al AID ocluiria sefiales de retencién codificadas en el lazo I-i de
Cayay, ya que es posible transferir el lazo I-1l a otra proteina de membrana y
producir con esto su retencion en el RE (Bichet y col., 2000). Aunque ef AlD
es el Gnico determinante en el trafico de Cayaq que ha sido identificado
“claramente, existen datos experimentales que sugieren que la integridad de
AID no es un requisito absoluto. Por ejemplo, al sustituir un triptéfano de la
secuencia-AlD (W386) de Cay2:3 por alanina se suprime la interaccion AlD-
B in vifro (De Waard y col, 1996) pero no la expresién de canales
funcionales en ovocitos de Xenopus (Berrou y col., 2002) Otros trabajos
muesiran que una quimera eritre la-proteina CD8 con distiritas secuencias
de la proteina, tanto con el amino terminal, carboxilo terminal, et lazo lI-IV o
con el fazo I-ll de Cay2.1, es retenida en distintos grados en el RE. Ademas,
experimentos de pull down con péptidos de los segmentos antes

mencionados de Cay2.1 unidos a -GST indican una interaccién entre ellos in
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vitro (Comet y col., 2002), especialmente enire el amino terminal y el lazo I-
H. Trabajando con la subunidad Cay1.2, Wei y colaboradores (Wei y col.,
1996) muestran que el amino terminal del canal tiene una participacion en la
insercién de canales en la MP. Eliminacién de los primeros 40 a 120
aminoacidos del amino terminal (AN40, ANE0, ANSO, AN100 y AN120)
aumenta 5 a 8 veces, tanto las comientes idnicas como las corrientes de
compuerta, mostrando con esto un aumento de los canales funcionales en fa
MP comparado con el canal “wild-type” con amino terminal completo. Es
importante recalcar que en estos experimentos no se co-expres6 Cavf}, por
lo que los efectos son lnica y exclusivamente debido a ia eliminacién del
amino terminal, y que en ninguno de los mutantes se afectd la cinética de
activacion, la carga movilizada, ni la eficiencia en el acoplamienio entre el
movimiento de carga y la apertura del poro. Por lo tanto, estos mutantes se
hacen insensibles a Cayf3 en cuanto a la llegada a la MP. Esto implicaria que
durante la sintesis del canal es posible que superficies complementarias
interaccionen entre si de manera que Cay1.2 con el amino terminal completo
requiera de CayB para ocluir determinantes de retencion y que por lo fanto,
los aminoacidos del 40-120 son capaces de hacerlo por si mismios
favoreciendo con esto la insercién del canal en la membrana plasmatica.
Utilizando una isoforma de Cay1.2 (de amino terminal corto) de hipocampo
el grupo de Soldatov (Kobrinsky y col., 2005) sugiere, en base al uso de

quimeras del amino terminal con un dominio de homologia a plecstrina (PH),
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que el amino terminal puede actuar como un silenciador de fa conductancia
del canal y blogueario en la ausencia de GayB. Al eliminar el amino terminal
casi por completo y co-expresarlo con la subunidad a2-0 la destinacién a MP
no se vio afectada, mostrandose un canal funcional, confirmando que el
anclaje del amino terminal a la MP produce expresién funcional y es
independiente de Cavp.

Estos antecedentes nos llevaron a proponer la existencia de al menos tres
elementos implicados en la expresién en superficie de Cay1.2. El amino
terminal, el lazo |-l y e! motivo AID contenido en este dltimo de manera que
durante el firafico del canal, el reconocimienio de segmentos
complementarios determina la salida del RE: CavB seré capaz de ocluir
determinantes de retencién disminuyendc asi el tiempo de permanencia en
el RE. Estos determinantes de retencién involucrarian una estructura
tridimensional, més que secuencias de retencién clasica, por lo que el
plegamientc adecuado del amino terminal seria necesario para la interaccion
con otros elementos de la propia secuencia favoreciendo o entorpeciendo ia
salida del RE. Como hip6tesis alternativa se propone que la salida de los
canales en el RE es independiente de las interacciones entre distintos

elementos, siendo solo la subunidad Cayp necesaria para la expresién.
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MATERIALES Y METODOS.

1. Biologia molecular.

1.1. Cultivo de bacterias y obtencién de células competentes.

Se utilizé la cepa bacteriana XL1-Blue (Stratagene, La Jolla, CA USA) de
acuerdo a sus caracteristicas genéticas acordes para la amplificacién de las
secuencias clonadas en los vectores pAGA-2 (Wei y col., 1991) y pBluescript
SK+ (Stratagene, La Jolla, CA USA).

Los cultivos de bacterias se crecieron en medio liquido Luria-Bertani (LB) a
37°C con agitacion orbital a 250 RPM en un agitador. Para cultivo en medic
sflido se suplementé el LB con agar-agar al 1,5% (Sambrook y col 1989).
Todos los medios y materiales fueron esterilizados a 121°C, 15 psi por 30 min.
Las transformaciones se llevaron a cabo en la cepa de bacterias XL1-Blue
hechas competentes mediante e! protocolo de cloruro de rubidio que es un
refinamiento del método de fosfato de calcic (Sambrook y col., 1989). En este
método se partid con una colonia de bacterias XL1-Blue aislada de cuitivo en
medio LB sélido sin antibidtico. Con esta colonia se inoculé una colonia 100 mi
de medio LB incubandose con agitacién a a 37°C por foda {a noche. Este cultivo
se difuyd 1:100 en 100 ml de medio liquido minimo (SOB; Sambrook y col 1989)

y se crecié hasta alcanzar una densidad éptica entre 0,5-0,6 unidades de
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absorbancia a 550 nm (ODssor). Los cultivos se sedimentaron a 4800 g por 15
min a 4°C, luego, se resuspendieron en 30 mM Acetato de potasio, 5¢ mM
MnCL, 100 mM RbCI, 10 mM CaCl; 12%(p/v) de Glicerol, a pH 5.8 y se
incubaron por 2 h en hielo. Se vuelvié a sedimentar y se resuspendié
suavemente en 75 mM CaCl,, 10 mM RbCI 12% (p/v) Glicerol 10 mM MOPS a
pH 7.0. Luego de incubar en hielo por 90 min, las bacterias compeientes se
alicuotaron, y se congelaron en nitrégeno liquido almacenéndose a -80°C. El
nivel de competencia de las células obtenidas por este método es de 1X108
unidades formadoras de colonias por microgramo de plasmido pUC18

(Stratagene, La Jolla, CA USA). (CFU/ug ADN piasmidial)

1.2. Transformacién de células competentes con ADN plasmidial.

Para transformar las bacterias competentes con ADN plasmidial estas fueron
descongeladas en hielo por 10 min, iuego se agregd la muestra de DNA (desde
productos de ligacion hasta 1ng de plasmido) y se incubé en hielo por 30 min.
Las bacterias fueron sometidas a shock térmico en un bafio seco a 42°C por 2
min, luego se dejaron en hielo por 2 min mas. Las bacterias se incubaron
durante 1 h a 37°C con medio SOC (Sambrook y col 1989). El cultivo fue
transferido a placas con medio LB mas ampicilina (50pug/ml) (Sigma-Aldrich, St.

Louis MO) y se incubaron a 37°C hasta 16 h.
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1.3. Obtencién y purificacién de plasmidos de DNA.

El DNA se extrajo de un cultivo de bacterias transformadas con el plasmido de
interés y se crecié durante toda la noche (12-16 h) a 37°C con agitacién. La
extraccién se realizé con preparaciones de colurmnas Mini, Midi o Maxi segun

las indicaciones del fabricante (Qiagen Inc., Chatsworth, CA USA).

1.4 Transcripcién in vitro.

1.4.1. Linearizacién y purificacion del DNA.

Los plasmidos se linearizaron con las enzimas de restriccion Hind-lll {canales
de calcio y subunidad @) y Not {constructos del canal de potasio tipo Shaker)
ubicados en el extremo 3’ de la regién a transcribir. Se digirieron entre 10-20 ug
de DNA en un volumen de 50 ul por 4 horas a 37°C. El producio de la
linearizacién se verificd en geles de agarosa al 1% tefidos con GelStar (Lonza
Group Lid. Switzerland). Un volumen de DNA se mezcl6 con 3 volimenes de
agua libre de nucleasas y 1/10 volimenes de 5M NH4OAc (libre de RNasa). A
esta mezcla se le agregé 1 volumen de fenal-cloroformo alcohol isoamilico
(25:24:1 viv) (Ambion Inc, Austin Tx), se mezclé vigorosamente y se centrifugo
a 16000 rpm, recuperdndose la fraccién superior, seguidos por dos lavados con
1 volumen de cloroformo (Sigma-Aldrich, St. Louis MO). Luego, el DNA
linearizado fue precipitado con 1 volumen de isopropanol (Sigma-Aldrich, St
Louis MO) a -20°C por 1 h, centrifugandose a 16000 g por 30 min. El

precipitado se lavo con etanol 70% dos veces y se resuspendid en 10 pl de
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agua libre de nucleasas para luego cuantificar su concentracién por

absorbancia a 260 nm (Sambrook y col 1989).

1.4.2. Sintesis de cRNA.

La transcripcién in vitro se efectué con el kit mMessage mMachine (Ambion Inc,
Austin Tx) utilizando }a RNA polimerasa T7 ya que los distintos clones estan
insertos en vector que contienen promotor T7. Para la sintesis de ¢cRNA de
canales de calcio se hizo una mezcla de reaccién en el siguiente orden agua
libre de nucleasas, 10 pi de NTP-CAP, 2 pl de tampén de transcripcion 10X, 1
ug de DNA linearizado, 1 pl de GTP y 2 pl de la RNA polimerasa T7. La mezcla
se incub6 por 3 h a 22°C, luego se suplement6 con 1 ul RNA polimerasa T7
Plus (Ambion Inc, Austin Tx) y 1 pl de GTP y se incubé por 1 h mas a 22°C.
Finalizado este tiempo se agregé a la mezcla 1 pi de GTP y se incubé 20 mina
37°C, En este punto se detuvo la sintesis, agregando la enzima DNAsa Turbo
que degrada el DNA linearizado en una incubacién de 20 min a 37°C. Para
canales de potasio y CayB se hizo la misma mezcla pero sin el ul de GTP. Esta
mezcla se incub6 por 2 h a 37°C, luego se detuvo la reaccion por una digestion
con DNasa Turbo por 20 min a 37°C. RNA sintetizado se purifict por extraccién
en phenol-cloroformo seguido de una precipitacién alcohélica. Para esto la
mezcla de la reaccién se le agregan 115 yl de agua libre de nucleasas mas 25
ul de NH4OAc (libre de RNasa) para luego extraer con 1 voiumen de fenol-
cloroformo acido (Ambion Inc, Austin Tx) y dos lavados con 1 volumen de

cloroformo (Sigma-Aldrich, St. Louis MO). La fase acuosa se precipité con 1
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volumen de isopropanol (Sigma-Aldrich, St. Louis MO) a -20°C por 1 h, y se
centrifugd luego a 16000 g por 30 min. El precipitado se lavé con etanol 70%
dos veces. Finaimente el RNA se resuspendié en 20 yl de agua libre de
nucleasas. La calidad del RNA se verificd en un gel al 1% de agarosa y por
relacién de absorbancias 260/280 nm entre 1,7-1,8 (Sambrook y col 1989). La
concentracién final se calculé a partir de la absorbancia a 260 nm donde 1

unidad de absorbancia equivale a 40ug/mi de RNA.

1.5. Construccién de mutantes, quimeras y mutagénesis sitio dirigida.

1.5.1. Preparacion de las mutantes del lazo I-If de Cay1.2 y AN132Cay1.2 y con
epitopo Hemaglutinina (HA).

El clon del canai de calcio cardiaco (Va.33) fue obtenido desde librerias de
cDNA de corazén de conejo (numero de acceso GenBank™ X15539) y clonado
en el plasmido pAGA-2 (Wei y col., 1991). Este vector, basado en el plasmido
pGem-3 (Sanford y col., 1991}, contiene la secuencia 5" no fraducida del RNA-4
del virus de! mosaico de alfalfa entre el promotor T7 y la regién codificante para
terminar con de 92 pares de bases de adenina para conformar un coia de
poli(A).

Como fondo se utilizé un mutante de Cay1.2 que carece de los primeros 60
aminoacidos del amino terminal AN60Cay1.2 en el vector pAGA-2 (Wei y col,,
1996). A este se le insertdé un epitopo anti-hemaglutinina (HA) en el lazo

extracelular entre S5 y S6 del dominio If para dar origen a AN60Cay1.2HA por
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PCR (Hidalgo y col., 2006). De manera similar se obtuvo ANS0Cay1.2(W470S)
donde el aminoacido triptéfano en la posicién 470 fue reemplazado por serina
(W470S) y ANSOCay1.2(AAID) que carece del motive de 18 aminoacidos que
une a Cayp (AID) en el lazo I-1l (Wei y col., 1996; Hidalgo y col., 2006) (figura 3).
A partir de esto mutantes se generaron por subclonaje las distintas
combinaciones empleadas esta tesis. Para generar Cay1.2HA se subcloné
entre los sitios de restriccion Spe-l y Afl-ll (New England Biolabs). Para generar
Cav1.2(AAID) y Cay1.2(W470S) se utilizaron los sitios de restriccion Cla-1 y Afi-li
(New England Biolabs) y para AN132Cay1.2(W4708S) se utifizaron los sitios de
restriccion Mfe-l y Afl-ll (New England Biolabs). Todas las combinaciones de

muiantes generados fueron confirmados por secuenciacion.
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Lazo I oo
Figura 3. Esquema del canal de caicio dependiente de voltaje Cay1.2.
El esquema resume la estructura del canal conformada por 4 dominios (I-
IV) cada uno con 6 segmentos transmembrana (S1-86). Los dominios se
encuentran unidos por lazos intracelulares. ElI amino terminal del canal
silvestre (Ca,1.2) fue mutado, delecionando los primeros 60 aminoacidos y
132 amino&cidos para generar dos mutantes AN60Ca,1.2 y AN132Ca,1.2,
respectivamente. La proteina también fue mutada delecionando un
segmento del lazo I-1l el cual une a la proteina Ca\$, el mutante Ca,1.2
(AAID). En el mismo motivo AID se mut6 un aminodcido triptéfano esencial
para la interaccion con Ca8 por serina (W4708). También se utilizaron
combinaciones de mutantes con un epitopo HA incorporado en el lazo
extracelular que une los segmentos S5 y S6 del dominio Il.
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1.5.2. Incorporacién del lazo I-Il en e carboxilo terminal de Shaker.

Se utilizaron como base del constructo el clon de Shaker (Goldstein y Miller,
1993) en pBluescript SK+. La quimera enire Shaker y el lazo I-llc se obtuvo
subclonando el producto de PCR del lazo [-ll de AN60Cay1.2 (cebador directo
GCTAGCGAGTTTTCCAAAGAGAGGGAGAAGGCCAA,  cebador  inverso,
GGCGGCCGCTCAAGATTCGGTCTCACTTGTGGGCATGCT) en los sitios
Nhe-l y Noi-i de pBluescript-Shaker. El sitio Nhe-I de pBluescript-Shaker fue
introducido por mutagénesis sitio dirigida siguiendo las instrucciones del
proveedor (Quickchange-Strategene) con el oligonucledtido
GGCCGTTAGTATCGACGCTAGCGTTTGACTACTGGTGC) antes del coddn

de término del clon de Shaker.

2. Preparacion de ovocitos de Xenopus laevis.

Ranas adultas hembras fueron anestesiadas por inmersion en 0,5% (p/v) Efil-3-
amino-benzoato metilsuifonato (Sigma-Aldrich, St. Louis MO) durante 30 min.
Uno o dos i6bulos de un ovario fueron removidos bajo condiciones estériles a
través de una incisibn abdominal de 10 a 12 mm. Los idbulos son
desmembrados manualmente en grupos de 5 a 10 ovocitos y luego
defoliculados por digestion enzimética con colagenasa tipo 2 (436U/ml,
Worthington Biochemical Corporation, Freehold, NJ) en OR-2 (en mM: 82,5

NacCl, 2,5 KCl, 1 MgCl,, 5 HEPES, pH 7,6) a temperatura ambiente por 1h.
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Luego de varios lavados con SOS (en mM: 100 NaCl, 1MgCh, 1.8 CaClp, 2,5
KCl, 5 HEPES, pH 7,6), Ovocitos estado V y VI fueron seleccionados para
inyeccion de cRNA con micropipetas de vidrio (WPI, Sarasota, FL. USA)
utilizande un nano-inyector (Drummond Scientific Co). Cada ovociio se inyecto
con un volumen de 50 nl de cRNA entre 0,05-1 ug/ul por ovocito. Los ovocitos
fueron mantenidos en placas Petri a 18°C en SOS suplementado con antibibtico
con agitacién suave hasta 7 dias. Al principio se utilizé Gentamicina (300 pg/mi)
(Sigma-Aldrich, St. Louis MO) pero luego de verificar que mucho problemas de
contaminacién se debian a infeccion con Pseudomonas fluorescens, resisiente
a Gentamicina (Elsner y col., 2000) se cambié a Amikacina (300 ug/mi} (Lab

Chile SA. Santiago. Chile).

3. Protocolo Cut Open Voltage-Clamp (COVC).

Los registros de corrientes macroscépicas se hicieron utilizando la técnica de
Cut Oocyte voltaje-clamp o COVC (Taglialatela y col., 1992), utilizando un
amplificador CA-1 (Dagan Corp., Minneapolis MN USA). Esta técnica de voltaje
controlado en ovocito coriado permite aislar una fraccién de la membrana del
ovocito del Xenopus y registrar con gran resolucién temporal y buen control
espacial la corriente que fluye a través de ésta. Entre 20 a 25% de la membrana
del ovocito queda aislada fisicamente y eléctricamente por tres camaras
superpuestas. Las dos camaras supericres tienen agujeros de 0,5 a 0,8 mm de

diametro donde se asienta el ovocito. La corriente de la membrana expuesta al
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compartimiento superior se registra a través un circuito de voltaje controlado
(P1 y P2, figura 4A). Para aislar eléctricamente este compartimento un segundo
circuito {guarda) de voltaje controlado mantiene el voltaje igual al del
compartimiento superior a través de GS1 y GS2. La fraccion de membrana
aislada por el agujero inferior (intracelular) es permeabilizada con un
tratamiento breve con saponina al 0,1 % (p/v) en solucion interna y asi permitir
acceso eléctrico y difusional con el citoplasma del ovocito. El voltaje en la cara
intracelular de la zona expuesta al compartimiento de registro es controlado por
un tercer circuito (Vclamp) a través de Ic y un microelectrodo (TW150F-3. WPI,
Sarasota, FL. USA) de 0,5 a 1,2 MQ que contiene 2M tetraetilamonio-
metanosulfonato, 50 mM NaCl y 16mM EGTA.

Para el registro de corrientes iénicas de canales de calcio se usé una solucién
interna que contiene en mM: 120 de NaMES, 10 EGTAy 10 HEPES, pH 7,3,y
una solucién externa que contiene en mM: 10 de Ba*2 100 NaMES, 10 EGTA Y
10 HEPES pH 7,0 ajustado con &cido metanosulfonico (MES). Se utiliz6 el
software pClamp7 (Axon Instruments Inc., Foster City, CA. USA) para adquirir
los datos de corrientes macroscépicas. En el caso de registros de corrientes
i6nicas de canales de potasio se usd una solucién interna que contiene en mM:
110 KMes, 10 HEPES 2 MgCl,, 0,1 EGTA, pH 7,0 ajustado con MES, y una
solucién externa que contiene en mM:. 100 NaCl, 1 MgCls, 1,8 CaCl,, 2,5 KCl,
5 HEPES, pH 7,6
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1es protocoles basicos que se emplearcn para fegistrar corrientes de canales
_de calcio en el ovocito son: Un protocolo para probar la corriente de Ba®"; Sobre
un voltaje de mantencién de 90 mV, se generan ires pulsos de 50.ms.a -30, 0
Yy +30: m\Ly Para confeccionar |a curva corriente versus voltaje (V) se utlhzo un
volta;e de mantenc:on de -80 mV y pulsos de 60 ms desde —50 hasta +60 mV
en incrementos de 10 mV. Para medir la carga macroscpica movida en la
apertura {Qou) ufifizamos un tercer protocolo {figura 4B) dando pulsos de 10 ms
desde +45 hasta +51 mV con incremeritos de 2 mV y asi registramos Qon al
potencial de reversién de la corriente de Ba®". El voitaje de mantencién de esie
protocolo era de 90 mV, Un cuarto protocolo para confeccionar ia curva de
Sonductaiicia versus el Voltsji (GV): Mantehithishio 2 —80 WV, puisos de 60 ms
desde —40 hasta +156 mV, con repolarizacion a —80° mV las comente
- rgsultantes son filradas a 4kHz y los componentes fineales “son “eliminados
restando 1a suma deIasmmentesevocadaspcrcuatropuises SUCEsivos de un
: 'koﬁart& de’la-amplitud é!e!"’bd!Soﬁ d'e~ interés. Para los dos primeros protocolos se
agrege un ﬁﬁﬂ} digital de 1tkhz. La capacitancia de la membrana Fegistrada se
‘} mzdlo con un-guinto:protocele que consistia en-un pulso de 400 ms.a +20 mV
desde un yolisiede mantenc;en «de —80-mV. Los protocolos para los registros de
-.canales-de-potasio-en-el- ovoclto son:-Uno-para’ confeccionar una: curva V-
Mantenimiento &:-90mV, con pulsos de. 30°ms desde -80’hasta +70:mV con
incrementos de 10 mV. El andlisis de los registros se desarrollo con el programa

pClamp 6.0 {Axon Instruments Inc., Foster City, CA. USA).
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Figura 4. Diagrama esquemdtico de la camara de registro y la
electronica en COVC y medicién de Qon.

A. La camara de registro esta compuesta por el compartimiento externo de
registro (a), el compartimiento de las guardas (b) y el compartimiento
intemo donde se inyecta corriente (c). El ovocito es asentado entre las
camaras a y b y los compartimientos se encuentran sellados con vaselina
(d). La superficie del ovocito que da a la camara inferior (C) es
permeabilizada con saponina (e). B. Qon fue medida integrando las
cormientes transitorias de salida (inset) al inicio de un pulso de voltaje
cercano al potencial de reversion de la comiente de Bario (lg.) es
determinado empiricamente por varios pasos de voltaje de +51 a +45 mV)
con incrementos de 2 mV (trazo rojo)
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4. Separacién de membranas totales desde ovocitos.

Un grupo ovocitos fueron homogenizados mecanicamente con un
homogenizador Dounce en 20 pi de HbA (en mM: § MgClz, 5 NaH,PO,, 1 EDTA
80 Sacarosa, e inhibidores de proteasas, 1 PMSF, 20 Tris pH 7,4, 5 pg/mL
leupeptina y pepstatina) y centrifugados dos veces por 5 min a 4°C a 200 g.
Para obtener la fraccion de membranas totales el sobrenadante es recuperado
y centrifugado por 20 min a 4°C a 16000 g. Para la inmunotransferencia la
fraccién de membrana se resuspendié en 4 pl de tampén Laemmli (tampén
Laemmili 2X: 4% (p/v), 20% glicerol (v/iv) 10% 2-mercaptoetanol, 0,004% azul de
bromofeno!, 0,125M Tris-HCI, pH 6.8) {(Laemmli, 1970) por ovocio y

almacenadas a -80°C (Kamsteeg y Deen, 2001).

5. Fraccionamiento subceluiar.

El protocolo de fraccionamienio usado es una modificacion del protocolo de
Corey y col. 1994 (Corey y col., 1994). Un grupo de entre 30 a 100 ovocitos
inyectados fueron homogenizados en 200 pl tampén TE (en mM: 50 Tris, 1
EDTA pH 7,5) con 0,32M sacarosa mas inhibidores de proteasas (1mM PMSF,
5 pg/mi leupeptina y 5 ug/ml pepstatina) centrifugados dos veces a 1000 g por
10 min a 4°C. El sobrenadante fue cargado en una gradiente continuo de
sacarosa (desde 2,0-0,6M de sacarosa en tampén TE mas 5mM de MgCl,). Las
muestras fueron centrifugadas a 40000 rpm por 3 h a 4°C en un rotor SW60TI

(Fuerza centrifuga relativa: RCFmaxma 215578; RCFpuomedo 164326). Se
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muestras fueron centrifugadas a 40000 rpm por3 h a 4°C en un rotor SW6OTi
{Fuerza cenirifuga relafiva: RCFumadma 215578; RCFpomedo 164326). Se
recolectaron 15 fracciones desde el fonde def fubo de alrededor de 250 pl cada
una. La concentracion de sacarosa de cada fraccion recolectada fue estimada a
p;ar’tir de la medicién con un refractometro calibrado con las soluciones madres
del gradiente {(2M, 0;6M y 0,32M sacarosa). Se agregaron 5 il de tampdn
Laemmii 3X a 15 pt de cada fraccién y se cargaron en urr gel SDS-PAGE al 8%,
que-luego-fue sometido-a-electroforesis-a 170-V-por th: ‘Luego se transfirigrona
membranas de PVDF (MilliPore) a 30V toda la noche a 4°C o bien & 100V por
75 -min 2 4°C con agitacion. -Las -inmunotransferencias fueron blogueadas con
leche descremada (5% LD, Svelty-Nestlé) 5% (piv) en TBS (en mM: 150 NaCl,
2.8 KCI, 25 Tris-base, -pH 74) Las membranas fueron lavadas 3 veces por 5
min con TBS y luego se incubaron con anticuerpo primario en TBS mas 5% LD
toda la noche a 4°C con agitacion. Finalmente las membranas se lavaron 3
veces con TEBS por 5 min.

Para revelar el anticuerpo primario se ufitizaron anticuerpo secundario
conjugados con peroxidasa de rabanc (HRP; Sigma-Aldrich, St. Louis MO),
incubando fas membranas en TBS mas 5% LD a temperatura ambiente por 3
horas en presencia del anticuerpo secundario. Las membranas Tfueron lavadas
extensamente con TBS. Se agregaron a las membranas reactivo luminol mas
sustrato peroxido estabilizado en partes iguales {(SuperSignal West Femito,
Thermo Scientific, Rockford) v la reaccion de luminiscencia fue capturada con

-una ‘camara enifriada y -acoplada capacitativamente -a -un diodo CCD (KODAK)
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de un sistema de documentacién de geles (Epichemi 3 Darkroom, UVF_T) con et
software LabWorks 4:6 {Media-Cybernefics, inc). Este sistema permite integrar
la imagen en el dispositivo de la camara por fiempos prolongados para mejorar
- la-sensibilidad. -Aqui se utilizaron-integraciones-de-1-a-1200-s.-asegurandosete
que neo haya saturacion de la camara. Para re-usar las membranas se
eliminaron los anticuerpos unidos. con un tratamiento con NaOH 0,5M por 10
i
Para identificar los dislintos tipos de membrana se utilizaron anticuerpos
“especificos para RE y MP. Como marcador de RE utilizamos anticuerpos contra
1a proteina PDB, 1a cua! es una-preteina luminal que participa en la formacion de
puentes disulfuro y como control del plegamiento correcto de proteinas recién
sintefizadas (Hillson y col, 1984; lyles y Gilberi, 1991) ﬁUt-iliza-mosl,,e!
. anticuerpo anti-PDI en una, dilucion 1:1000 (Mouse monoclonal antibodie-BDr
Transduction Laboratories) Como marcador de MP utilizamos anficuerpos
contra la protefna constitutiva de membrana Na'/K'ATPAsa. Esta bomba es
usada ampliamente como marcador de MP en diversos sistemas celulares y en
ovocitos de “X: laevis. {Corey y col.,; 1994). Utiizamos e! anticuerpo anfi
Na'/K’ATPasa en una difucién 1:200 (Mouse monoclonal antibodie-Santa Cruz
Biotechnology)
Para revelar anii-HA se ulilizo Anti-Rat [gG (whole molecule}) HRP (Sigma-
Aldrich, St. Louis MO) y-para Anti-PDI y Anti-Na Anti-Mouse1gG {H+L) {Jackson

ImmunoResearchy).
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6. Medicion quimioluminiscente en ovocitos nicos.

Desarrollamos un método para medir 1a expresion en superficie de proteinas en
ovocitos de Xenopus Jaevis con guimioluminiscencia basado en el protocolo
descrito por el grupo de Jan (Zerangue y col., 1989) y otro método publicado
por el grupo de trabajo (Hidalgo y col, 2008) pero en vez de utilizar un
luminémetro se obtuvieron imagenes con el mismo sistema utilizado para
revelar los western blot (Epichemi 3 Darkroom, UVP). Se utilizd para este
protocolo el constructo con el epitopo de hemaglutinina (HA) insertado entre el
lazo S5-S6 del dominio il de Cay1.2. La figura 6 describe un experimento
control de este método. Entre 3-10 ovocitos fueron fijados por 15 min a 4°C en
formaldehido al 4% en solucién estéril ND96 {(en mM: 96 NaCl, 2 KCI, 1 MgCl,
1,8 CaCl,, 5 HEPES, pH 7,4, esterilizada con filtros de 0,2 um) y iuego lavados
tres veces con ND96 a 4°C, Esto ovocitos fijados fueron almacenados con
ND96 en una placa de ELISA de 24 pocillos a 4°C. Los ovocitos fueron
incubados por 1 h con solucion de bloqueo 1% BSA-ND96 (usada en los
siguientes pasos de incubacion con anticuerpos) y luego toda la noche con una
dilucién 1:300 de anticuerpo monoclonai anti-HA (Roche Applied Science.
Mannheim) a 4°C con agitacion suave. Transcurrida la incubacién los ovocitos
fueron lavados tres veces por § min con ND86 a 4°C para luego incubarios con
anticuerpo secundario en una dilucién 1:2000 anti Rat IgG (whole molecule)
HRP (Sigma-Aldrich, St. Louis MO) por 80 min a 4°C. Una vez lavados tres

veces por cinco minutos en ND96 a 4°C fueron ordenados en una camara
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(figura 5) para la reaccién de luminiscencia. Esta consiste en agregar 25 pl en
parfes iguales de reactivo luminol méas sustrato peroxido estabilizado
(SuperSignal West Femto, Thermo Scientific, Rockford) a cada posilio. La sefial
quimicluminiscente fue detectada con la captura de una imagen integrada entre
1-60 s con el sisterna Epichemi 3 Darkroom, (figura 6).

Como controles para reacciones inespecificas a los anticuerpos 1° y 2° se
utilizaron ovocitos sin inyectar o expresando una proteina de membrana que
posee un epitopo HA expuesto hacia el lado intracelular (HA-Shaker-IR-T44SF).
Como control positivo para probar el método se utilizaron ovocitos inyectado
con AN60Cay1.2HA cRNA luego de § dias de cultivo. La figura 6 muestra una
imagen de ovocitos representativos de cada condicién experimenta utilizando
5s de integracién. En esta se ve que solo se detecta luminiscencia en los
ovocitos inyectados con cRNA de AN60Cayt.2HA incubado con el anticuerpo

primario y secundario.

7. Analisis estadistico.

Andlisis estadisticos fueron desarrollados usando la prueba t de Student o
analisis de varianza de una coia segiin sea apropiado. Diferencias estadisticas

de p<0,05 fueron consideradas significativas.
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4 mm

Figura 5. Camara para la deteccién de quimioluminiscencia en
ovocitos (nicos.

Cémara de acrilico transparente con orificios de 2 mm de
profundidad y 4 mm de didametro donde se asienta el ovocito. El
volumen de la camara es de ~30 pl.
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Anticuerpo Anti-HA & ” +

Anticuerpo Anti RAT-HRP = + 3

Ovocitos sin inyectar

DN60Ca,1.2HA C

HA-Shaker-T449F

Figura 6. Controles de deteccién de canales en la superficie de
ovocitos.

Ovocitos sin inyectar, inyectados con cRNA de Shaker-IR-T449F, o con
cRNA de AN60Cay1.2HA fueron tratados con anticuerpo 1°, 2° o
ambos. Solo AN60Cay1.2HA tratado con ambos anticuerpos dio una
sefial. La expresion de canales también fue corroborada por

electrofisiologia en COVC en ovocitos del mismo lote.
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RESULTADOS.

17 Regulacidn dela-insercidn de Cavay-porla subunidad §.
«Estudiamos. Ja_participacion de.CavB.en la.insercion de canales en o MP
-ytilizando la isoforma cardiaca -del GCDV clonada desde caorazdn de conejo

(et y cok, 1891).

1.4. Efectos de la subunidad 8 del canal de calcio en Ia insercion en P

deCayi.2.

Confamos con dos mefodologias para cuanfificar Ia cantidad de canales
-presentes -en ‘la -supefficie -del -ovocito. Una, que se utiliza con
regularidad en el laboratorio es. la medicion electrofisiologica-de-canales
en superficie, cuantificando =l ‘movimiento de-cargas asociadas a la.
apertura del canall Los canales de iones dependientes de voilgje,
contienen sensores que se-mueven -en el campo eléctrico durante el re-
~arreglo de la protefna en respuesta a un cambio en ef voltaje de ia
-membrana. -Este -movimiento -produce -un degplazamientc neio de
cargas que se manifiesta en corrientes capacitativas denominadas
corrisntes -de -compueria, donde la conservacion de cargas entre Qony
Qoer Se mantiene (Neely y.col, 1993) en’ registros con Co* como

. blogueador de-lacoiriente idnica: En .ausencia‘de’Co™ la corrienteal
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final del pulso es ta suma de la Qoer con'la corrientes de de entrada de
Ba® gue es mayor en presencia de-CayB. La integral de esta corriente
se comresponde con [as cargas desplazadas durante una
-despolarizacién (Noceti-y-col.,-1998). ‘Un-canal-de-caicio -moviliza: 8,8
cargas elementales durante una despolarizacion a 40 mvV y ia
activacion de-7x10° canales funcionales resulta enla transferencia de 1
pC, (Noceti y col., 1896). La técnica COVC tiene la resolucion necesaria
-para-registrar corriente -capacitativas de unos pocos nA de amplitud en
unas pocas decenas de milisegundo. Al integrarlas.se corresponde con
10-pC -de movimients de carga de activacion ¢ Gon 10 -cual hos permite
detectar la presencia de canales funcionales desde 7 X 16° para la
_ superficie de membrana aislada.por la técnica del COVE, que equivale
2 un_20% de la. superficie fotal (1 mn¥®, didmetro de. um: ovocitowen:
“estado V| es de 1,3 mm). El otro método se basa en fa defeccién por
quimioluminiscencia de complejos entre CCDV y anticuerpa en ovociios
(nicos. Al comparar las mediciones en los mismos ovocitos con ambos
métodos encontramos una buena correlacidn entre Qon Y |2
quimioluminiscencia {figura 7). EI grafico de fa figura 7D muestra que
existe una buena correlacion erntre las mediciones de Qoy y 12 medicion
de quimicluminiscencia sobre el mismo ovocito. En este experimento
-registramos -ovocitos en COVC -gue ‘luego -fueron -fijades en
formaidehido al 4% tal como se describe en “Materiales y métodos”. Por

otro -lado el desarrolio “de -la técnica de deteccion de -proteinas en
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superficie nos permitid hacer un seguimiento de la incorporacion de
Cay1.2HA en la condicién solo o con CayvBzs. En la figura 7C se grafican
las mediciones de Qon comparadas con las mediciones de
quimioluminiscencia al quinto dia post-inyeccién. En ella podemos notar
que el aumento de la expresion asociado a la co-expresion de CayBz.
es mayor con las mediciones de Qon, comparadas con las de
quimioluminiscencia. La diferencia de Qon es, de aproximadamente 10
veces, de 24,3+7,3 sin Cavfz, a 206,2+39,8 pC con CayBz. (n=13 y 15,
respectivamente), en tanto que solo se cbserva aumento de fres veces
con quimioluminiscencia: de 0,29+0,01 a 0,5740,03 URL/URLyax con

CavBa, (n=37 y 40, respectivamente).

La figura 8A muestra imagenes de quimioluminiscencia de ovocitos
tomadas a varios dia post-inyeccién de ¢cRNA Cay1.2HA solo y co-
expresandolo con el cRNA de .Cav|32a, partiendo por 1 dia. La figura 8B
muestra un curso temporal promedio (n=3) de la insercién de canales
en la superficie deil ovocito, de 1 a 6 dias. En grafica imagen se cbserva
el notable aumento en la expresidbn de canales en superficie en
presencia de CavBz. Cuando los ovocitos son co-inyectados con el
cRNA de Cayf2. la cantidad de canales que alcanza la superficie de los
ovocitos después de 6 dias de expresién es mayor (figura 8A y B) pero
el curso temporal es similar. Es decir, el aumento no se debe a una

mayor velocidad de aparicién de canales en la superficie presencia de
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CayBzs St NO que a que a una mayor cantidad disponible para la
insercion.

Para discriminar que el aumento en la sefial de gquimioluminiscencia y
en Qon en los ovocitos co-inyectados con el cRNA de Caypz, se debe a
un aumento en la eficiencia de incorporacién de canales en superficie y
no a cambios en la sintesis de proteina, separamos membranas totales
de ovocitos inyectados y mediante una inmunotransferencia
cuantificamos la banda inmunoreactiva a HA versus el control interno de
membrana Na'/K’ATPasa (figura 9). De tres experimentos
independientes no obfuvimos diferencias significativas entre ambas
condiciones, indicando que no hay un aumento de ia proteina Cay1.2HA

cuando se co-inyecia con Cayza.
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Figura 7. Correlacion entre los registros de Qon en COVC y

medicion de canales en superficie con quimiolumuniscencia.

Ay B. Imagen de quimioluminiscencia de ovocito con su respectivo
registro de Qon. C. Cuantificacién de canales funcionales y de
superficie de Cay1.2HA. Grafico de barras de corrientes de
compuerta Qon (pC) de ovocitos que expresan Cay1.2HA, con y sin
CavB2a al quinto dia (barras negras) comparado con registros de
quimioluminiscencia (URL del epitopo HA/s) (barras blancas) del
mismo lote de ovocitos (t-test, * P<0.05). D. Qon versus
quimioluminiscencia de ovocitos expresando Cay1.2HA. Se
registraron en COVC ovocitos co-expresando o no CayBza. Con los
mismos ovocitos se mididé la quimioluminiscencia (expresado en
URL epitopo HA/s) la linea continua corresponde a la regresion
lineal mientras que las lineas discontinuas corresponden al 95% de
confidencialidad del analisis de regresion.
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Figura 8. Cayf aumenta la insercion de canales en la MP.

A. Imagenes de quimioluminiscencia de ovocitos en un curso
temporal de 6 dias. B. Curso temporal de la expresién de Cay1.2HA
en la superficie de ovocitos, solo (O) o co-expresado con Cayfza (®),
promedio de tres experimentos independientes tomando en cada
tiempo entre 3-10 ovocitos. El valor de URL/URLwax corresponde a la
normalizacién por el valor maximo de quimioluminiscencia para cada
set de experimentos. C. Registros representativos de Qon 5 dias
post-inyeccion. D. Qon de ovocitos al quinto dia post-inyeccion de
cRNA Cay1.2HA (n=18) o Cay1.2HA mas CayB.a (n=15) obtenidos de
los mismos lotes de ovocitos de los promedios del curso temporal en
B. (t-test, * P<0.05).
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Figura 9. Co-inyeccion de Cayf2. no aumenta la expresion de proteina
Cay1.2HA.

A la izquierda se muestra una inmunotransferencia de membranas totales de
ovocitos contra el epitopo HA y contra el marcador de MP, Na*/K'ATPasa. El
grafico de barras de la derecha muestra las medias de la razon de la sefal
URL de epitopo HA contra URL epitopo Na'/K'ATPasa mostrando que no

hay diferencias en la expresion de Cay1.2HA en ambas condiciones. (t-test).
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1.2. Determinacién del efecto de CayP2. en la localizacién subcelular de

Cay1.2HA en ovocitos de Xenopus.

Nuestros experimentos de quimioluminiscencia y de mediciones de
movimiento de carga confirman que la incorporacion de Cay1.2 a la
membrana de los ovocitos aumenta con la co-expresion de Caypza.
Para resolver si esto se debe a una regulacién del trafico de Cay1.2
investigamos posibles diferencias en el patrén de distribucion de Ia
proteina en distintos compartimentos intracelulares utilizando
fraccionamiento subcelular por sedimentacién en gradientes continuos
de sacarosa. La figura 10 muestra resuliados de tres experimentos
independientes 12, 48h y 96 h después de la inyeccion de cRNA.
Alicuotas de las fracciones 2 a la 15 fueron sometidas a electroforesis
en geles de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE), la presencia
de Cay1.2-HA, y marcadores especificos de membranas del RE
(distlfuro isomerasa o PDI) y membrana plasmética (Na™-K" ATPasa)
fue revelada por westemn blot.

La figura 10 resume la distribucion de los distintos epitopos en las
fracciones de los gradientes continuos de sacarosa normalizados por la
sefial maxima de quimioluminiscencia para cada epitopos
(URL/URLyax).

Los perfiles de los gradientes continuos de sacarosa muestran que en

presencia de CayB, Cay1.2HA tiende a las fracciones donde esta el

47




marcador de MP Na'/K'ATPAsa_ Para cuantificar este efecto utilizamos
los valores de la integral bajo cada curva del perfil de HA en la
inmunotransferencia, normalizados por el tiempo de integracion con el
que se capturd la imagen. Con este resultado hicimos una razon
respecto de 1a integral bajo la curva con el marcador de compartimiento
de interés (PDI o Na'/K'ATPasa), ambos normalizados por sus propios
tiempos de infegracién. La figura 11 muesira el resumen de los
experimentos de fraccionamiento subcelular a 12 h (n=3}, 48 hr (n=3) y
96 h (n=4) para cada condicion con y sin Cayfz.. En estos se observa
que- en presencia de CayBz. @ las 96 horas una gran proporcion de
Cayt.2HA se ha desplazado hacia la MP, sin embargoe, siempre hay

presencia de la profeina en el RE.
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‘;'Fig‘ura‘-‘lﬂ;:Efectd%de:‘Cavﬁu-,ﬂnzla-z.distrihut‘.'iﬁnf:de"Caqfls;zHA.en::oyocitosr
-tle Xenopus:laevis-12, 48y 96:h post-inyeccion.

Perfiles de gradientes continuos de sacarosa (A, concentracion molar de

™
>

sacarosa) con marcadores de RE (e, proteina disulfuro isomerasa, PDI), MP

(A, proteina Na'/K'ATPasa) y de Cay1.2HA (e, epitopo HA) visualizados por
inmunotransferencia y expresados como la razén entre ia sefial (URL) en la
fraccion por la sefial méaxima (URLwax) del epitopo. Las membranas fueron
preparadas desde ovocitos inyectados con cRNA de .Cay1.2HA solo
(izquierda) o con CRNA de CayBz (derecha) 12, 48 o 96 horas post-

inyeccion.
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Figura 11. CayB.. desplaza a Cay1.2HA hacia la MP.

Los graficos fueron obtenidos a partir de inmunotransferencias dividiendo la
integral de la sefial quimioluminiscente HA (IOD/seg) por la del respectivo
marcador de membrana (PDI o Na*/K'ATPasa) desde fraccionamientos de
12, 48 y 96 h post-inyeccion de cRNA de Cay1.2HA o co-inyectado con el
cRNA de Ca\p2.. (t-test * P<0.05).
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1/3. Destruccién del sifio principal de unién de la subunidad § no
impide la éxpresion de canales funcionales.
Estudios con isbforthas neurbhales del ¢anal de calcio y utilizando
células de mamiferos como sistémas de expresion (Bichet y col., 2000;
McEnery ¥ col.,. 1998; Comet y col., 2002; Daiton y col., 2005) indican
que la unidn de la subunidad B con la secuencia AID de la subunidad oy
es nécEsaria para gue los canales de calcio alcancen la membrana
plasmatica. Para explorar si esto es vélido para Cay1.2 expresado en
ovocitos, sé investigs el impacto de- eliminar et motivo AID en- la
expresion de canales funcionales utllizando la medicion de Qon.
Consistente con la destruccion de la interaccién o4-B en mutantes
carentes del motivo AID {Cay1.2(AAID)); la co-expresion de Cayf§ no
altera los valores de Qon. Lo queé resultd inesperado es que
-Cyaﬁ‘.'z_(AAlD)- diera lugar a canales funcionales cuantificables por
mediclibnes de Qo (figura ﬁ'é). ‘Sin embérgo: los niveles de exﬁresién
son visitlemerite menores a los dél fipo silvestrs co-expresado con
CayB2s (Fig 8), confirmando. que CayvpBz juega un rol importante en &l
trafico de Cay1.2'hacia Ta MP, dungue contrario a fo que se pehsaba no

es un requisito absoluto,
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Figura 12. Deleci6n del motivo AID suprime el efecto de Cayf en la
aparicion de canales funcionales en la MP.

A Registros representativos de Qon de ovocitos que expresan
Cay1.2(AAID) solo (n=7) o co-inyectado con cRNA de CayB2. (n=7) al
quinto dia después de la inyeccién. B promedios mas el error estandar de
Qon (pC) en ambas condiciones. La diferencia no es significativa (t.-test,

p>0.05)
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3. Regulacién en Ia insercién en WP de Cayos.por ef amino terminal.

Gtro elemento estructural que fiene on impacto relevante sobre os niveles de
expresién de Gay}-2 se encuentra on el amino terminal {NT)-que s8 manifiesta
an ovesites de X, fagvis (Wei v eclaboradores 1996). i-a eliminacion de ios
primeros 40 a 120 aminoAcidos del NT de Gav1.2 se correlaciona con un
aumento de hasta 6 veces en Qon af comparariocon Ja forma silvestre en
ausencia de CayB. Una posibilidad es gque en ‘esjos vanales inmcados €l
requerimiento de nidn a la subunidad auxiliar para-su {rafico a {a MP se hayfxr
relajado.

A través de mediciones de Qoy ¥ quimicluminiscencia comparamos os niveles
de expresidn funcional de un canal de largo completo {Cay?.2-HA) con uno Ggue
carece de los primeros 80 aminoAcidos, {ANB0Cay1.2:HA) que incluyen el
epitopo-HA- (Fig 13) A diferencia de Gay1.2-HA; ANB0Cay1.2-{Figura 13A yB)
la-presencia-de- Cayfea N0 se-correlaciona con-un aumento en la-expresion de
canales funcionales en la MP de ovocitos. En- presericia- de- GavBza, 18 Qon
promedio {31 ovocitos en.3 lotes) fue de 137,3417,5pC, virlualmente idéntica al
promedio obtenido de ovocitos no £o-inyectados con 1a cRNA de la subunidad
auxiliar {1354x145 pC, 3 lIotes, n=27). Estos vesultados confirman
publicaciones anteriores de nuestro grupo. {Hidalgo v col., 2008; Neely y col,
2004). En los experimentos con ANB0Cay1.2-HA {figura 13C) tampoce hay una
diferencia estadisficamente significativa entre ovocitos inyectados solo con

ANBOCav1 2-HA cRNA en comparacion con los co-inyectados con CayB cRNA.
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: Dado gue estos experimentos. eran esencialmente confirmatorios de Hidaigo y

col. (2606) sclose registraron 3 ovocites en cada condicién y-enun soloiote.

2 1. Determinacién del cursc temporal en la insercion en MP del
miutanie AN60Cayt.2.

Une posibilided para explicar {a pérdida. aparente de la regulacién en ia
expresidn por CayB es que ia eliminacian de los -primeros 80 aminoacidos de
Cay1.2 produzca un aumento general de la velocidad del frafico a ta membrana
y que al quinto dia de expresion las posibles. diferencia entre ovocsites con y sin
CayP se reduzca. Esto es aun mayor si consideramos los resultados de nuestro
grupo {Gonzalez y-col., 2007) gue muestran que.Gayf3 promueve 12 endocitosis.
Para investigar esta posibilidad, 'se .midié 1a expresion superficial AN60Cay1.2-
HA por quimicluminiscencia a distintos fiempos despugs de da inyeccion de
cRNA. La figura 13 F muestra 1a curva temporal de expresién donde al tercer
dia se Ylega alos niveles méximos de expresin no exisfiendo diferencias muy
marcadas en la incorporacion de canales en la superficie &n presenciade GayB.
Si, flama ia atencion gue al fercer dia se produce un aumento abrupfo en ia
insercion de canales -en presencia de Cayfz, pero fuego AN60Cay1.2-HA en
ausencia de CayBz; lo alcanza entre ol cuardo y guinto dia. También
observamos gue en-presencia de- Cayf., la canfidad de proteinas ANSOCay1.2-
HA comienza a caer, demaners que al quinto dia, se iguala con {a registradas

en ausencia de CawPz. Es claro que la eliminacién de los primeros 60
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aminogcidos sumentan 1a velocidad de insewcion pero. mas dlla de esta
aceleracion en el fréfico, este es menos sensible a la GavB.que en los canales

de NT delargo completo:
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Figura 13. Eliminaciéon de los primeros 60 aminoacidos del amino
terminal de Cay1.2 no provoca cambios en la incorporacion en la MP en
presencia de Cayf.

A. Registros representativos de ovocitos que expresan AN60Cay1.2HA en
ausencia o presencia de Cayf32.. B. Promedio de las Qon de ovocitos al quinto
dia post-inyeccion de cRNA AN60Cay1.2HA (n=3) o AN60Cay1.2HA mas
CayPz. (n=3), (t-test). C. Registros al quinto dia de ovocitos en el curso
temporal de la figura F junto con el grafico de Qon (D). Media mas SEM. (t-test
sin diferencias significativas) E. Ovocitos representativos del curso temporal
de AN60Cay1.2HA en presencia o no de CayBz, graficado en F. F. Curso
temporal de la expresion de AN60Cay1.2HA solo (O) o co-expresado con
Cayvpza (®). Para cada tiempo fueron tomados entre 3 a 6 ovocitos.
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2.2. Efectos de la destruccién de 1a interaccién as-f§ a través del AlID en

1a insercion entaViP del mutante ANG0Tay1.2.

Para confimar_que 1z eliminacion de los primeros 60 aminoacidos del NT de
Cav1.2 conlleva a una perdida de sensibilidad a CayB;. en su incorporacion a la
MP, se hicieron experimenfos con un mufanie en que el fripféfano de Ia
serina (AN60Cay1.2(W4708)j (Hidalgo y col, 2006). Los registros de Goy
muestran que no existen diferencias enire 1a condicidn sin TayBz, 1187,1#23,0
tres lotes de ovocitos, n=13) 'y con CayBa, (144,3%13,5, 3 lotes de ovocitos,
n=17) {figura -14)." Ademdés, los valores ~de “Qen 10 —se j;iiférencian de fos

obtenidos cort el miitatite con ef motive AD intacto (figiira 13B y D).

58




Tabla 1. Efectos de las deleciones del amino terminal y de los

mutantes en el motivo AID sobre las corrientes de compuertas.

Qon (pC)

Sin CavBza (n) Con CavB2a

{n)

Cay1.2 9,129 (33)  140,1%26,5  (27)
Cayl.2HA 24,3%7,3  (13) 206£39,8  (15)
Cay1.2A(AID) 15,9166  (7) 27,8%11,9 )
ANG0Cay1.2 13543145  (27)  137,3x17,5  (31)
ANG0Cay1.2(W470S) 187,4%23,0 (13)  144,3%138 (17)
AN132Cay1.2 0,280,2  (14) 28,3312,1 _ (16)
AN132Ca,1.2{AAID) 10,3365  (3) 22,2459 3)
AN132Cay1.2(W470S) 245:11,9  (7) 33,0218,7 @)
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Figura 14. Eliminacién de residuo critico en la interaccion con Cayf no
interfiere con la incorporacién de canales funcionales en la MP.

Registros representativos de Qon en COVC al quinto dia de ovocitos que
expresan AN60Cay1.2(W470S) solo o co-inyectado con cRNA de CayBz Ala
derecha se muestra un grafico de los promedios de Qon €n ambas condiciones
no habiendo diferencias en la insercién de canales funcionales en la MP en

presencia de Cayf (t-test).
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2.3. La eliminacién de gran parte del amino terminal de Cav1.2, restaura
la dependencia de Caf8 para la expresion de canales funcionales

en Ia membrana plasmitica.

La eliminacién parcial del amino terminal en 40, 60, 80, 100 y 120
amino&cidos muestra un claro efecto de independencia de Cayp para ia
expresion de canales funcionales expresados heterélogamente en
ovocitos de X. Jasvis (Wei y col 1996). Sin embargo, la eliminacién de
los primeros 132 aminoacidos (AN132Cay1.2), de los 156 posibles que
compeonen el NT de Cay1.2, muestran una marcada dependencia de la
presencia de CayB. para en la expresion de canales funcionales.
Cuando los ovocitos son inyectados con cRNA de AN132Cay1.2 las
corrientes de compuerta no pueden ser resueltas (0,210,15 pC, 5 lotes
de ovocitos, n=14), mientras que cuando se co-inyecta con el cRNA de
CayBsz., las corrientes de compuerta pueden ser claramente resueitas
(28,3%12,1 pC, 5 lotes de ovocitos, n=16, figura 15). Esto sugiere que a
diferencia del tipo silvesire, la presencia de Cay es un requisito
absoluto para estos mutantes. Para corroborar esta hipltesis,
investigamos el impacto de la destruccion de la interaccion a-B
mutando el aminoécido triptéfano en la posicion 470 por serina (W470S)
o eliminando la secuencia AID. Para nuestra sorpresa, tanto
AN132Cay1.2 (W470S) y AN132Cay1.2(AAID) pueden alcanzar la MP y

dar jugar a canales funcionales aunque como era de esperar los valores
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de Qon NO son significativamente diferentes en ovocitos co-inyectados
con cRNA para CavpBza (figura 16) Los registros de Qon de dos lotes de
ovacitos para AN132Cay1.2(W470S) solo, fue de 24,5£11,9 pC (n=7) ¥
co-expresado con CayBza 33,0+18,7 pC (n=8). Los registros de Qon de
un lote de ovocitos para AN132Cay1.2(AAID) solo, fue de 10,316,5 pC
(n=3) y co-expresado con Cayfa 22,215,9 pC (n=3) (Resumen de Qon
en tabla 1). Esta reversion en la dependencia de Cayz. nos sugiere
que debe existir una unibn complementaria entre CayBa y el
aminoterminal que regula la incorporacién y trafico del canal hacia la

MP.
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Figura 15. Eliminacién de los primeros 132 aminoécidos del amino
terminal de Cay1.2 vuelve al canal completamente dependiente de
Cayf2, para su expresion en MP.

Registros de Qon representativos para AN132Cay1.2 en COVC filirados a
4kHz, solo o co-Inyectado con cRNA de Cayfz.- A la derecha se grafican

las medias més el error estandar de las Qon. (I-fest, * p<0,05).
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Figura 16. Eliminacion de la interaccion ay-§ revierte la dependencia
absoluta en la incorporaciéon de AN132Cay1.2 en la MP.

Registros de Qon representativos para AN132Ca,1.2(W470S) vy
AN132Cay1.2 (AAID) obtenidos con COVC y filtrados a 4kHz, solos o en
presencia de Cavf2.. A la derecha se grafican las medias mas el ermor
estandar de las Qon. Nétese que se recupera la incorporacion de canales
funcionales en la MP al suprimir la interaccién con Cayf2.. (t-test)




3. Capacidad reguladora del lazo Il

E! lazo intracelular que une los dominios ! y Il de Caya4 ha sido implicado
en fa unién de CayB por medic del motiva AID (Pragnell y col., 1994).
Dicha unién regularia la funcién del canal aumentando la probabilidad de
encontrar al canal en un estado abierto conductor (Neely y col., 1893), v
regulando su tréafico hacia la MP (Bichet y col., 2000). Si el lazo I-H
participa como un dominio regulador del trafico hacia la MP, debiera ser
posible transferirio a otra proteina de MP y que su presencia inhiba la
expresién de esta nueva proteina quimera. Ei grupo de De Waard
introdujo el lazo I-ii de Cay2.1 en el carboxilo terminal del canal de
potasio tipo Shaker, y del receptor CD8 (Bichet y col., 2000). En ambos
casos la proteina quimera presenta niveles de expresion en la superficie
celular muy disminuidos en comparacion a la proteina parental. Nosotros
quisimos probar si este efecto solo esté circunscrito al lazo I-1t de Cayv2.1,
que parecer tener una dependencia més estricta de la presencia de CavB
que Cay1.2. Con esta finalidad incorporamos el lazo I-ll de Cayt.2 al

carboxilo terminal del canal de potasio tipo Shaker.
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3.1. Medicién de densidades de corriente de la quimera del canal de

potasio tipo Shaker con el fazo LIl de Cay1.2.

Introducimos el lazo i-ll en el carboxilo terminal del canal tipo Shaker, luego
utilizamos la quimera para producir cRNA e inyectario en ovacitos de X
lagvis y observar su expresion en superficie registrando en COVC entre el
segundo y sexto dia. Ademas, necesitdbamos saber si [a inyeccion de cRNA
no estaba saturando la maquinaria de sintesis, de manera de observar sélo
el efecto en la insercién de canales funcionales en la superficie. Para esto
hicimos una curva con distintas diluciones de cRNA del constructo de
Shaker (Shaker-lazo I-lic). La figura 17A muestra que concentraciones de
cRNA bajo los 0,1 pg/pl estan dentro del rango lineal de expresion del
ovocito tanto para Shaker como Shaker lazo I-llc. Los resultado (figura 17B)
ruestran que, efectivamente hay un aumento monotdnico en la densidad de
corriente de K* hasta los 0,6 pg/pl de cRNA de CayB3z. (figura 17B). En un
principio nos liamé la atencion las altas concentraciones de Cavi3z2a cRNA en
las que se observd un aumento significativo, observando que el aumento
méximo en la densidad de corriente solo fue de tres veces, muy por debajo
de las diez veces reportadas para el lazo I-it de Cay2.1 (Bichet y col., 2000).
Este efecto de tres veces en la densidad de corriente al co-inyectar CavPza
no hace posible una recuperacién completa en la expresion de canales
funcionales en la superficie, ya que el cRNA de Shaker inyectado en una

misma concentracion expresa densidades de corriente sobre los 600 nA/nF
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(figura 18A y C). Por otra parte la incorporacién del lazo I-lic al carboxilo
terminal de Shaker no afectaria la funcién del canal para dar cuenta de la
disminucién en la densidad de corriente, ya que al comparar {razos
normalizados de k. @ 50 mV de Shaker y Shaker-lazo |Hlc no hay
diferencias en la cinética general del canal (tau de inactivacién de 2,8£0,1 y

2,8+0,1 57, respectivamente) (figura 18B).

67




30+

20 _%

15- ‘}{{' h ¢

_ !E 10

1 A
00 04 08 12 16

Concentracion cRNA Concentracion cRNA

Shaker lazo,  ng/ul) Cap, (ng/ul)

Densidad de Corriente (nA/nF)
o
Densidad de Corriente (nA/nF)

-P T v T & T x 1
0 02 04 06 08

Figura 17. Curva de valoracién de Cayp2a sobre Shaker lazo I-lic

A. Grafico de expresién de densidad de corriente en ovocitos
inyectados con distintas concentraciones de cRNA de Shaker lazo |-
llc registrados al tercer dia en COVC. B. Gréfico de densidad de
corriente obtenidos en COVC de ovocitos co-inyectados con cRNA
de Shaker lazo I-llc (0,088 ug/ul) y con distintas concentraciones de
cRNA de Cayfs (0,084-1,3 pg/ul). Analisis de varianza de una cola
(ANOVA) con post-prueba de comparaciones miiltiples de Dunnett
considerando Shaker-lazo I-lic sin Cayf2a como control (** P<0.01).
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3.2 Efectos de la subunidad CayB,, sobre canales no funcionalmente

relacionados expresados en ovocitos de Xenopus.

Una observacién que surgid de los experimentos anteriores fue que al co-
inyectar cRNA (0,09 ug/pl) o proteina Cayfza (3,6 mg/ml) sobre ovocitos que
expresan Shaker (0,08 ug/yl) la densidad de corriente disminuye de
630+116,3 nA/MF (n=10) a 102,619,141 nA/nF (n=9) y 223x120,9 nA/nF
(n=8), respectivamente (figura 19A y B). Este efecto sugiere que CayBz
promoveria la salida de canales funcionales desde la MP, la cual no
depende de la sintesis de Shaker en presencia de CayBaz,, debido a que
inyeccién de la proteina Cayf32 produce también disminucién en la densidad
de corriente. Este procesc involucra a la proteina dinamina, la cual
interacciona bioquimicamente con CavBza, luego, reclutandola vy
promoviendo endocitosis de proteinas de MP (Gonzalez-Gutierrez y col,,

2007).
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Figura 18. Incorporacién del lazo I-ll de Cay1.2 en Shaker impide su
incorporacion en la MP.

A. Registros representativos en COVC de Shaker, Shaker-lazol-llc solo o co-
inyectado con cRNA de Ca\f. B. trazo superpuestos de corrientes de potasio ()
a +50mV de Shaker-WT y Shaker-lazol-llc. En C se grafican las medias con error
estandar de la densidad de corriente (nA/nF) de ovocitos que expresan Shaker-WT
y Shaker-lazol-li¢ solo y co-inyectado con cRNA de CayB2, registrados a los 3 dias
después de ser inyectados. Los ovocitos se inyectaron con 50 nL de cRNA de
Shaker-WT, Shaker-lazol-llc (0,09 pg/uL) y CayBza (0,42 pg/pL). La densidad de
comriente se obtuvo con Ik* maxima a +50mV filtrada a 1kHz, con mantencion de
voltaje a -90mV, dividido por la capacitancia de la membrana registrada. (t-test *
P<0.05).
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Figura 19. La subunidad B disminuye la densidad de corriente de
ovocitos expresando Shaker.

A. Registros representativos de Ix" a los 3 dias después de la inyeccién. En
B se grafican las medias con error estandar de la densidad de corriente
(nA/nF) de ovocitos que expresan Shaker solo, co-inyectados con cRNA de
CayBza, 0 inyectados con proteina CayBz.. Los ovocitos se inyectaron con 50
nL de cRNA de Shaker (0,09 ug/ul) y CavB2a (0,09 pg/pl) y dos horas antes
del registro con 50 nL de proteina Cayfza (3,6 mg/ml) (t-test * P<0.05).

71




DISCUSION.

1. Determinantes de la expresion y trafico hacia la superficie de la
subunidad Cayaic de los canales de calcio dependientes de voltaje.

Los canales de calcio dependientes de voltaje tienen una gran participacion en
sistemas fisioldgicos y mecanismos de control del ién calcio (Catterall, 2000).
La localizacion precisa de estos canales en la MP, asi como tambien Ia
disponibilidad de estos para los procesos celulares, involucran una sefial local
de calcio. Estas sefiales locales de calcio pueden pasar a ser sefiales globales
cuando se acoplan y coordinan con mecanismos de liberacién de calcio desde
reservorios intracelulares.
En estas tesis exploramos el papel de varios componentes de la proteina en el
trafico y expresion en superficie. Utilizamos el sistema de expresién heterbloga
de ovocitos de X. /aevis, debido a que nos permite cuantificar la insercion de
canales funcionales en la membrana plasmatica mediante a técnica
electrofisiolégica COVC, y ademas es factible desarrollar técnicas bioquimicas
para la deteccion de canales en superficie.
Nuestros resuitados nos permiten distinguir al menos tres componentes que

participan en la salida del canal desde el RE y su insercidn en la superiicie
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celular del ovocito. Uno de ellos es ia subunidad accescria CayB que
interacciona con Cava por medio de un dominio, AID, en el lazo que une los
dominios 1 y ll. Muchos estudios apoyan la idea de que CayB promoveia la
salida de Caya desde el RE al unirse a AID. Nosotros presentamos tres
resultados independientes que indican que este rescate por Cayp parece no ser
una condicién necesaria para la llegada Cay1.2 a la MP. i, La subunidad Cay1.2
se expresa en ausencia de Cavf3za (Fig:./{I’C y D); ii Adn después de varios dias
post-inyeccion con Cayfz, una fraccion importante de Cay1.2-HA reside en el
RE (Fig 9 y 10) iii La eliminacion del motive AID no impide la expresion de
canales funcionales en la MP (figura 11).

Otro determinante de ia insercidon de canales en |2 superficie es el amino
terminal (NT). Varias isoformas de Cay1.2 varian en la longitud del NT. la
isoforma de largo completo se expresa en misculo cardiaco, liso y células
endocrinas, a diferencia de una isoforma de NT mas corto que se expresa
principalmente en el tejido cerebral (Soldatov, 1994; Schuliz y col,, 1993). La
subunidad Cay1.2 con amino terminal completo aumenta su incorporacion en la
MP (figura 7A) con la presencia de la subunidad Cavfza, (figura 7B) en tanto
que el mutante al cual se le eliminaron los primeros 60 aminoécidos del NT
(AN60Cavac), se expresa de manera similar con y sin Cayf32g (figura 11E y F).
Esta pérdida de regulacién por CayvBz. apunta a que los primeros aminoécidos
(1-39), del NT participarian como elementos inhibitorios de la incorporacion en
la MP, o bien que los aminoacidos entre el 40 y el 120 del NT promoverian la

independencia de CayBz.. Esto lliimo se confirmaria si eliminasemos mas
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scidos det amime NT. Parg esto ulilizamos ¢! mulante que carece defos
verido gue ia dependencia de iz subunidad
CenBa, Se récupera {figura 15} Estos resuliados, ros pormiten sspecular que
fos primercs 3% aminoacidos del NT participariah inhibiendo fa interaccitn de
glementos estractiurales enfre fos anfinoddidos desde el 40 hasta e} 120con una

enfara denfro defa profeing u ofra que nleraciie con ella.

ia abolicion de & m;;:mm o solo gfecta a ja subunidad Cayl.2 de largo
completn. Sin embargt & ehminar esta nteractitn o impide fa salida de
Cay't. 2-AAID de'RE ya gue se observa incorporacion a ta MP, independiente de
‘fg presencia de Cavfis. El mulante ANGGCay1.2, porsu paile, maniiene su
2y 2(N4708), {Fig
44} Este sugiere que exisien olementos estruclurales que parlicipan en 1a

independencia-de Cayfz., al mutarfa secuencia Al {

regulacion del trdfice deél cemal que etl@en en congierto Gon GéuBs, &St
rrastantes deot aming tenmingl no S6ls $o expretan was Sing gue de manera
independientes de 1n inferaceién con la subunidad suxiiar Sin embargo,
removiendo una. faccitn mayor det N, como en el mutante AN1320av1.2
readere et fenofipo & una dependendia absoluia en la incorporacitn de canales
funcionales en la superficie, sugiicsdo a paricipacion de clementos
atficiongles dentro de 1a suburidad Teyl 2 gue promoverien ¢ reprimirian ia
expresion de estos candles en 1a NP [Figure 75). Estos clementcs son
iisn 46t MID, ya que AN133Ca20V4TOS) ¥
AR122001.20A8D) se incorporen o'l WP Figure 16). Esto sufiers que los

sengities a T ¢
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determinantes del NT interactiian con sefiales de retencién en el lazo I-li. Este
es uno de los principales argumentos para indicar que son necesarios varios
elementos en el trafico e incorporacion de canales en la MP. Asi, el lazo I-li
seria uno de los elementos que regulan la incorporacién de canales en la MP y

su impacto es sensible al largo del NT.

Aqui intentamos aislar el rol del lazo Il incorporandolo a ofra proteina de
membrana como el canal de potasio tipo Shaker. Pudimos confirmar que hay
una inhibicién de la expresién que se puede revertir con CayPz, (figura 17). Sin
embargo, la co-expresion de CayBza no es capaz de recuperar la densidad de
comriente del canal silvestre confirmando que ofros elementos son necesarios
para restituir el tréfico e incorporacién en MP. Ya sabemos que uno de los
elementos de regulacién de la densidad de canales en la superficie es el
incremento en endocitosis inducido por la interaccion de CayBa, libre con
Dinamina {Gonzalez-Gutierrez y col., 2007). Es razonable pensar que en los
experimento con Shaker lazo I-llc compiten dos procesos mediados por Cavf3za:
1) Promover la salida del canal desde el ER por oclusion de sefiales de
retencién codificadas en el lazo |-l y 2) Aumento en la velocidad de endocitosis
por la presencia de CayBp, libre. Esto explicaria 1a forma acampanada de la
relacion densidad de corriente Shaker lazo IHlc y la cantidad de cRNA de

Cav32a inyectado (Fig 17b).

Recientemente, encontramos que en la secuencia del lazo |-l existe una regién

conservada entre los distinfos subtipos de canales de Ca®*. Esta secuencia
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corresponde a 8 aminodcidos, los cuales al eliminarla sobre el mutante
ANB0Cay1.2 (el cual se incorpora normalmente en la MP en ausencia de Cavp)
suprime la expresién de canales funcionales (Qon) en la MP. Es necesario
corroborar estos resultados con mediciones con quimioluminiscencia, y ademas
determinar en que compartimiento intracelular son retenidos estos mutantes (si
es que este fuera el mecanismo). Si la eliminacion de esta secuencia de 8
aminoacidos suprime la expresion de canales en la MP en Cay1.2 en ausencia
de CayB, vy si ademds los mutantes de lazo |-l de nuestros distintos constructos,
ya sea AAID y W470S, no aparecieran en la MP serfa un indicio de la existencia
de una regi6n reguladora del trafico de canales hacia la MP distintas de las ya
nombradas y ademés se podria relacionar con la secuencia complementaria

planteada en el desarrollo de esta tesis.

2. Papel det amino terminal en la funcién y trafico del canal de calcio
tipo l..

Se ha descrito que el amino terminal en canales calcio tipo L posee varios roles
funcionales. El grupo de Dascal postula un médulo inhibitorio del amino terminal
formado por los primeros 46 aminoacidos (Kanevsky y Dascal 2006), ya que la
delecién de los primeros 46 aminoacidos se correlaciona con un aumento en
las corrientes macroscépicas en tanto que los niveles de proteinas en la
membrana era comparable al de la forma larga. Dado que la corriente

macroscopica generada por un fipo de canal de iones es funcidn de la
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probabilidad de encontrar al canal én una configuracién abierta .o conductora
{Po), Ja corriente unitaria del canal .y el niimero de canales funcionales.en la MP
{N), este resultado se-puede explicar por un aumento en 1aPo. Nuestro grupo
- de trabajo, -ré.borté-que ja-eliminacion de 40 g 120 aminoacidos del NT produce
un incremento de. Qon-que se corrglaciona con un aumento en’N (Weiy col,
1996). La raiz de la discrepancia podria estar en gue las técnicas bioguimicas
miden proteinas presentes en la membrana en tanto que la medicién de Qon
mide profeinas funcionales.
ELNT presenta sitios de interaccion a calmodulina que junto.a fos sitios EF-hand
e 1Q {dominio Isoleucina-Glutamina) det carboxilo ferminal participarian en la
inactivacion dependiente de Ca” del canal (CDI). La presencia.de estos tipos
‘de interaccion en las colas del «canal {NT y CT) promoveria dos tipos de
interaccidn funcional deTa Ca'-calmodulina confirientio selectividad espacial a
la respuesta de Ca®" {Dick y col., 2008). Ca*'-calmodulina por su parie puede
regular el frdfico de fos CCDV en neuronas de hipocampo (Wang y col., 2007),
e independiente de ‘Cayp en células CosT (Ravindran y col., 2008), facilitando
en estedlitimo caso la apertura delcanal.
-Se ha descrito también que CayB podria dismingir ia -movilidad -del amino
terminal facilitando-la respuesta del canal a la-aperiura dependiente de voliaje
{Kobrinsky-y-col 2005). .Estudios-en-células-COS-1 con: una-isoforma neuronal
de Cayt.2 -que -carece de los Aprimems 77 -aminoacidos -(ac-77)- nos muestra
que la movilidad del amino terminal.es un factor importante para la insercion de

canales en la MP {Kobrinsky et al 2005), ya que al incorporar -en el amino
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{erminal un dominio de homologia a pleckstrina {PH, dominio de {a fosfolipasa
€51 el cual interacciona con PIP5) aumenta la destinacion hacia Ia MP de esta
quimera, en ausencia de la subunidad CayB. Sin embargo, et canal permanece
en un estado “silenté” o no funcional, ya que no se registrd actividad eléctrica

del mismo. La idea de que el amino terminal de la subunidad Caya; interaccione

“corotras proteiitas que perriitan su Tritovilizacion™ se pusde Intsrpotarcon Tos

resultados ‘en el mutarite ANSGE:aVi.ZHA, elcuaiposee unamino terminal mas
corio y con una menor épacidadde interaccion con el resto de la broteir;a;‘)por
To *qf.ﬁe tendria una menor 'maviliqad, fa cual, puede favorece 'su aparicién. en [a.
MP en ausencia de Cayf."No ubstante, al eliminar 132 aminoacidos del “NT
(AN132Cayt 2HA) el canal s vuelve muy sensible'a CayBen su incorporacion
ata-MP, por-tanto asignandole al NT-uh-tol més ﬂiné;nico,-venel -sentido de que

‘también -se puede requerir para otras funciones en el tréfico e incluso err et

-correcto -plegamiento-de {a proteina, ya -que su-expresion-en--MP-es -pobre

. relacionada-al canal de-{ipo-silvesire con Cayf tfigura 15).
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3. Diferencias entre la medicién electrofisioldgica y

quimioluminiscente.

En esta tesis abordamos la insercién de canales en la MP con dos iécnicas.
Con la técnica de COVC podemos medir canales funcionales en la MP
mediante las corrientes de compuerta Qon, La ofra técnica fue la que
desarrollamos durante esta tesis que es la medicién quimioluminiscente de
canales en superficie. Aparentemente el efecto de Cayf sobre la expresion de
Cay1.2 es mayor en las mediciones de Qon que por quimioluminiscencia pero
este seria facil de explicar por la mayor sensibilidad del método de
quimioluminiscencia. Es posible obtener una sefial quimioluminiscente en un
ovocito donde la Qon No es cuantificable (Figura 6D). Esta discrepancia no
puede explicarse por quimioluminiscencia de fondo ya que controles con
anticuerpos primarios y secundarios no dan sefial {figura 5). Otra explicacion
posible puede ser la existencia de canales “silentes” que no podrian ser
detectados electrofisiolégicamente como parece ser el caso de un mutante de
Cay2.1 el cual es el gen responsable de un tipo de migrafia hemipléjica familiar
con aura descrito por Barret y colaboradores. En este mutante la treoniha en fa
posicion 688 (en el lazo extracelular entre fos segmentos S5 y S6 del dominio If)
es sustituida por una metionina con graves consecuencias en las corrientes
macroscopicas de estos tipos de canales que son claves en la transmision
sinaptica (Piedras-Renteria y col., 2004). Esta mutacién es ademés Gnica en

que las corrientes de compuerta son reducidas sin cambios en la cinética y
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dependencia de voitaje, y en sus niveles de expresion, o trafica hacia ia MP.
Estos resultados sugieren que la disminucién en la entrada de calcio no es
debido a una reduccién en el nimero de canales si ho que a la presencia

canales en fa MP silentes (Barrett y col., 2005).

4. Cayp participa en el trafico de Cay1.2.
Los estudios con fraccionamiento subcelular en ovocitos nos muestran que
Cayp promueve el desplazamiento de Cav1.2 hacia la MP. Sin embargo, estos
experimentos también nos muestran que una fraccion preponderante
permanece retenida en el RE 4 dias luego de la inyeccion de cRNA. Estos
experimentos también nos muestran que en ausencia de Cayp exdgena una
fraccién medible migra de RE a MP (Figuras 9 y 10). Estas observaciones son
consistentes con las curvas de curso de temporal de la liegada de Cay1.2-HA a
la MP medida por quimioluminiscencia (Figura 8), Estos resultados permiten
concluir que si bien Cayf facilita la salida de Cay1.2HA del RE este no es un
requisito absoluto como lo sugirieron los experimentos de Pragnell y
colaboradores (Pragnell y col., 1994). La otra leccién de estos experimentos es
que una gran proporcion de proteinas permanece “retenida” en el RE. Este
efecto puede ser debido a que existe saturacion en el trafico en nuestro sistema
de expresién, impidiendo la completa salida de las proteinas neo-sintetizadas
hacia la MP. Ofra alternativa es que pueden existir otros compartimentos como

vesiculas endociticas o lisosdmicas que estan co-migrando con el RE. Esto
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podria ser diferenciado con anticuerpos especificos .para dichos
compartimientos.

Una de las_preguntas que surge de la participacion de Cavj en el irdfico del
cansl es si ésta permanece unida &l canal a lo largo de todo el tréfico hacia la
MP. Algunas invesligaciones apuntan a que solo una Cay es capaz de
“resonstituir tas propiedades “del“trafico “del anal (Dalton Bt &l 2005), Sin
embargo, hia sido bien documentado que ef fitercambio entre Gayfs es posible
~y-que dicha’ re:ré‘rs‘ib“iﬁdad‘genera ;;ompetencia'por dﬁ"—s?ﬁo anico ‘entre CayB

(Hidalgo et al 2006).

-8 CayP parttclpaen Ja endocitosis de proteinas de membrana.

~Durante el --desarrollo -de -la -tesis -notamos--que -Cayp -puede -promover-a
en{docitasis- de proteinas de membrana. Este efecto es visible en la disminucion
en la densidad de corriente en canales tipo Shaker al co-expresario con cRNA
de TayB como también inyectandole la proteéina recombinante. Este efecto de
Cayp estaria asociado a Ia interaccion con dinamina, recluténdola por medio de
su dominio SH3 (Gonzalez-Gutierrez y col.,"2007). El efecto de Cayf sobre la
disponibilidad de proteinas abre huevbs tarthinos a explorar, uno de ellos sefia
“recoriocer el *ﬁ'ﬁ%“"‘“de“ "ﬁf%teiﬁﬁé “que Intéraccionan "éon 'Caqa,"'du?a*}ite “el ti&fico

‘hacia fa MP, y'¢omo se regula [a disponibifidad de esfos canalesenlaMP. Enla
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subunidad Cayt? 1z oliminacién del motive de inferaccidn AID {AAID] no
glimina {2 incorporacion de canales funcionales en ausencia de Caf¥ (figura
42}, mientras gque cuando se co-expresa con CavB 2 Con disminuye
notoriamente sugifiendo gue e exceso de Cayf promoveria la endocitesis de
estos canales. Este sfecio también fue decumentado por Gonzalez-Gulierrez y
colaboradores  {Conzalez-Gulierez ¥ col, 2007 donde eb mutante
ANBOCayT.2(AAID} disminuye sus niveles en la superficie en presencia de
CaB.

Otro mecanismo para sacar canales funcionalss desde la §MP es gt descrito par
Bannister y colaboradores {Bannister y cof, 2008). En este articuld los autores
exploran Ja parficipacion de Rem, un miembro de fa familiz RGK (Rem2, Rad,
SemKiry de protefnas monoméricas de unidn a TP relacionadas.con Ras que
inhiben & los candles de calcio HVA por medio de la interaceidn con Cauf
{Béguin et al 2004, 2005z, 2005k, 2006, 2007; Fwlin-et at 2003, 2005, 2008;
Sasaki et af 2005). Los sitios de unibn con Cay3 {en el dominio guanilato
Kkinasa) son distintos a fos sifios de union de Cayay (Finlin et af 2008, Béguin et
at 2007). lLos mecanismos de esia inhibicidn: atn no ‘son claros. Algunas

itn del nimeno lotal de proleinas en iz MP

{Béguin ot 'al 2001, 20052, 2005b, 20086, 2007; Sasaki ot 2l 2005), mientras que
ofros resultades ao musstran dferencias de expresion (Finlin et al 2005, 2008;
Chen of al 2005). Sih embargo, Rem? afecta las cindticas de apertura de Ia
compuerta de canales Cay1.2 expresados heterdlogamente en ovocitos de

Xenopus laevis {Seuand Pitt, 2008}y son capaces de disminuir ef acoplamiento

52




excitacién-contraccion en el misculo esquelético como consecuencia de la
reduccidén del nimero de cansles funcionadles de calcio tipo L en la MP
{Bannister et al 2008). La presencia de una isoforma enddgena de la subunidad
B (Baxo) &n €l ovocito de Xenopus Taevis (Tareilus et al 1997) nos permitiria
sugerir un mecanismo donde la formacién de un complejo o-B-Rem daria
clrenta de tanales o funcionales 'y gue en el taso de la to-inyeccion ton a
subunidad B esta secuestraria a Rem permitiendo ia formacion del complejo -
-B.-Sin‘embargo, no tenemos certeza de la presencia de este tipo de proteinas
Rem en ¢l ovocito siendo impartante a futura detectar con que tipo de proteinas

interacciona Cayay incorporada-en-la-MP-en-nuestro-sistema-de-expresion.
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CONCLUSIONES.

Nuestros resuitados corroboran que Cay es un importante regulador del
trafico del canal hacia Ja MP, promoviendo su salida desde el RE. Los
restiltados con los mutantes de amino ferminal y el lazo 1-li nos Hevan a
plantear que esta regulacion no es estricta y que existe complementacion
entre los determinantes del lazo I-ll para la unién de CayB y elementos
estructurales contenidos en el amino-terminal. El modelo contempla la
presencia de tres factores reguladores del trafico del canal. Ef amino
terminal, el lazo i-1l con el AID y una sefial de retencidn hipotética, y CavB.
La dependencia de CayB para la incorporacidn de canales en la MP se hace
extricta solo con la eliminacibn de gran parte del amino terminal
(AN132Cay1.2) pero esa se relaja con la destruccion del sitio AlD.

Los resultados con la quimera de Shaker confirman que el {azo |-l contiene
determinantes que afectan la incorporacién de proteinas en la MP y que
estos son contrarrestados con la unién de CayB pero este efecto es solo

parcial. Un factor limitante es que Cay3 ademéas promueve la endocitosis.
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