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RESUMEN

Bcl-2 es una  proteina anti-apopt6tica que previene la salida factores pro-

apopt6ticos,  como el citocromo c (cit c) y el factor inductor de ]a apoptosis (AIF),

desde   la   mitocondria   durante   el   proceso   de   muerte   celular   programada   o

apoptosis. Sin embargo, adn se desconoce el mecanismo molecular mediante el

cual Bcl-2 regula la permeabilidad de la membrana mitocondrial a estos factores

pro-apopt6ticos.    En    condiciones   fisiol6gicas,    Bcl-2    se    encuentra    anclada

principalmente   en   la   membrana   mitocondrial   externa   (MME),   y   en   menor

proporci6n,   en   la   membrana   del   reticulo   endoplasmatico   y   en   la   envoltura

nuclear.  La particular distribuci6n intracelular de Bcl-2 parece estar regulada por

su   extremo   C-terminal.   Este   dominio   esta   compuesto   en   un   90   %   por

aminoacidos  apolares,  Ios  que  en  contacto  con  la  bicapa  lipidica  permiten  el

anclaje de esta  proteina  en  membranas  intracelulares.  Bcl-2  esta  compuesta 4

dominios BH (BH: Bc/-2 homo/ogy doma/.n) que son conservados entre miembros

de  la  familia  Bc]-2.  Los  dominios  BH  permiten  la  interacci6n  proteina-proteina

entre  miembros  de  la familia.  La  estructura  en  soluci6n  de  Bcl-2  predice que el

plegamiento de los dominios  BH1,  BH2 y BH3 forma un  bolsillo  hidrof6bico  (23),

el cua[ es un sitio de uni6n para el dominio BH3 de proteinas pro-apopt6ticas de

la  fami[ia  Bcl-2,  como  Bax  (40).  Estudios  mutagen6ticos  en  el  dominio  BH3  de

Bcl-2 y de  Bax,  sugieren  que  es  un  dominio  clave  para  la  interacci6n  de  estas

proteinas  (45).   Sin  embargo,   estos  estudios  del  dominio  BH3  se  realizaron

considerando  las  mol6culas en  soluci6n,  Io  cual  no  necesariamente  representa

Xl1



lo  que  ocurre  cuando  estas  proteinas  se  encuentran  asociadas  a  la  MME.

Probablemente, la inserci6n de Bcl-2 en la MME induce la re-estructuraci6n de la

mol6cula, por lo que la interacci6n con el dominio BH3 de Bax no ocurriria como

lo  plantean  los  modelos  en  soluci6n.  Por  otro  lado,  la  funci6n  del  extremo  C-

terminal de  Bcl-2 no s6Io seria destinar la proteina a organelos intracelulares,  si

no  que  tambi6n,   seria  regular  su   actividad   al   participar  directamente  en   el

mecanismo  de  interacci6n  con  proteinas  pro-apopt6ticas.  Proponemos  que  el

domino  BH3  y  el  extremo  C-terminal  de  Bcl-2  participan  en  el  control  de  la

permeabilidad  de  la membrana  mitocondrial.  Para  comprobar nuestra  hip6tesis,

se combin6 Ia expresi6n y purificaci6n de proteinas recombinantes, con ensayos

de   [iberaci6n   de   la   proteina   cit   c,   entrecruzamiento   de   proteinas   y   co-

inmunoprecipitaci6n.   ]nicialmente,  estudiamos  el  papel  del  domino  BH3  en  la

funci6n  de  Bcl-2,  para  lo  cua[  se  uti[iz6  el  inhibidor  estructural,  antimicina  A3.

Este  compuesto,  se  une  al  bolsillo  hidrof6bico  de  Bcl-2,  bloqueando  el  sitio  de

interacci6n  con  otras  proteinas.  Para  exp]orar  la  participaci6n  del  extremo  C-

terminal   de   Bc]-2   en   la   modulaci6n   de   ]a   permeabilidad   mitocondrial,   se

purificaron dos mutantes a las cuales se les eliminaron 11  (Bcl-2AC11) y 21  (Bcl-

2AC21 ) residuos de sus extremos C-terminal y se ensay6 la capacidad de 6stas

de   interaccionar  con   la   membrana   mitocondrial   e   inhibir  la   sa[ida   del   cit  c

inducida por Bax. Consistente con su funci6n pro-apopt6tica, nuestros resultados

muestran   que,   Bax  recombinante  se  asocia   a   la   membrana   mitocondrial  y

promueve  de  manera  dependiente  de  la  concentraci6n,  la  liberaci6n  del  cit  c
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desde mitocondrias purificadas.  Por otro lado,  Bcl-2 purificada suprime la acci6n

de  Bax  en  mitocondrias  aisladas,  efecto  que  es  bloqueado  por  antimicina  A3.

Interesantemente,     Bcl-2AC11     y    Bcl-2A21     mantuvieron     la    capacidad    de

interaccionar  con  la  membrana  mitocondrial  al  igual  que  la  proteina  de  largo

total.  Sin  embargo,  las  mutantes  en  e]  extremo  C-terminal  no  inhiben  la  acci6n

de   Bax   con   la   misma   eficacia   que   Bcl-2   de   largo   total.   Estos   resultados

demuestran por primera que el extremo C-terminal no es necesario para que Bcl-

2 se asocie a la MME,  pero si es un determinante molecular importante para la

modu[aci6n de la permeabilidad de ]a membrana mitocondria[.
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ABSTRACT

Bc[-2 is an anti-apoptotic protein that prevents the release of pro-apoptotic

factors,  like   cytochrome  c  (cyt c)  and  the  apoptosis  inducing  factor  (AIF),  from

mitochondria during the programmed  cell  death  process or apoptosis.  However,

the   molecular  mechanism   by  which   Bcl-2   regulates  the   permeability  of  the

mitochondrial  membrane  to  these  pro-apoptotic factors  is  still  unknown.  Under

physiological    conditions,    Bcl-2    is    found    anchored    mainly    to    the    outer

mitochondrial   membrane   (OMM),   and   in   minor   extent,   to   the   endoplasmic

reticulum    membrane    and    nuclear    envelope.    The    particular    intracellular

distribution  of Bc]-2  seems to  be  regulated  by  its  C-terminal  tail.  This domain  is

composed in 90 °/o by hydrophobic residues, which in contact with the lipid bilayer

allows  this  protein  to  be  anchored  to  intracellular  membranes.  Bcl-2  has  4  BH

domains (BH: Bcl-2 homology domains) which are conserved among members of

the  Bc]-2  family.  The  BH  domains  allow  protein-protein  interaction  within  family

members.  The  solution  structure  analysis  of  Bcl-2  suggest  that  the  folding  of

domains  BH1,  BH2  and  BH3  forms  an  hydrophobic  pocket  (23),  which    is  a

binding site for the BH3 domains of pro-apoptotic proteins of the Bcl-2 family, like

Bax (40).  Mutagenesis studies within  Bcl-2 and  Bax BH3 domain,  suggest that it

is a  key determinant for the interaction of this  proteins  (45).  Nonetheless,  these

studies  on  the  BH3  domain  where  done  considering   molecules  in   aqueous

solution, which  may not necessarily represent the situation when these proteins

are   associated   to   the   OMM.   Probably,   the   insertion   of  Bcl-2   in   the   OMM
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promotes the  structural  change  of the  molecule,  and  the  interaction  of the  Bax

BH3 domain may not resemble the proposed model in aqueous solution.  On the

other hand,  Bcl-2 C-terminal tail not only would be related to the targeting of Bcl-

2 to intracellular organelles, but also would directly interact with and modulate the

pro-apoptotic proteins. We propose that the BH3 domain  and the C-terminal tail

of Bcl-2 regulates the  permeability of the  mitochondrial  membrane.   To test our

hypothesis   was   combined   the   expression   and   purification   of   recombinant

proteins,     with     cyt     c     release     assays,     protein     crosslinking     and     co-

immunoprecipitation.  Initially,  we  studied  the  BH3  domain  on  Bc[-2 function  with

the  structural  inhibitor,  antimycin  A3.  This  compound  binds  to  the  hydrophobic

pocket  of  Bcl-2  blocking  the  interaction  site  with  other  proteins.  To  explore  the

participation of the Bc[-2 C-terminal in the modulation of mitochondria[ membrane

permeability,  two  mutants  lacking  11  (Bcl-2AC11)  or 21  (Bcl-2AC21)  residues  of

the  C-terminal  were  assayed  on  their  capability  interact with  the  mitochondrial

membrane and to prevent the cyt c release  induced  by Bax.  Consistent with  its

pro-apoptotic function,  our results show that recombinant Bax associates to the

mitochondrial membrane and promotes in a dose dependent fashion the release

of cyt c from isolated mitochondria. On the other hand, purified Bcl-2 suppressed

the  action  of  Bax  on  isolated  mitochondria,  an  effect  blocked  by  antimycin  A3.

Even  though  Bcl-2AC11  and  Bcl-2A21   retain  the  capability  to  associate  to  the

mitochondrial  membrane,  they  do  not  inhibit the  Bax  action  in  the  same  extent

that  full-length  Bcl-2.  These  findings  demonstrate  for the  first  time  that  the  C-
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terminal  is  not  necessary  for  Bcl-2  membrane  anchoring,  being  an  important

molecular determinant for mitochondrial membrane permeability modulation.
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INTRODUCCION

La  muerte  celular  es  uno  de  los  procesos  fisiol6gicos  mas  importante

para   la   vida   dentro   de   los   organismos   multicelulares.   La   muerte   celular

programada o "apoptosis",  permite la  eliminaci6n  controlada de celulas,  [o  cual

es  vital  durante  el  desarrollo,  asi  como  tambi6n  para  la  homeostasis  de  los

diversos tejidos.  De[  mismo  modo,  mediante  el  mecanismo  de  la apoptosis  se

controla  la  acumulaci6n  de  c6lulas  defectuosas o  que  han  sido  infectadas  por

virus  u  otros  agentes  patogenos.   La  clave  del  funcionamiento  del  proceso

apopt6tico  radica  en  el  mecanismo  molecular  de  su  control,  y  sin  duda,  la

disfunci6n  de  la  maquinaria que  ejecuta  la  apoptosis  es  la  base  molecular de

diferentes patologias neurodegenerativas y principalmente del cancer.

La  cascada  de  sefializaci6n  que  conduce  a  la  apoptosis  puede  ser

gatillada por un estimulo extracelular a traves de la activaci6n de receptores en

la membrana plasmatica o mediante la activaci6n directa de diversas proteinas

intracelulares que actdan  a trav6s de las mitocondrias.  Estos dos mecanismos

generales   de   activaci6n   de   la   apoptosis   se   han   clasificado   como   la   via

extrinseca  y  la  via  intrinseca,  respectivamente.  Ambas  vias  de  activaci6n  del

proceso  apopt6tico  tiene  como  blanco  final  la  activaci6n  de  una  familia  de

cisteina-proteasas,   conocidas  como   caspasas,   Ias   que  degradan   proteinas

claves para el funcionamiento de la c6lula.  Particularmente,  el enfoque de esta

tesis consiste en abordar aspectos moleculares de la regulaci6n de la apoptosis

a nivel mitocondria[, dejando aparte, aunque no menos imporiante, Ia activaci6n
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directa  de  caspasas  que  ocurre  en   la  via   extrinseca  de  activaci6n   de   la

apoptosis  (2,  43).  La  mitocondria  es  conocida  por  su  papel  en  el  control  del

metabolismo celular.  Sin  embargo,  diversas sefiales que modulan  la  apoptosis

convergen   interesantemente  en   este  organelo.   Probablemente,   este   hecho

podria corresponder a una estrategia evolutiva, siendo el mecanismo molecular

basico  para  paralizar  el  funcionamiento  de  la  c6Iula  y  colapsar  la  principal

fuente energ6tica. La mitocondria contiene diversas proteinas como citocromo c

(cit c) y endonucleasa  G a  las cuales se les ha descubierto actividad dual  (11,

14).     Particularmente,  el  cit  c  [ocalizado  en  e]  espacio  intermembrana  de  [a

mitocondria,  permite  el  transporte  de  electrones  a  traves  de  los  complejos

proteicos  que  forman  parte  de  la  cadena  transportadora  de  electrones  de  la

mitocondria.  No obstante,  la fuga del cit c desde  la  mitocondria  hacia el  citosol

es  un  evento  que  inicia  el  desmantelamiento  celular.   Por  esta  raz6n,   este

evento  constituye  el  punto  de  no  retorno  en  la  activaci6n  de  la  apoptosis.  La

presencia del cit c en el citosol promueve la formaci6n de un complejo proteico

entre esta proteina y el adaptador Apaf-1  (Apapfos/.s profease-acfi.vafi'ng racfor-

7)  el  que  unido  a  la  pro-caspasa  9 forma  el  apoptosoma  (43).  Este  complejo

proteico  promueve  la  activaci6n  de  caspasa  9,  la  cual  inicia  una  cascada  de

activaci6n de una serie de caspasas que terminan procesando proteinas claves

para   el   funcionamiento   celular.   La   regulaci6n   de   la   permeabilidad   de   la

membrana  mitocondrial  a  este  tipo  de  factores  pro-apopt6ticos  parece  estar

bajo  el  control  de  las  protefnas  de  la  familia  Bcl-2  (11,  42).  Esta  familia  esta

formada,  por al  menos,  30  miembros  que  tienen  en  comtln  los  denominados
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dominios de homologia a Bcl-2 (dominios  BH;  Fjgura  1).  La familia se divide en

dos  grupos  de  proteinas,  uno  que  promueve  la  sobrevivencia  celular  (anti-

apopt6ticas), y otro que promueve la muerte celular (pro-apopt6ticas).  EI grupo

de las anti-apopt6ticas esta compuesto por proteinas que contienen  los  cuatro

dominios  BH  conocidos,  por  ejemplo  Bcl-2  y  sus  hom6logos  Bcl-XL  y  Bcl-w

(Figura 2A). EI segundo grupo esta compuesto por proteinas que contienen tres

de  los  dominios  BH  (BH1,  BH2  y  BH3),  por  ejemplo  Bax  y  Bak,  asi  como

tambi6n  por proteinas que contiene solo el  dominio  BH3,  como  Bid y Bad.  Los

dominios  BH  permiten  la  interacci6n  proteina-proteina  entre  miembros  de  la

familia,   dando   lugar   a   la  formaci6n   de   hom6meros   y/o   heter6meros.   Los

estudios estructurales sobre Bcl-2, Bcl-xl, Bax y Bcl-w (23, 24) muestran que los

dominios BH1,  BH2 y BH3 se pliegan de tal forma que los residuos apolares de

las Ch h6lices que contienen  estos dominios quedan  orientadas hacia  el  interior

de   la   molecula,   formando   un   bolsillo   hidrofobico   (Figura   28).   Los   datos

estructurales   y   funcionales   de   las   proteinas   Bax   y   Bcl-w,   han   permitido

determinar que en el bolsillo hidrofobico de estas proteinas aloja su extremo C-

terminal,  lo  cual  mantiene  a  estas  proteinas  distribuidas  en  el  citoso[  (24,  36).

Este sitio  de  uni6n  de  proteinas,  permite  la formaci6n  de  hetero-olig6meros  a

trav6s  de  la  interacci6n  del  dominio  BH3  de  proteinas  pro-apopt6ticas,  como

Bak, Bax y Bid (18, 36), con el bolsillo hidrofobico de proteinas anti-apopt6ticas,

como   Bcl-2,   Bcl-xl   y   Bcl-w,   lo   cual   representa   un   mecanismo   posible   de

regu]aci6n    de    la    actividad    celular    de    esta    fami]ia    de    proteinas.    Otra
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caracteristica importante que poseen en comtln gran  parte de los miembros de

la familia Bcl-2, es el extremo C-terminal hidrof6bico.

Anti-apopt6ticas
a|                Q2   a3        a4    a5     06     a7ri    r ..-- |rl rl n rl il

Pro-apopt6ticas
al aL2    a3          cL4     cL5     aeot7a8           ag

I             I       Bar

Solo dominio BH3

al        cL2
1````1  I-``1

a3           cL4          cL5      tt€        cL7    cL8

I-I`````|   I-'| r````| r````Ilf''|

mlrb
db ututcabn
irlllllllllllll

Figura  1.   Familia   Bcl-2.   La  figura  presenta  un  esquema  de  la  distribuci6n  de  los
dominios  BH  en  la  secuencia  primaria  de  varias  proteinas  de  la  familia  Bcl-2,   Los
miembros de  la familia  Bcl-2  poseen  al  memos  uno de 4 de  los dominios conservados
BH.   Los   miembros   anti-apopt6ticos,   como   Bcl-2,   Bcl-XL   y  A1,   poseen   los   cuatro
dominios  BH,   mientras  que  dentro  de  las  proteinas  pro-apopt6ticos  se  encuentran
algunas  que  poseen    los  dominios  BH1,  BH2  y  BH3,  como  Bax y  Bak,  mientras  que
otras solo poseen el domino BH3, como Bad,  Bid y PUMA.
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Estudios funcionales  con  quimeras  entre  proteinas  citos6Iicas y el  extremo  C-

terminal  de  Bcl-2  sugieren  que  6ste  seria  una  secuencia  de  destinaci6n  para

esta   proteina   (20).   No  obstante   no  existe   evidencia   clara  que  demuestre

directamente  la  funci6n  del  extremo  C-terminal  de  Bcl-2  en  su  actividad  anti-

apopt6tica en  la membrana de la mitocondria.  El objetivo general de esta tesis

es   definir   que   determinantes   moleculares   de   la   proteina   Bcl-2   que   se

encuentran  involucrados en la regulaci6n de  la permeabilidad de la membrana

mitocondrial.

FUNC16N  DE  Bcl-2  y  Bax  EN  LA  MEMBRANA  MITOCONDRIAL  EXTERNA

(MME)

En  condiciones celulares normales, vale decir en  ausencia de estimulos

pro-apopt6ticos, la proteina Bcl-2 se encuentra principalmente en [a mitocondria

(12),  mientras  que  la  proteina  Bax  se  encuentra  soluble  en  el  citosol  (7).  Sin

embargo frente a un estimulo de muerte, Bax transloca desde el citosol hacia la

MME,  Iugar  donde  oligomeriza  y  promueve  la  liberaci6n  del  cit  c  (11,  42).  La

Figura 3 muestra un  esquema que representa un  modelo de acci6n de Bcl-2 y

Bax  a  nivel  mitocondrial.  Tanto  Bax  como  Bcl-2  carecen  de  secuencias  de

destinaci6n  conocidas.  Sin  embargo,  su  anclaje  a  membranas  intracelulares

parece depender del extremo C-terminal (20, 25) altamente hidrof6bico y comdn

entre varias proteinas de esta familia, no obstante se carece de informaci6n en

la  cual  se  defina  el  papel  funcional  de  este  dominio  de  Bcl-2.  Actualmente

existen  diferentes  hip6tesis  que  intentan  explicar  el  mecanismo  de  acci6n  de
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Bcl-2.  Uno  de  estos  modelos  postula  que  Bcl-2  evitaria  que  Bax  module  la

actividad  de  proteinas  intrinsecas  de  la  membrana  mitocondrial,  por  ejemplo,

regulando  la apertura  del  poro de permeabilidad transitoria  (4),  probablemente

inhibiendo  la  interacci6n  de  Bax  con  alguna  de  las  proteinas  que  componen

este  comple]o  prole.loo,  como VDAC  (voltaje  dependent  anion  channen.  Otro

modelo propone que Bax oligomeriza en la MME, formando poros proteicos que

permitirian  e]  transito  de  macromo[eculas  hacia  el  citosol.  En  este  sentido,  [a

acci6n  inhibitoria  de  Bcl-2,  seria  evitando  la  formaci6n  de  olig6meros  de  Bax.

Esta  hip6tesis  estaria  avalada  por  la  teoria  del  balance  entre  proteinas  pro-

apopt6ticas y anti-apopt6ticas, en la cual la regulaci6n de estas proteinas seria

principa[mente   a   traves   de   interacci6n   proteina-proteina,   donde   la   sobre

expresi6n de un tipo de ellas definiria el destino celular.

Hasta el momento se desconoce el mecanismo molecular mediante el cual Bcl-

2  y  Bax modulan  la  permeabilidad  de  la  MME.  Sin  embargo,  ambas  hip6tesis

sugieren que la interacci6n proteina-proteina entre Bcl-2 y Bax seria un aspecto

relevante  en  el  funcionamiento  de  estas  proteinas,  lo  cual  ocurriria  cuando

estas   proteinas   se   encuentran   en   la   membrana   mitocondrial.   Inicialmente,

mediante ensayos de doble hibrido (29, 30) y de co-inmunoprecipitaci6n (21 ) se

demostr6   que   Bcl-2   y   Bax   forman    hetero-dimeros,    [o   cual   dependeria

directamente de los residuos presentes en el dominio BH3 de ambas proteinas.
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A
MAHAGRTGYDNREIVMKYIHYKLSQRGYEWDAGDVGAAPP       40

GAAPAPGIFSSQPGHTPHPAASRDPVARTSPLQTPAAPGA      80
***
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LTPFTARGRFATVVE GVMCVE    160
**                 *    ***

SVNREMS PLVDN IALWMTE YLNRHLH                                               2 00
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Figura 2. Bolsillo hidrof6bico de Bcl-2.
La  obtenci6n  de  la  estructura  de  Bcl-2  revelo  la  que  los  dominios  BH1,  BH2  y  BH3  de
esta proteina orientan  sus aminoacidos apolares  hacia un  centro comun,  dando  lugar a
la  formaci6n  de  un  bolsillo  hidrofobico  (23).   Posteriormente,  se  determino  que  este
bolsillo  es  el  sitio  de  uni6n  del  dominio  BH3  de  proteinas  pro-apopt6ticas  de  la  familia
Bcl-2.  Actualmente se sabe que la  hetero-oligomerizaci6n  entre  Bcl-2 y proteinas como
Bax y Bid es uno de los mecanismo de regulaci6n funcional de estas proteinas.
A.  En  la  figura  se  detalla  la  estructura  primaria  de  Bcl-2.  Se  destacan  en  color  los
residuos  aminoacidicos  que forman  los  dominios  BH1  (verde),  BH2  (azul) y  BH3  (rojo).
En  asterisco  (*)  se  destacan  los  residuos  no  polares.  Adicionalmente  en  color  gris  se
destaca el segmento transmembrana de Bcl-2.
8.  Detalle  del  bolsillo  hidrofobico  de  Bcl-2  formando  por  las  h6Iices  que  contienen  los
dominios BH1  (Azul),  BH2 (verde) y BH3 (rojo).  En el inserto se detallan los aminoacidos
hidrofobicos que se orientan  hacia el  interior de de la  proteina,  generando un  ambiente
altamente hidrofobico (Sombreado morado), en el cual se une el dominio BH3 de varios
miembros pro-apopt6ticos de la familia Bcl-2 (23).



La evidencia estructural  predice que el dominio BH3 de Bcl-2 y Bax posee una

estructura secundaria or helicoidal formada por 10 aminoacidos,  3 de los cuales

son  residuos  no  polares  que se  encuentran  orientados  hacia  el  interior de  las

proteinas  cuando  6stas  se encuentran  en  soluci6n  acuosa  (23).  Sin  embargo,

estas observaciones se realizaron en soluci6n acuosa, y no permiten determinar

si  esta interacci6n  es funcionalmente importante en  el  contexto de localizaci6n

intracelular  de   estas   proteinas,   dado   que   se   desconoce   la   conformaci6n

estructural que ellas adoptan  al estar inserias en el  ambiente hidrofobico de la

MME.  Tambi6n   es  importante  hacer  notar  que  la  mayoria  de  los  estudios

funcionales   de   Bcl-2   se   han   ejecutado   con   versiones   truncadas   de   esta

proteina,   Ias  que  carecen  del   extremo   C-terminal.   El   motivo  de  usar  esta

estrategia de estudio ha sido para facilitar su purificaci6n. Sin embargo se a]eja

de   la   condici6n   fisiol6gica   en   que   Bcl-2   y   Bax   interaccionan,   ya   que   se

desconoce   la   influencia   del   extremo   C-terminal   de   estas   proteinas   en   su

estructura  funcional.   En   esta   tesis   se   propuso   estudiar   los   determinantes

moleculares de la proteina  Bcl-2 humana de largo total  (Bc[-2) imp[icados en la

inhibici6n    de   [a    liberaci6n    del   cit   c   inducida    por   Bax,    en    e]    ambiente

[ipidico/proteico de [a MME.

La estrategia experimental  apunt6 a definir los  requerimientos estructura]es de

Bcl-2 necesarios para su funci6n en la MME. Para ello se utiliz6 la capacidad de

Bax   de   promover   [a   liberaci6n   del   cit   c   desde   mitocondrias   aisladas   en

presencia de Bcl-2 nativa y versiones mutantes en el extremo C-terminal.
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Bcl-2 y Bax en la mitocondria

Oz         1120   AE}P+PI      ATP

Matriz Mitocondrlal

Figura 3. Bcl-2 y Bax en la mitocondria. En este esquema se destacan la distribuci6n
celular  de  Bcl-2  y  Bax,  Bax  en  condiciones  fisiol6gicas  normales  se  distribuye  en  el
citosol.  Una vez activada,  esta proteina se transloca a  la membrana de la mitocondria,
donde  se  oligomeriza  y  posteriormente  promueve  la  liberaci6n  del  cit  c.  Por su  parte
Bcl-2  se  encuentra  asociada  fuertemente  a  la  membrana  mitocondrial,  lugar  donde
inhibe  a  la  salida  del  cit  c.  Hasta  el  momento  el  mecanismo  mediante  el  cual  Bcl-2
regula la permeabilidad de la mitocondria es desconocido.
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Para  explorar la  participaci6n  del  dominio  BH3  en  el  mecanismo  de  acci6n  de

Bcl-2  se  uti]iz6 las propiedades del  inhibidor estructura[  de  Bc[-2,  antimicina A3,

compuesto liposoluble que se une al bolsillo hidrof6bico de esta proteina y evita

que  el  domino  BH3  de  diferentes  proteinas  pro-apopt6ticas  interaccionen  con

ella.

La   combinaci6n   de   ambas   estrategias   permiti6   explorar   tanto   aspectos

moleculares como funcionales de  Bcl-2 y Bax,  los que en su  conjunto  podrian

revelar el posible mecanismo de acci6n de estas proteinas en la mitocondria.
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HIPOTESIS

EI  domino  BH3  y el  extremo  C-terminal  de  Bcl-2  participan  en  el  control  de  la

permeabi]idad de [a membrana mitocondria[

OBJETIVO GENERAL

Definir los requerimientos estructurales de Bcl-2 necesarios para su funci6n en

]a membrana mitocondrial.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

• Establecer un sistema de expresi6n y purificaci6n de proteinas recombinantes

de la familia Bcl-2.

•  Demostrar la  importancia  del  extremo  C-terminal  y de[  dominio  BH3 de  Bcl-2

en [a inhibici6n de la sa[ida de citocromo c inducida por Bax.

• Demostrar que Bax y Bc[-2 interaccionan en ]a membrana mitocondria], y que

esta interacci6n es importante para la funci6n de ambas protefnas.
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MATERIALES Y METODOS

I Materiales

la. Anticuerpos. Todos los anticuerpos se utilizaron segdn las diluciones

recomendadas por los fabricantes.

Tabla 1. Anticuerpos.

AnticuerpoClon Marca
Hu6sped

Epitope que
Ndmero de reconoce el
catalogo anticuerpo

Citocromo c Pharmingen Rat6n Citocromo c
7H8.2C12 556433 denaturado

Citocromo c Zymed Rat6n Citocromo c
7H8.2C12 33-8500 denaturado

Bcl-2 Pharmingen Hamster Bcl-2 recombinante
6C8 551052 armenio humana

Bcl-2(AC21) Santa cruz Conejo Aminoacidos 1 -205
policlonal sc-783 de Bcl-2 humana

AIF Santa cruz Rat6n Amjnoacidos 1 -300
(E-1 ) sc-13116 de AIF humana

Bcl-2 Santa Cruz Rat6n Aminoacidos 41-54
(100) sc-509AC de Bcll2 humana

Bax (N20) Santa Cruz Conejo Amino terminal de
policlonal sc-493AC Bax Humana (lp)

Bax (N20) Santa Cruz Conejo Amino terminal de
policlonal sc493 Bax Humana

Anti lgG derat6n ChemiconlnternacionalAP124P
Cabra lgG (H & L)

Cox lv Abcam Rat6n
Complejomitocondrial lvpurificadobovino

20E8 Abl4744
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lb. Reactivos.

Tabla 2. Reactivos

Reactivo Marca Ndmero deCatal08O

CHAPS Calbiochem 220201

FenilmetilsulfonilFluoruro(PMSF) Sigma P7626

Dnasa I Sigma DN-50

Rnasa A Sigma R6513

Lisozima Calbiochem 4403

Trit6n xll 00 Sigma T8787

Glicerol Usbiological G8145

Carbenicilina Usbiological C1100

C6ctel de lnhibidores Sigma P8465de proteasas
lsopropil tio-C-D-

Usbiological 18500galactopiranosido
(lpTG)

kanamicina Gibco 118151032

Estandar de Peso lnvitrogen 10747012molecular

Resina de niquel Qiagen 302010

P mercaptoietanol Sigma M7154.250ML



Reactivo Marca Numero deCatal09O

Quikchange Stratagene 200518

Imidazole Calbiochem 4015

lmidazole UsBiological 17000

BS3 Pierce 21580

n-Octjl.P-D-
Bioplus 730087glucopiran6sido

(Octilgluc6sido)

E. coli M15  (PREP 4) Qiagen 34210
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11. Purificaci6n de Bcl-2 y Bax.

En t6rminos generales,  para  la  expresi6n de  Bcl-2 y Bax de largo total  (Bcl-2 y

Bax respectivamente) se utilizaron las c6lulas comerciales E. co//. M15 (Qiagen).

Inicialmente,   50   ml   de   medio  de  cultivo   LB   (Nacl   10  g/L,   triptona   10   g/L,

extracto de levadura 5 g/L) se inocularon con 20  ul de bacterias e incubados a

37  °C  a  220  rpm  durante toda  la  noche.  Al  siguiente  dia,  1  L  de  LB  fresco  se

inocul6 con 20 ml del pre-cultivo anterior.  El  nuevo cultivo fue incubado a 37 °C

durante   3   h   en   condiciones   de   agitaci6n   constante   a   220   rpm   y   a   una

temperatura de 37 °C,  tiempo suficiente para alcanzar una absorbancia de 0,6

UA  (A:600  nm).  Posteriormente,  la  expresi6n  de  proteinas  se  indujo  con  lpTG

(1 mM) durante 2 h adicionales.
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•  Bcl-2.  Luego  de  la  inducci6n  de  la  expresi6n  de  proteinas,  Ias  c6lulas  se

centrifugaron a 6.000 x g por 10 min a 4 °C.  El pe//ef de bacterias resultante se

resuspendi6  en  tamp6n  de  lisis  (Na2HP04  50  mM,  Nacl  300  mM,  imidazol  10

mM,  PMSF  1  mM,  P mercapto-etanol 5 mM,  lisozima  1  mg/m],  DNAsa y RNAsa

350  Lig/ml  y  c6ctel  de  inhibidores  de  proteasas)  e  incubado  en  hielo  por  1  h.

Posteriormente  el  lisado  es  sonicado  3  veces  por  1   min  en  hielo  (350  W)  y

centrifugado  a  10.000  x  g  por  10  min  a  4  °C.  EI  pe//ef  de  membranas  que

contiene  la  proteina  se  resuspendi6  en  tamp6n  de  membranas  (Na2HP04  50

mM,  Nacl  1  M,  imidazol 50 mM,  CHAPS  1  0/o,  P mercapto-etanol 5 mM,  glicerol

20  %,  c6ctel  de  inhibidores de proteasas,  pH:  7,2) e incubado en  hielo  por 30

min.  La fracci6n  soluble en  CHAPS se sonic6  3 veces  por  1  min  en  hielo  (350

W) y centrifug6 a  15.000 x g  por 20  min a 4 °C.  El sobrenadante resultante es

incubado  con  la  resina de  Ni-NTA,  previamente  equilibrada  con  TM,  durante  1

hr  a  4  °C  con  agitaci6n  constante.  Luego  la  resina  es  lavada  3  veces  con

tamp6n  de  lavado  (Na2HP04 50  mM,  Nacl  1  M,  imidazol 50  mM,  Trit6n  X-100

0.5 %, P mercapto:etanol 5 mM, glicerol 20 °/o, pH: 7,2) seguido se de 3 lavados

con tamp6n de pre-eluci6n (K2HP04 50 mM, imidazol 50 mM,  P mercapto-etanol

5  mM  glicerol  20  0/o  pH:  7,2).  La  resina  se  empac6  en  una  mini-columna  a  la

cual se le adicion6 500  ul de tamp6n de eluci6n  (K2HP04 50 mM,  imidazol 250

mM, glicerol 20 0/o pH: 7,2) y se recolect6 la proteina en 5 fracciones de 100 ul.

•  Bax.  Las c6lulas se centrifugaron a 6.000 x g por 10  min a 4 °C.  El pe//ef de

bacterias se resuspendi6 en tamp6n de lisis  (Na2HP04 50 mM,  Nacl 300  mM,
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imidazol   10  mM,   PMSF   1   mM,   B  mercapto-etano[  5  mM,   [isozima  1   mg/m],

DNAsa  y  RNAsa  350  Lig/ml  y  c6ctel  de  inhibidores  de  proteasas)  e  incubado

durante 1  h en hielo. Posteriormente el lisado fue sonicado 3 veces por 1  min en

hielo  (350 W) y centrifugado a  15.000 x g  por 20  min  a 4 °C.  El  sobrenadante

resultante  se  incub6  con  la  resina  de  Ni-NTA,  previamente  equilibrada  con

tamp6n de ]isis, durante 1  h a 4 °C con agitaci6n con§tante.  Luego la resina fue

lavada 3 veces con tamp6n de lavado (Na2HP04 50 mM,  Nacl  1  M, imidazol 50

mM,  Trit6n  X-100  0.5  °/o,   P  mercapto-etanol  5  mM,   pH:   7,2)  seguido  de  3

lavados   con   tampon   de   pre-eluci6n   (K2.HP04   50   mM,   imidazol   50   mM,   P

mercapto-etanol 5 mM, pH: 7,2). La resina se empac6 en una mini-columna a la

cual se le adicion6 500  ul de tamp6n  de eluci6n  (K2HP04 50 mM,  imidazol 250

mM, pH: 7,2) y se recolect6 la proteina en 5 fracciones de 100 ul.

La  cuantificaci6n  y  grado  de  pureza  de  las  proteinas  purificadas  se  realiz6

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida.  Mediante el analisis densito-

grafico  se  relacion6  la  intensidad  de  las  bandas  obtenidas  de  las  proteinas

purificadas con una curva estandar de patrones cantidad conocida de albtlmina

de suero de bovino (BSA).

Ill. Mutaci6n del extremo C-terminal Bcl-2.

La estrategia para la generaci6n de mutantes truncadas en el extremo C-

termina[ de  Bc[-2  apunt6 a introducir en  la secuencia  nuc]eotidica de  Bcl-2 tres

codones de termino, de tal manera de interrumpir [a traducci6n de la proteina de
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manera    controlada.    Para    esto,    se    generaron    2    grupos    de    parfidores

complementarios  con  la  secuencia  de  Bcl-2  que  contenian  los  codones  de

termino,  utilizando  [as  indicaciones de]  fabricante  del  k7.I comercial  Qt//.kchange

/sfrafagene/.  Las mutantes de Bcl-2 generadas carecieron de   11  (Bcl-2AC11) 6

21   (Bcl-2AC21)  aminoacidos  del  extremo  C-terminal.  Para  comprobar  que  los

vectores   contienen    la   secuencia       correcta,    estos   fueron    purificados   y

secuenciados.

VI. Liberaci6n del citocromo c.

Se   obtuvo   una   suspensi6n   enriquecida   de   mitocondrias   mediante

centrifugaci6n  diferencial.  El  higado  de  una  rata  de  6  semanas  se  cort6  en

trozos pequefios y se homogeneiz6 en tamp6n de aislamiento de mitocondrias

(manitol  220  mM,  sacarosa  68  mM,  Kcl  10  mM,  EDTA  1   mM,  EGTA  1   mM,

HEPES 10 mM, BSA 0.1 0/o y c6ctel de lnhibidor de proteasas, pH 7,2) hasta que

no  quedaron trozos.  EI  Iisado se distribuy6 en tubos  de  15  ml,  centrifugando a

600  X g  por  10  min  a  4  °  C,  con  lo  que  se  obtuvo  en  el  pe//ef,  los  ntlcleos y

restos    celulares.    El    sobrenadante,    que    contenia    las    mitocondrias,    fue

nuevamente  centrifugado  a  3.500  x  g  por  15  min  a  4  °  C.  Luego  el  pe//ef de

mitocondrias resultante fue resuspendido en 15 ml de tamp6n de aislamiento de

mitocondrias frio y se centrifug6 nuevamente a  1.500 x g durante 5 min a 4 0 C

con el fin de eliminar los restos de membranas. Este dltimo punto fue repetido 2

veces. Finalmente las mitocondrias se centrifugaron a 5.500 x g por 10 min a 4 a
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C.  Las mitocondrias fueron  resuspendidas en  1  ml de tamp6n de resuspensi6n

de mitocondrias (KCI  125 mM,  EGTA 0.5 mM, succinato 5 mM,  Na2HP04 5 mM,

HEPES 10 mM, MgcI 5 mM, pH: 7,2) y mantenidas en hielo por 4 h.

Las    mitocondrias    purificadas    (150    ug)   fueron    incubadas    con    diferentes

concentraciones    de    Bax    por    30    minutos    a    37°C.    Posteriormente    las

mitocondrias  fueron  centrifugadas  a  10.000  x  g  por  10  min  y  de  la  fracci6n

soluble se determino presencia del cit c mediante M/esfem b/of.

V. Inserci6n de Bcl-2 y Bax en ]a membrana mitocondrial.

Las   mitocondrias   tratadas   con   Bax   y   Bcl-2   durante   los   ensayos   de

liberaci6n  del  cit  c  luego  de  ser  centrifugada`s  a  10.000  x  g  por  10  minutos,

fueron   incubadas  con   un  tamp6n   alcalino.   Este  tratamiento  consistente   en

incubar la fracci6n  de  membrana  con Na2C03 (pH:  11)  durante  10  minutos  en

hielo.  Alternativamente,     las  membranas  fueron  incubadas  con  Na2HP04  de

diferentes  pH,  durante   10  min  en  hie]o.   Posteriormente  las  membranas  se

solubilizaron en tamp6n de lisis (NP401°/o, SDS 0.10/o,  Nacl  150 mM,  Na2HP04

5 mM, c6ctel de inhibidores de proteasas). La detecci6n de la presencia de Bax

y Bcl-2 se realiz6 a partir de la fracci6n soluble mediante Wesfem b/of.

Vl. Enl:recruzamiento de proteinas.

Bax    purificado    fue    incubado    solo    o    en    presencia    de    diferentes

concentraciones    de[    detergente    octilgluc6sido    (n-Octil-P-D-g[ucopiran6sido)
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durante  30  min  a  37°C  en  presencia  del  agente  entrecruzante  soluble  BS3

(0,125 mM). Alternativamente, luego del ensayo de inserci6n de proteinas en la

membrana   de   la   mitocondria,   la   fracci6n   de   membrana   que   contiene   las

proteinas fue tratada con el agente entrecruzante soluble BS3  (0,125 mM).  Los

diferentes olig6meros de Bax y Bcl-2 fueron detectados mediante Wesfem b/of.

Vll. Bicapas Lipidicas planas.

Las   propiedades   electrofisiol6gicas   de   Bax  fueron   estudiadas   en   un

sistema  de  bicapas  lipidicas  planas.  Este  sistema  consiste  en  una  camara  de

Delrin®  con  dos  compartimentos  comunicados  por  una  apertura  150  urn  de

diametro,    en   la   cual   se   aplica   una   pelicula   de   lipidos   consistente   en

fosfatidi[colina,  cardiolipina y fosfatidil-etanolamina  en  una  proporci6n  5:3:2  (25

mg/ml).  La  proteina  purificada  Bax  fue  adicionada  en  un  lado  de  la  camara

definido como Gis, que corresponderia al  citoplasma en  nuestro sistema virtual.

El otro compartimiento se defini6 como trans. Ambos compartimiento contienen

la misma soluci6n de registro (125 mM Nacl,10 mM     Na2HP04,10 mM citrato

de sodio y 1  mM  EDTA,  pH: 7,0).  Para la optimizaci6n de los registros de canal

dnico  se   utiliz6   un   amplificador  Warner  instruments  5058  y  un   convertidor

analogo/digital  Digidata  1322  (Axon  instruments,  lnc.).  Los datos adquiridos se

digitalizar6n  a  5-10   KHz  y  filtrados  a   1   KHz.   El   programa  utilizado  para  [a

adquisici6n de datos fue el pclamp 8.2 (Axon instruments, lnc.).
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V]]I. Co-inmuno precipitaci6n.

La  estrategia  experimental  apunt6  a  capturar el  complejo  entre  Bcl-2  y

Bax    en    la    membrana    mitocondrial.    Para    esto    las    mitocondrias    fueron

preincubadas con Bcl-2,  Bcl-2AC11  o Bcl-2AC21  durante 10 min a 37 °C, con el

fin de promover su asociaci6n con la mitocondria. Posteriormente se adicion6 la

proteina Bax y se incub6 durante 20 min a 37°C para promover su inserci6n y la

liberaci6n de [a proteina cit c. A continuaci6n,  la suspensi6n de mitocondrias se

centrifug6 a  10.000 x g  para separar las mitocondrias del medio de incubaci6n.

EI  pe//ef  que  contiene  las  mitocondrias  fue  lavado  tres  veces  con  TBS,  y

resuspendido  en  buffer  de  lisis  (TBS,  NP401°/o,  inhibidores  de  proteasas).  El

lisado  que  contiene  las  proteinas  mitocondriales  fue  posteriormente  incubado

durante  toda  la  noche  con  anticuerpos  conjugados  con  agarosa  anti-Bcl-2  y

anti-Bax.  Finalmente  la  suspensi6n  de  anticuerpos  fue  lavada  tres  veces  con

buffer de lisis y resuspendida en 10 ul de tamp6n de carga.

lx, Estimaci6n de cambios en e[ potencial de membrana mitocondrial con

la sonda fluorescent:e Rodamina 123.

Los cambios en e[ potencial de membrana de la mitocondria se estimaron

usando   la   sonda   cati6nica   lipofilica   Rodamina   123   (R123),   en   un   equipo

Fluoromax 2 segdn el  m6todo descrito por Scaduto y col  (31).  Basicamente,  el

fundamento  para  la  utilizaci6n  de  R123  reside  en  que  su  distribuci6n  en  la
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mitocondria depende del potencial de membrana de este organelo. Un potencial

negativo   de   membrana   genera   la   acumulaci6n   de   la   sonda   dentro   de   la

mitocondria,  Io cual produce apagamiento de fluorescencia de la sonda.  Por el

contrario,  la despolarizaci6n de la membrana de la mitocondria genera la salida

de R123 de este organelo, cambiando sus propiedades espectrales. La longitud

de  onda  maxima  de  los  espectros  excitaci6n  entre  mitocondrias  acopladas  y

mitocondrias desacopladas, corresponde a 495 y 520 nm respectivamente. Por

esta raz6n  se  utilizo la  raz6n 520/495 para la excitaci6n  de ]a sonda,  mientras

que  la  emisi6n  de  la  sonda  se  midi6  a  535  nm.  El  uso  de  esta  raz6n  de

fluorescencia  permite  obtener  una  magnitud  de  cambio  mucho  mayor  que  la

intensidad de cambio medida a cada longitud de onda, ademas de proporcionar

un  m6todo  menos sensible a cambios en  la concentraci6n de la sonda y en  la

energia de excitaci6n del fluorimetro.

Mitocondrias  aisladas  de  higado  de  rata  fueron  pre-incubadas  en  medio  de

resuspensi6n  de  mitocondrias  (Kcl  125  mM,  EGTA 0,5  mM,  succinato  5   mM,

Na2HP04 5 mM,  HEPES  10 mM,   Mgcl 5 mM,  pH:  7,2) a 37 °C durante 5  min.

Posteriormente, las mitocondrias fueron llevadas a un volumen final de 2,5 ml e

incubadas con 300  nM de R123 durante 3 min con  agitaci6n  constante.  Luego

se  registra  ]a  raz6n  de fluorescencia  basal,  tanto  de mitocondrias  no tratadas,

como  de  mitocondrias  tratadas  con   las  ptoteinas  recombinantes.   Una  vez

registrada la raz6n de fluorescencia basal se agreg6 CCCP (1  uM), ion6foro de

protones  que  colapsa  el  potencial  de  membrana  de  la  mitocondria,   lo  cual

permite  determinar  la  raz6n  minima  de  fluorescencia  que  se  esperaria  a  un
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potencial  de  membrana  cercano  a  0  mv.   La  diferencia  entre  la  raz6n  de

fluorescencia  basal  y  la  obtenida  luego  de  agregar  CCCP  fue  graficada  en

funci6n de la condici6n experimental.
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RESULTADOS

1. Purificaci6n de Bax y Bcl-2.

Una vez que el proceso de la apoptosis se ha iniciado,  Bax es activada, lo cual

promueve que esta proteina cambie su distribuci6n citos6lica,  para anc[arse en

la MME.  La  redistribuci6n de Bax en  la c6lula tiene como consecuencia la fuga

al  citosol  de  [a  proteina  cit  c.  No  obstante,  la  presencia  de  Bc]-2  en  la  MME,

evita que Bax a[tere [a permeabilidad de [a membrana mitocondrial. Para poder

comprender el  mecanismo de acci6n y los determinantes moleculares de Bcl-2

involucrados  en  la  regulaci6n  de  Bax,  fue  necesario  establecer un  sistema  de

expresi6n y purificaci6n de las proteinas que fuese eficiente y de uso rutinario.

El  disefio  experimental  /.n  V/.fro  consisti6  en  inducir  la  salida  del  cit  c  desde

mitocondrias  aisladas,  utilizando  la  proteina  Bax.  De  este  modo  se  estudi6  el

mecanismo   de   acci6n   de   Bcl-2   y   se   pudo   estudiar   los   determinantes

moleculares implicados en la regulaci6n de la permeabilidad de la MME.

Como  primer objetivo,  se  estableci6  un  sistema de  expresi6n y purificaci6n  de

proteinas  recombinantes.  Para  lograr este objetivo,  fue  necesario  disefiar una

estrategia  para  obtener  inicialmente  las  proteinas  Bax  y  Bcl-2  de  largo  total

purificadas. Para esto, las secuencias nucleotidicas de las proteinas Bax murina

y Bcl-2 humana fueron incorporadas en el vector de expresi6n pproEX-1  (Figura

ANEXO  IV).  La  secuencia  de  las  proteinas  se  orient6  de  tal  manera  que  al

extremo N-terminal de ambas proteinas se incorpor6 Ia secuencia que codifica

para 6 residuos de histidina, lo cual permite que el producto de expresi6n sea
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Figura 4. Purificaci6n de Bax y Bcl-2.
Para  la  expresi6n   de  las  proteinas   recombinantes  se  utilizaron   las  celulas   E.Co//.  M15,
transformadas con el vector pproEX-1/Bax o pproEX-1/Bcl-2, el cual es inducido con  IPTG y
seleccionado  con  carbenicilina.  Luego  de  la  expresi6n  de  proteinas,  las  bacterias  fueron
procesadas para iniciar la purificaci6n de las proteinas. El cultivo de celulas fue centrifugado y
el precipitado de c6lulas se resuspendi6 en tampon de lisis, en el que se incub6 en hielo por 1
h.  Posteriormente  el  lisado  enriquecido  en  proteinas  fue  centrifugado  para  descartar restos
celulares, y el sobrenadante fue incubado con la resina de afinidad.  Finalmente las proteinas
fueron eluidas con imidazol (250 mM).
En  la  Figura A,  se muestra  un  gel  de poliacrilamida  (12  a/o) denaturante tefiido con  nitrato de
plata  cargado  con   Bcl-2  y  Bax  purificadas  (n=20).   Se  observa  la  presencia  una  banda,
correspondiente a las proteinas Bcl-2 y Bax segdn corresponda.
La  Figura  8 es un  lvestem b/of para  la identficaci6n de Bcl-2 humana y Bax de rat6n en  las
fracciones purificadas (n=10).
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posteriormente  purificado  mediante  cromatografia  de  afinidad.  Este  vector  de

expresi6n es seleccionado con carbenicilina,  posee la secuencia promotora del

operador  /ac,  por  lo  que  la  expresi6n  de  las  proteinas  se  indujo  con  lpTG.

Posteriormente [as c6[ulas comerciales E.co//. M15 fueron transformadas con e]

vector de  expresi6n  pproEX-1/Bc/-2 o  pproEX-1/Bax.  La  raz6n  por  la  cual  se

utiliz6 esta cepa comercial, fue para asegurar un  bajo nivel de expresi6n  basal

de las proteinas de intefes, ya que contiene el vector pREP4, el que permite la

expresi6n  constitutiva  de  la  proteina  represora  del  promotor del  operador  lac.

Las  c6lulas  que  contienen  este vector son  seleccionadas  con  kanamicina,  Ias

cuales  poseen  varias  copias  del  vector  pREP4,  esto  mantiene  fuertemente

reprimida  la  sintesis  de  las  proteinas  que  se  encuentran  bajo  el  control  del

promotor del operador lac.

Inicialmente  se  observ6,  que  la  inducci6n  de  la  expresi6n  de  Bax,  provoc6  Ia

disminuci6n  en  la densidad  6ptica  de  los  cultivos  de  bacterias  (Figura ANEXO

V).  En  el  caso  particular de  Bcl-2,  la  expresi6n  de  la  proteina  no  tiene  efecto

significativo sobre la viabilidad de los cultivos de bacterias.

Sin embargo, el control de la expresi6n es importante para ambas proteinas, ya

que  se  debe  evitar por  una  parte,  que  Bcl-2  se  agregue  y forme  cuerpos  de

inclusi6n insolubles, y por otra, que Bax induzca la muerte del cultivo, afectando

asi directamente la recuperaci6n de las proteinas (23).

Ambas  proteinas  fueron  purificadas  de  manera  homog6nea  con  un  nivel  de

pureza >95  °/o  determinado por SOS-PAGE tefiido  con  nitrato  de  plata  (Figura
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4).  El  limite de detecci6n  reportado para esta t6cnica se encuentra entre 0,1  a

1,0   ng   de   proteina   por   banda   (38).   Sin   embargo,   baj.o   las   condiciones

experimenta]es utilizadas,  e] rango dinamico de detecci6n de ]a tinci6n de plata

se encontr6 entre.40 y 400 ng  (Anexo I).  Rutinariamente,  e[ rendimiento de Bcl-

2 fue entre  11  y 20  ug totales.  En  el  caso de  Bax se estimo entre 23 y 46  L]g

totales,  siendo  la  concentraci6n  de  ambas  proteinas  purificadas  usualmente

estimada entre 2 a 10 LIM (n=20).

Se   concluy6   que   las   proteinas   purificadas   se   obtuvieron   en   un   nivel   de

concentraci6n   y   de   pureza   adecuados   para   estudiar  sus   propiedades   en

ensayos in vitro.

Las  proteinas  mutantes  de  Bcl-2,   Bcl-2AC11   y  Bcl-2AC21   se  expresaron  y

purificaron   bajo   condiciones   similares.       Sin   embargo,    [a   diferencia   mss

significativa se observo en el rendimiento de las proteinas, el cual aument6 con

[a   disminuci6n   en   el   ndmero   de   aminoacidos   del   extremo   C-terminal,   E]

rendimiento de  Bcl-2AC11  fue de ~ 75  ug totales.  En  el  caso de  Bcl-2AC21'  se

estim6 entre 100 y 150 LIg totales.

Para   determinar  si   Bax,   Bcl-2   y   sus   mutantes   purificadas   preservan   sus

propiedades funcionales, se estudio la capacidad de estas proteinas de modular

la liberaci6n del cit c desde mitocondrias purificadas.
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2, Caracterizaci6n funcional de Bax y Bcl-2.

2a. Interacci6n entre Bcl-2 y la membrana mitocondrial.

Normalmente  la  proteina  Bcl-2  se  encuentra  distribuida  en  membranas

intracelulares,   como   la   membrana   del   reticu[o   endoplamatico,   la   envo[tura

nuclear  y  principalmente  en  la  MME  (12).  Al  parecer  la  presencia  de  esta

proteina  en  la  MME  se  encuentra  estrechamente  relacionada  con  su  funci6n

anti-apopt6tica  (17).  Por consecuencia,  fue investigada  la  posibilidad  que  Bc[-2

purificada fuese capaz de  interaccionar con  la  membrana  mitocondrial,  para lo

cual se aislaron  mitocondrias de hepatocitos de rata,  Ias que fueron  incubadas

con varias concentraciones de Bcl-2. La determinaci6n de la presencia de Bcl-2

en  [a  membrana  mitocondrial,  se  rea]iz6  mediante  Wesfem  A/of,  dirigido  a  la

detecci6n  de  Bcl-2  humana  en  una  fracci6n  enriquecida  de  membranas.  La

Figura 5A muestra un  Wesfem b/of para determinar la presencia de Bcl-2 en la

fracci6n de membrana mitocondrial, en el control negativo (C-) no se detecta la

presencia de Bcl-2 end6geno,  probablemente debido a que los niveles de esta

proteina  se  encuentran  por debajo  del  limite  de  detecci6n  de  nuestro  ensayo

(35). Sin embargo,  se observ6 que Bc]-2 adicionado se asocia a la mitocondria

de    manera    dosis    dependiente    y    claramente    la    serial    se    satura    a

concentraciones mayores que 0,7 uM.

Para   discriminar   si    Bc[-2   interaccjona   debi[mente   o   fuertemente   con    [a

membrana  mitocondrial,  es  decir,  mediante  interacci6n  electrostatica  o  si  se

integra  en  la  membrana  mitocondrial,   ]as  mitocondrias  incubadas  con  Bcl-2

fueron tratadas con  Na2HP04 (10 mM) de diferente pH.  Esta estrategia permite
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a[terar las propiedades electrostaticas de la membrana mitocondrial. Si Bc[-2 se

asocia de  manera electroestatica a la membrana mitocondria[,  e[ tratamiento a

diferente  pH  deberia  debi[itar  esta  interacci6n  (28).  La  Figura  58  muestra  un

lwesfem b/of contra  Bcl-2,  en  el  cual  es  posible detectar la  presencia de  Bcl-2

purificado  luego de haber tratado las mitocondrias  con  Na2HP04,  ya sea a  pH

4,5  611,5.  Sin  embargo,  al  comparar  la  intensidad  de  Bcl-2  presente  en  la

membrana mitocondria[  [uego del tratamiento a[ca]ino  versws el tratamiento con

PBS  (pH:  7,4),  se observa que la cantidad  de Bcl-2  unida es  levemente mayor

en  las membranas tratadas con  PBS  ([Bcl-2]:  1  LiM).  Estos resultados sugieren

que la interacci6n entre Bcl-2 y la  membrana mitocondrial principalmente no es

de caracter electrostatica,  si  no  mss  bien  de cafacter fuerte,  probablemente a

trav6s   de   interacciones   hidrof6bicas   con   la   membrana   mitocondrial   o   con

proteinas integrales en esta membrana.

Este ensayo funcional demuestra la capacidad de  Bcl-2  para interaccionar con

la membrana mitocondrial, pero no permite establecer si esta proteina mantiene

su capacidad para inhibir la actividad pro-apopt6tica de Bax. Por esta raz6n, se

estudio a continuaci6n la funcionalidad de Bax purifjcado.
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Bcl-2 (lJM)

C-      0,1    0'5     0,7     1

pH: 4,5

Bc|-2-     fife¥ffiE

pH:  11,5
PBS Bcl-2

C-     0,1    0,5        1          1          C-     0,1    0,5       1           1

Bcl-2 (lJM) Bcl-2  (LJM)

Figura 5.  Unj6n de Bcl-2 a membranas mitocondriales.
Bcl-2 ejerce su funci6n anti-apopt6tica en la membrana de la mitocondria, por lo tanto
se  estudio  la  capacidad  de  Bcl-2  recombinante  de  asociarse  con   la  membrana
mitocondrial.   Para   esto,   mitocondrias   aisladas   de   hepatocitos   de   rata   fueron
incubadas con Bcl-2 por 20 min a 37 °C.  Luego de la incubaci6n, las mitocondrias se
centrifugaron a  10.000 x g por 10 minutos, y el precipitado de membranas resultante
fue tratado con  tampon  alcalino.  Este tratamiento consistente  en  incubar la fracci6n
de  membrana  con  Na2C03  (pH:   11)  durante  10  minutos  en  hielo  para  debilitar  la
interacci6n debil entre proteinas. Alternativamente,  las membranas fueron  incubadas
con   Na2HP04   de   diferentes   pH,   durante   10   min   en   hielo.   Posteriormente   las
membranas fueron  solubilizadas en tampon  de lisis (NP401°/o,  SDS 0.1%,  Nacl  150
mM,   Na2HP04   5   mM,   c6ctel   de   inhibidores   de   proteasas).   La   detecci6n   de   la
presencia de Bcl-2 se realiz6 a partir de la fracci6n soluble mediante  lvestem b/of.
Los resultados presentados corresponden a un  Western b/of en el cual se observa la
presencia de Bcl-2 asociada a la membrana mitocondrial.
A.   Se   determin6   y   compar6      la   fracci6n   de   Bcl-2   unida   a   la   membrana   de
mitocondrias  incubadas con  varias concentraciones de  proteina  versus  mitocondrias
no tratadas (C-). (n=3).
8.  Al  jgual  que  en  la  figura  anterior  las  mitocondrias  fueron  incubadas  con  varias
concentraciones   de   Bcl-2.   Posteriormente   las   membranas   fueron   tratadas   con
Na2HP04   (10   mM)  a   dos   pH   diferentes   (4,5  y   11,5).   Se  compar6  el   grado  de
asociaci6n de Bcl-2 respecto de mitocondrias lavadas con PBS (pH: 7,4). (n=3)



30

2b.  [nteracci6n  de  Bax  con  la  membrana  mitocondrial  y  liberaci6n

del citocromo c.

En  una  segunda  etapa  se  estudi6  la  funcionalidad  de  Bax  purificada,

tanto en su capacidad para unirse a la mitocondria, como en su capacidad para

promover la liberaci6n del cit c.

Bax es una proteina que normalmente se encuentra distribuida en el citoplasma

de  la  c6lula.  Sin  embargo,  frente  a  un  estimulo  apopt6tico  se  transloca  a  la

mitocondria,  promoviendo  la  salida  del  cit  c  (8,11).  AI  igual  que  Bcl-2,  Bax

tambien posee un extremo C-terminal hidrofobico que permite que esta proteina

se integre en la membrana mitocondrial. Por [o tanto, se estudi6 [a capacidad de

Bax para asociarse a [a membrana mitocondrial y promover la liberaci6n del  cit

c.   Esto  se  IIev6  acabo  mediante  un  ensayo  de   liberaci6n  del   cit  c  desde

mitocondrias   ais[adas   de   hepatocitos   de   rata.   Para   djscriminar  si   Bax  se

encuentra adsorbida electrostaticamente a la superficie de la mitocondria o si se

encuentra integrada a la membrana mitocondrial, Ias membranas incubadas con

Bax fueron  sometidas  a  un  tratamiento  alcalino  (100  mM  Na2C03,  pH:11)  (28).

En el panel superior de la Figura 6A,  se muestra un  Wesfem b/of en el cual se

detect6  la  presencia  de  Bax  purificado  asociado  a  la  membrana  mitocondrial.

No   fue   posible,   detectar   Bax   end6geno   mediante   esta   t6cnica   (C-).   Sin

embargo,   Bax   recombinante   se   asocia   a   la   membrana   mitocondrial.   Esta

asociaci6n es de caracter fuerte ya que es resistente a] tratamiento alcalino.  La

incorporaci6n  de  Bax  a  la  membrana  de  la  mitocondria  no  ocurre  de  manera
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dosis dependiente,  mas bien parece saturar a concentraciones bajas de Bax, al

menos en las condiciones de nuestro ensayo.

#--Sax
ife# + Cit C

C-   TX   0,1    0,4   0,6  Coo  0,1   0,4  0,6

Bax (I-M)                   Bax (ilM) + OG

ZOO                             350                             §00

reex] nM

Figura 6. Bax sea asocia a la membrana mitocondrial y promueve
la liberaci6n de citocromo c.
Mitocondrias aisladas fueron  incubadas con varias concentraciones de
Bax  (A) o  Bax  incubado con  1%  octilgluc6sido  (8).  Posteriormente  se
detecto   mediante   Western   b/of  la   union   de   Bax   a   la   membrana
mitocondrial (panel superior), y de cit c liberado al medio de incubaci6n
(panel inferior) inducida por Bax. (n=7)
En el grafico se resume el efecto de las diferentes concentraciones de
Bax sobre la liberaci6n de cit c /.n v/.fro. I (p< 0.05)
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En e] panel inferior de la Figura 6A, se observa la ]iberaci6n basal del cit c (C-) y

la maxima en presencia de Trit6n X-100 (TX). Bax promueve la liberaci6n del cit

c,  siendo  maxima  a  partir  de  una  concentraci6n  de  0,4  uM.  Estos  resultados

indican    que    Bax   purificado    es   funcional,    tanto    en    su    capacidad    para

interaccionar con la membrana mitocondrial como promoviendo la liberaci6n del

cit c.  Cabe  mencionar que  Bax  purificado se  recupera  en  una forma  activa,  lo

cual difiere de otras  preparaciones obtenidas  por otros autores,  en  las que se

requiere de la adici6n de Bid truncado (tBid) o la presencia de detergentes para

promover la ]iberaci6n del cit c (1, 3).

2c. Activaci6n de Bax.

La  activaci6n  de  Bax  requiere;  primero  de  un  cambio  estructura[  que

libere e[ extremo C-terminal que se encuentra bloqueando e[ bo[si[]o hidrofobico,

y segundo la oligomerizaci6n e inserci6n en [a membrana de [a mitocondria (21,

23, 25).  Este cambio conformacional se logra en forma fisiol6gica presencia de

Bid activado (tBid), o de manera artificial en presencia de altas concentraciones

de  a]gunos  detergentes  no  i6nicos,  como  por  ejemplo  octilgluc6sido  (OG,  1).

Nuestros resultados demuestran que Bax purificada es suficiente para promover

[a  liberaci6n  de[  cit  c desde  mitocondrias  aisladas  (Figura  6A),  por  lo  que  nos

preguntamos qu6 hace posible tal efecto.   Una de las posibilidades es que Bax

purificada   se   obtuviese   en   presencia   de   una   proteina   contaminante   que

promoviera su activaci6n. Sin embargo en un fatal de 20 preparaciones de Bax
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no  se observ6  proteinas  contaminantes  por sobre  el  limite  de  detecci6n  de  la

tinci6n de plata (Figura 4A), lo cual descartaria esta posibi]idad. Otra posibi[idad

es que Bax purificada se encuentre formando olig6meros de manera nativa.  En

resultados discutidos en el avance anterior se demostr6 mediante geles nativos

que   Bax  mayoritariamente  se  obtiene  de  forma  monomerica,   sin   embargo

aproximadamente  el  30  °/o  se  encuentra  formando  principalmente  dimeros  y

olig6meros de mayor orden.  Paralelamente,  en otro grupo de experimentos,  se

determin6 que Bax recombinante principalmente se obtiene como mon6mero ya

que se observ6 solo  una  banda de  proteina  cuando se analiza  el  SOS-PAGE

tefiido  con  nitrato  de  p]ata  (Figura  7A,  carri]  1).  Sin  embargo,  el  Wesfem  A/of

contra  Bax para este mismo gel,  revela que Bax obtenida bajo las condiciones

de  purificaci6n,  forma  al  menos  mon6meros  y  dimeros  (Figura  78,  carril  1).

Estos  resultados sugieren  que  el tipo de  interacci6n  entre  mon6meros de  Bax

es de caracter fuerte,  probablemente del tipo hidrofobica, ya que no fue posible

romper   esta   interacci6n   bajo   las   condiciones   denaturantes   del   gel.   Bax

purificada  se  obtiene  principalmente  de  forma  monomerica,  sin  embargo  es

posible  detectar  la  formaci6n  de  dimeros  bajo  condiciones  nativas,   lo  cual

podria  explicar  en  parte  el  efecto  de  Bax  sobre  la  liberaci6n  del  cit  c  desde

mitocondrias aisladas.

No obstante,  Bax /.n v/.vo en condiciones de estr6s, forma olig6meros de mayor

orden  (17),  Io  cual  se  ha  relacionado  directamente  con  la  [iberaci6n  del  cit  c

desde    mitocondrias    aisladas    (11).       Con    el    prop6sito   averiguar   si    Bax
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recombinante  posee  la  capacidad  de  formar  olig6meros,  se  incub6  Bax  con

diferentes concentraciones de OG

Bax 0,7 HM + OC (%)

12     3    0,51,01,52,0    2,5

GH - H N " u - ire

Bax 0,7 LIM + OG (%)

2    3    0,51,01,5  2,0    2,5

Figura 7.  Octilgluc6sido  induce  la oligomerizaci6n  de Bax.  Bax purificada se incub6 con
diferentes  concentraciones  de  octilgluc6sido  en  presencia  del  agente  entrecruzante  soluble
BS3 (0,25 mM).
A:  SOS-PAGE tratado con tinci6n de plata, cargado con Bax (1 ),  Bax dializada (2), Bax + BS3
(3) y con Bax en presencia de diferentes concentraciones de octilgluc6sido.
8:   Western  b/of  realizado  para  el  gel  mostrado  en  A,  en  el  cual  se  detect6  diferentes
olig6meros de Bax.  (n=6)
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por debajo y por sobre la concentraci6n micelar critica (CMC) descrita para este

detergente  (~  1  °/o),  y se  captur6  las interacciones  entre  mol6culas  de  Bax en

soluci6n   mediante   el   agente   entrecruzante   soluble,    BS3.    Los   resultados

indicaron   que   no   es   posible   detectar  la   presencia   de   olig6meros   de   Bax

mediante  SOS-PAGE tefiido  con  nitrato  de  plata,  ya  sea  en  ausencia  (Figura

7A,  carril  3),  como  en  presencia de OG  (Figura  7A,  Bax 0,7  uM  +  OG  0,5-2,5

°/o). Por el contrario, el Wesfem b/of contra Bax para el mismo gel, revel6 que en

ausencia de OG  (Figura 78,  carril 3) solo se detect6 el  mon6mero y el dimero

de  Bax.  Probablemente,  debido  a  que  el   Wesfem  b/of  posee  un  limite  de

detecci6n aproximadamente  1000 veces mayor que la tinci6n de plata (35, 38).

Sin embargo, entre 0,5 y 1,0 % de OG se indujo e[ enriquecimiento de [a banda

correspondiente   a[   dimero,   y   se   promovi6   la   formaci6n   de   trimeros   (3x),

tetfameros (4x) y olig6meros de mayor orden (9x). Por sobre la CMC del OG no

es  posible  observar  el  enriquecimiento  de  algdn  complejo  en  particular,  asi

como  tampoco  la  formaci6n  de  nuevos  olig6meros  (Figura  78,1,5-2,50/o  de

OG).  Estos resultados en conjunto demuestran que Bax purificado es capaz de

formar  complejos  homo-oligom6ricos  de  diferente  orden.   Por  lo  tanto,   Bax

incubado con OG deberia promover la ljberaci6n del cit c desde las mitocondria

con   mayor   eficiencia.   Para   explorar   este   punto,   realizamos   ensayos   de

]iberaci6n  del  cit  c  desde  mitocondria  purificadas  con  Bax,  proteina  que  fue

previamente incubada con  OG  (controles Anexo  11).  En  la  Figura  68,  se  puede
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observar en el panel superior que OG (1°/o) no promueve una mayor asociaci6n

de  Bax con  la  mitocondria,  respecto  a  la  condici6n  sin  detergente  (Figura  6A,

panel  superior).     Por  otro  lado,   la  Figura  68  (panel  inferior)  muestra  como

control, que OG a una concentraci6n maxima de 0,06°/o no liber6 el cit c (COG).

Sin  embargo,  Bax  pre-incubado  con  OG  promovi6  Ia  liberaci6n  del  cit  c,  y  lo

hace de la misma manera que Bax por si sola (Figura 6A, panel inferior).    Este

resultado sugiere que Bax purificado es suficiente para promover el maximo de

liberaci6n  del  cit c en  las condiciones ensayadas.  Nuestra evidencia difiere del

efecto esperado para el OG, el cual sugeria que este detergente potenciaria la

acci6n de Bax. No obstante, el efecto de OG sobre Bax podria ser modificando

otras   propiedades   funcionales   de   Bax,   como   por   ejemplo   la   cin6tica   de

[iberaci6n de[ cit c. Probablemente, en el tiempo en que se desarrollo el ensayo

(30  min)  no  es  posible  detectar cambios  en  los  niveles  del  cit  c  liberado,  por

estar ocurriendo a tiempos mucho mss cortos.  Para investigar esta posibilidad,

se  estudio  el  curso  temporal,  tanto  de  la  uni6n  de  Bax  a  la  membrana  de  la

mitocondria, como e[ de la liberaci6n de[ cit c (Figura 8).
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Bax               Bax + OG

Tiempo (m[n)                    Tiempo (mln)

Figura 8.  Dependencia temporal de la liberaci6n del citocromo c inducida por Bax.
Para descartar la posibilidad que OG altere la cinetica de liberaci6n del cit c, se incubaron
a  varios  tiempos  las  mitocondrias  aisladas,  a  una  concentraci6n  fija  de  Bax  (0,35  uM),
suficiente  para  promover  la  liberaci6n  del  cit  c.  Inicialmente,  se  determin6  que  Bax  se
asocia a la membrana mitocondrial de manera fuerte (Wesfem b/of superior), y al parecer
esta  asociacj6n  no  depende  del  tiempo  de  incubaci6n.  Sin  embargo,  se observa  que  la
salida   del   cit   c   inducida   por   Bax   esta   directamente   relacionada   con   el   tiempo   de
incubaci6n  (Western  A/of  inferior).  C-:  Mitocondrias  jncubadas  con  buffer  de  eluci6n  de
Bax.  TX:  Mitocondrias tratadas con Triton X-100 (1 °/o).  COG:  Mitocondrias incubadas con
OG (5xl0-2 a/o).  (n=3)
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Se determino que Bax (0,35 uM) interacciona rapidamente con la membrana de

la mitocondria, y no se observ6 un aumento en la uni6n de esta proteina en el

tiempo tanto en ausencia como en presencia de OG (Figura 8,  panel superior).

Sin  embargo,   la  liberaci6n  del  cit  c  inducida  por  Bax  (0,35  ijM)  es  tiempo

dependiente (Figura 8, panel inferior). No obstante, el curso temporal observado

en  ausencia  y  en  presencia  de  OG  es  similar.  En  resumen,  Bax  se  asocia

tempranamente  a  la  mitocondria,   no  detectandose  un  aumento  significativo

entre  los 5 y 20  minutos de ensayo  ni  encontfandose diferencia  en  los niveles

del cit c liberado en el tiempo tanto en ausencia como en presencia de OG,

Podemos concluir de esta serie de experimentos, que Bax purificada se obtiene

de manera activa, y que es suficiente para promover la liberaci6n del cit c desde

mitocondria aisladas, y que mantiene la capacidad de formar olig6meros, lo cual

esta en acuerdo con la funci6n pro-apopt6tica descrita de Bax.

3. La liberaci6n del citocromo c inducida par Bax es inhibida por Bcl-2 i.n

vitro-

Una  vez  iniciada  la  apoptosis,  Bax  se  reorganiza  dentro  de  la  c6Iula,

translocandose hacia la mitocondria en donde promueve la salida del cit c hacia

el  citoplasma.  Por otra  parte,  Bcl-2  normalmente  se  encuentra  asociada  a  la

membrana  externa  de  la  mitocondria,  desde  donde  modula  negativamente  la

liberaci6n del cit c inducida por Bax (11 ).  Nuestros resultados se encuentran en

acuerdo con  el  modelo  propuesto,  ya que tanto  Bcl-2  como  Bax interaccionan
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de manera fuerte con la mitocondria, y Bax promueve la liberaci6n t.n vi.fro del cit

c.  Lo  siguiente  es  demostrar  que  Bcl-2  ejerce  un  efecto  antag6nico  sobre  la

acci6n de Bax en la mitocondria, evitando que el cit c escape de este organelo.

Por  lo  tanto,  se  ensayo  la  capacidad  de  Bcl-2  purificada  para  inhibir el  efecto

permeabilizador de Bax sobre las membranas mitocondriales.

En  primer lugar,  para  incorporar a  la  membrana  mitocondrial  la  proteina  Bcl-2,

las mitocondrias aisladas de hepatocitos de rata fueron preincubadas con varias

concentraciones de Bcl-2 (Figura 9).

Bcl-2 (LIM)

C.TX
Bax 0,35 LJM

Figura   9,   Bcl-2   inhibe   la   liberaci6n   de   citocromo   c   inducjda   por   Bax.
Mitocondrias  purificadas  se  preincubaron  con  diferentes  concentraciones  de  Bcl-2
durante   10   minutos.   Posteriormente   se   incubaron   con   Bax   (0,35   uM).   Panel
superior:  Wesfem  b/of contra  Bcl-2  presente  en  la  membrana  mitocondrial.  Panel
inferior..  lvestem b/of confra cit c,  el cual  se detect6 desde el  medio de incubaci6n
de las mitocondrias.
C-: Mitocondrias no tratadas con proteinas. TX: Mitocondrias tratadas con Triton X-
100 (1 %) (n=4)
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Posteriormente,  las  mitocondrias  pre-tratadas  con  Bcl-2  fueron  incubadas  con

Bax  (0,35  LiM)  para  promover la  liberaci6n  del  cit c.  Bax en  ausencia  de  Bcl-2

promueve la salida del cit c (Figura 9,  panel inferior). Sin embargo,  la salida del

cit c en presencia de Bax y de Bcl-2 (1,5 uM) se reduce fuertemente. AI mismo

tiempo,  Bcl-2  se  une  a  la  membrana  mitocondria[  (Figura  9,  panel  superior).

Estos  resultados se encuentran  en  acuerdo  con  el  modelo  inicial,  en  el  cual  la

presencia de Bcl-2 en  la membrana mitocondrial es importante para su funci6n

anti-apopt6tica.  Uno  de  los  posibles  mecanismos  de  acci6n  de  Bcl-2  es  la

modu[aci6n   de   [a   interacci6n   de   Bax   con   la   membrana   de   la   mitocondria

inhibiendo  la formaci6n  de  poros  de  Bax. Alternativamente,  Bcl-2 previene que

Bax  se  asocie  con  otros  canales  end6genos  involucrados  el  transito  del  cit  c

hacia el citosol.

4. Interacci6n de Bcl-2 y Bax con membranas lipidicas sint6ticas.

Hasta el' momento se ha determinado que Bax promueve la sa[ida del cit

c  desde   mitocondrias  aisladas  y  que   Bcl-2   inhibe  este  evento.   Los  datos

sugieren que estas proteinas se asocian a la membrana de la mitocondria para

ejercer su funci6n.  La interacci6n con la membrana mitocondrial es de cafacter

fuerte  ya   que  ambas   proteinas  son   resistentes   al   tratamiento   alcalino.   La

interacci6n  de  estas  proteinas  con  la  MME  parece ser clave  en  el  mecanismo

de acci6n de estas.  Probablemente,  Bax forma poros que permiten  la fuga del

cit c,  o  alternativamente  modula  la  apertura  de  poros  presentes  en  la  MME  o
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simp[emente   induce   ]a   ruptura   de  esta,   mientras  que   Bc[-2   regularia   esta

actividad.  Para obtener mayores detalles del mecanismo molecular mediante el

cua[   Bcl-2  y   Bax  interaccionan   con   membranas   lipidicas,   se  determin6   la

capacidad  de  estas  proteinas  puras  de  inducir  actividad  electrofisiol6gica  en

bicapas [ipidicas artificiales.  Hasta el momento,  se han  resue[to las estructuras

en soluci6n de diferentes miembros tanto anti-apopt6ticos como pro-apopt6ticos

de [a familia Bcl-2 (23, 24, 25).  Estas son similares a [as descrjtas para porinas

bacterianas como colicina El  y a la subunidad formadora de poros de la toxina

de  la  difteria  (44).  Esta  homo[ogia  no  solo  es  estructura[,  ya  que  tanto  Bcl-XL

(19) como diferentes miembros de ]a famjlia, como por ejemplo Bax, Bcl-2 y Bid

forman  poros  o  cana[es  i6nicos  en  bicapas  lipidicas  planas  (11,15,17).  Este

paradigma es una buena estrategia para estudiar la interacci6n de Bax y Bcl-2

purificada   con   las   membranas   lipidicas.   Para   esto,   Bax   y   Bcl-2   fueron

ensayadas  en  un  sistema  electrofisiol6gico  de  bicapas  lipidicas  planas.  Las

proteinas  se  adicionan  en  el  compartimiento  Gis  lo  que  induce  una  actividad

electrofisiol6gica    caracterizada    por   fluctuaciones    rapidas    y    relativa    baja

conductancia,  cercana  a  150  pS  en  el  caso  de  Bax  (Figura  10A).  De  manera

similar,  [a  adici6n  de  Bcl-2  induce  fluctuaciones  fapjdas  de  la  corriente.  Esta

actividad puede aumentar hasta inestabilizar y romper [a bicapa lipidica (Figura

108).  Interesantemente,  Bax en  presencia de  P octil-gluc6sido forma  poros de

gran conductancia y alta probabilidad de apertura.
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Figura  10.  Interacci6n  de  Bc[-2  y  Bax  en  membranas  [ipidicas  sint6ticas
generan actividad electrofisiol6gica.
A. Actividad electrofisiol6gica caracteristica de la proteina Bax.  Esta actividad se
midi6 a tres voltajes diferentes,  +  120,  +  100 y -100 mv.  El estado cerrado del
canal  se  representa  como  C.  La  conductancia  determinada  para  los  canales
formados por Bax bajo estas condiciones es de 145 pS.
8. Actividad  electrofisiol6gica caracteristica de la proteina  Bcl-2.  La adici6n  de la
proteina   en   el   compartimiento   Gis   se   correlaciona   con   fluctuaciones   en   la
corriente.   Esta actividad se midi6 a tres voltajes diferentes,  + 40,  + 50,  +60 mv.
El estado cerrado del canal se representa como C
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Esta  evidencia  apoyada  en  la caracterizaci6n  bioquimica de  Bax en  presencia

de]  detergente  sugiere  que,  ]a  actividad  electrofisiol6gica  observada  en  estas

condiciones es el resultado de la oligomerizaci6n de esta proteina en la bicapa

sintetica (Anexo  1[[).

5. Antimicina A3 lnhibe [a funci6n de Bcl-2 en [a membrana mitocondrial.

Se explor6 si el dominio BH3 de Bcl-2 es importante en el mecanismo

de   acci6n   de   esta   proteina.   EI   modelo   actual,   se   basa   en   la   evidencia

observada a partir de la estructura en  soluci6n de Bcl-2,  la cual sugiere que la

inhibici6n   de   la   liberaci6n   de[   cit  c  ocurriria   mediante   un   mecanismo   que

invo]ucra   interacci6n   proteina-proteina,   esto   seria   mediante   e[   anclaje   del

dominio   BH3   de   Bax   en   el   bolsil]o   hidrofobico   de   Bcl-2.   Esta   interacci6n

proteina-proteina  ocurriria  en  soluci6n,   donde  los   residuos   hidrofobicos  del

dominio BH3 de  Bax interaccionarian  con  los residuos aminoacidicos apolares

orientados  hacia  el  interior  de[  bolsil[o  hidrof6bico  de  Bcl-2.  No  obstante,  Ia

evidencia electrofisiol6gica sugiere una situaci6n muy diferente, ya que Bcl-2 no

solo  se  inserta  en  la  MME  mediante  el  extremo  C-terminal,  si  no que tambien

mediante sus h6]ices or 5 y 6,  [as que tendrian que atravesar la bicapa [ipidica

para dar cuenta de su actividad como canal de iones (32). Proponemos que Bcl-

2 al interaccionar con la membrana mitocondrial, la estructura en solucj6n se re-

organiza de manera tal,  que las h6Iices Ch 5 y 6 se integrarian en  la membrana

mitocondrial,  rompiendo  con  [a  estructura  del  bolsillo  hidrofobico,  por lo  que  la
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interacci6n  con  Bax  ya  no  seria  en  soluci6n,  si  no  mas  bien  en  el  ambiente

lipidico   de    la    MME.    Para    comprobar   nuestra    hip6tesis,    bloqueamos    la

interacci6n de Bcl-2 con Bax en la membrana mitocondrial con AA,

Figura 11. Modelo molecular de Bcl-2 asociada a antimicina A3 .
La  figura  representa  la  estructura  de  la  proteina  Bcl-2,  en  la  que  se
detalla   en   colores   los   residuos   expuestos   de   los   dominios   BH1
(Amarillo),  BH2 (Rojo) y BH3 (Verde), que dan lugar a la formaci6n del
bolcillo    hidrofobico.    En    esta   estructura    se    muestra    el   sitio   de
interacci6n  del  inhibidor  estructural  de  Bcl-2,  antimicina  A3,  mol6cula
que se une al bolsillo hidrof6bico de Bcl-2. El mecanismo de acci6n de
este   inhibidor  seria   bloqueando   la   union   al   bolsillo   hidrofobico  del
domino BH3 de diferentes proteina pro-apopt6ticas de la familia Bcl-2.
(10)
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inhibidor  estructural  de  Bc]-2,  molecula  que  se  unen  al  bolsi]Io  hidrof6bico  de

Bcl-2 en soluci6n  (10,  Figura 11 ).

Se ensay6 la capacidad de AA para inhibir la funci6n de Bcl-2 en la membrana

de la mitocondria. Para esto, se determin6 mediante Wesfem b/of los niveles del

cit c liberado  por Bax desde  mitocondrias  aisladas de  hepatocitos de  rata,  las

que  fueron  pre-incubadas  con  Bcl-2  y  con  diferentes  concentraciones  de  AA.

Los  resultados  muestran  que  Bax  (0.35  uM)  es  suficiente  para  promover  la

liberaci6n  de[  cit  c  desde  mitocondrias  aisladas,  no  obstante,  las  mitocondria

pre-incubadas  con  Bcl-2  (1   LiM),  parecen  no  liberar  cit  c  en  respuesta  a  la

adici6n de Bax (Figura  12 A).

Lo anterior contrasta con los resultados observados si en el ensayo ademas las

mitocondrias son pre-incubadas con AA. Se encontr6 que entre 0.1  y 1.0 LIM de

AA,  se suprime  [a  actividad  inhibitoria  que  ejerce  Bcl-2  sobre  Bax,  ya  que  los

niveles del cit c liberados son comparables con los observados en presencia de

Bax solamente (Figura  12 A).  EI efecto bloqueador de AA sobre la actividad de

Bcl-2  podria  deberse  simp[emente,  a  que  este  compuesto  evitaria  que  Bcl-2

interactue con  la membrana de la mitocondria.  Para descartar esta posibilidad,

se determin6  de forma  paralela  la fracci6n  de  Bcl-2  y de  Bax  presentes  en  la

membrana  mitocondrial  luego  del  ensayo,  ya  sea  en  ausencia  o  en  presencia

de AA.   Se observ6 que,   tanto  Bcl-2 (Figura  12 8,  panel superior)   como  Bax

(Figura   12  8,   panel   inferior)  permanecen  asociadas  a  la  membrana  de  la

mitocondria luego del tratamiento alcalino con  Na2C03 (100  mM,  pH:11),  por lo

que   se   concluy6   tambi6n,   que   la   interacci6n   de   Bax   con   la   membrana



46

mitocondrial  no  es  afectada  por  la  presencia  de  Bcl-2.  AA  tampoco  altera  la

capacidad  de  Bcl-2  y  de  Bax  para  asociarse  a  la  membrana  mitocondrial,  ya

que   los   niveles   de   ambas   proteinas   son   similares   a   los   encontrados   en

ausencia de AA (Figura 12 8)..

Estos   resultados   en   su   conjunto   sugieren   que   AA   actda   suprimiendo   la

interacci6n   entre   Bcl-2   y   Bax   en   e[   ambiente   lipidico   de   [a   membrana

mitocondrial,    probablemente    bloqueando    el    bolsillo    hidrofobico    de    Bcl-2

evitando asi el anclaje del dominio BH3 de Bax.
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Figura    12.    Antimicina   A3   inhibe    la   funci6n    de    Bcl-2    en    al    membrana
mitocondrial.   Se   determin6   mediante    Western   b/of   el    cit   c   liberado   en    el
sobrenadante (A) y la fracci6n de Bcl-2 y Bax unida a la membrana de la mitocondria
(8).   AA a  una  concentraci6n  entre  0,1  y  1,0  uM  inhibe  el  efecto  de  Bcl-2  sobre  la
liberaci6n   de  cit  c  inducida   por  Bax  (A),   sin   embargo  AA  no  evita   que  ambas
proteinas se asocien a la membrana mitocondrial (8). (n=2)
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6.   Papel   del   extreme   C-terminal   de   Bcl-2   en   la   interacci6n   con   la

membrana mitocondrial.

Diversos  miembros  tanto  anti-apopt6ticos  como  pro-apopt6ticos  de  la

familia  Bcl-2  poseen  un  extremo  C-terminal  altamente  hidrof6bico  que  seria  el

responsable de  la distribuci6n de estas proteinas en  membranas intracelulares

(5,  20).  Este  segmento  transmembrana  (TM)  esta  formado  por  al  menos  18

aminoacidos los que en su mayoria son no polares. Particularmente, el extremo

C-terminal de Bcl-2 esta formado por 21  residuos,  los cuales  11  son  no polares

(Figura 2 A,  Figura  13).

Figura 13. Extremo C-terminal de Bcll2. La figura
se   representa   en   detalle   los   aminoacidos   que
conforman  el  extremo  C-terminal  de  Bcl-2.   Este
segmento  transmembrana  esta  compuesto  en  su
mayoria    por   residuos    apolares.    La    estructura
propuesta para este segmento de la proteina en el
ambiente   lipidico   de   la   membrana   mitocondrias
seria una a helice (14, 42, 46).
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En  el caso de Bax y de Bcl-w,  el extremo C-terminal se encuentra oculto en el

bolsillo  hidrifobico,  protegido  por e[  extremo  N-terminal  lo  cua[  Ias  mantiene de

manera inactiva en  el  citosol  (6,  24).  Sin  embrago una vez iniciado el  proceso

apopt6tico, t-Bid promueve un cambio conformacional de Bax que expone el TM

e  induce  la  translocaci6n  de  Bax  a  la  membrana  mitocondrial  externa.  AIgo

similar ocurre con  Bcl-w, ya que el dominio BH3 de miembros de la familia que

solo tienen  el  dominio  BH3  (BH3 only),  compiten  con  el  extremo  C-terminal  de

Bcl-w  por  ocupar  el  bolsillo  hidrofobico,  Io  cual  expone  al  medio  acuoso  el

extremo C-terminal  permitiendo la asociaci6n de Bcl-w a la  MME (23).  Bc]-2 en

condiciones   fisiol6gicas    normales   se   encuentra   asociada   a    membranas

intracelulares,    como    la    envoltura    nuclear,    la    membrana    externa    de    la

mitocondria y en  la membrana del  RE  (11).  En t6rminos funcionales,  Bax en  la

membrana   mitocondria]    promueve   ]a   salida   de   factores   pro-apopt6ticos,

mientras  que   Bcl-2   inhibe  este   proceso.   Sin   embargo,   se  desconoce   con

precisi6n  el  mecanismo  molecular mediante  el  cual  Bcl-2  y  Bax  se  comunican

en  la  membrana  mitocondrial  para  regular  la  permeabilidad  de  la  membrana

mitocondria[.  Con  la  finalidad  de  determinar  e[  papel  del  TM  de  Bc]-2  en  la

regulaci6n  de  liberaci6n  del  cit c inducido  por Bax,  se disefiaron  dos  mutantes

de  Bcl-2,   una  de  ellas  carece  de   11   residuos  del  extremo  C-terminal  (Bcl-

2AC11),  Io  cual  representa  la  mitad  de  este  segmento,  y  la  segunda  carece

completamente del extremo C-terminal (Bc[-2AC21 ).  E[ criterio para elegir estas

mutantes fue basado en  el espesor de la membrana de la mitocondria y en el

largo del extremo C-terminal de Bcl-2. Si asumimos que el espesor de la MME
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se encuentra entre 30 y 50 A, y que el extremo C-terminal de Bcl-2 posee una

estructura a he[icoidal  (15,  Figura  13),  este deberia tener una longitud de 31  A.

Dada estas dimensiones, esperaria que Bcl-2AC11  se asociara de manera labil

a  la  MME y que  Bcl-2AC21  no  se asociara  del  todo  con  esta  membrana  (Ver

modelo  en  la  Figura  14).  Para  sto  fue  necesario  generar  y  purificar  ambas

mutantes de Bcl-2. Tanto Bcl-2AC11  como Bcl-2AC21  fueron expresadas en un

sistema   heter6logo   y   purificadas   mediante   cromatografia   de   afinidad   en

condiciones de pureza y concentraci6n adecuados para realizar los ensayos de

liberaci6n  del  cit c (Figura  15).  Inicialmente,  se ensayo  la capacidad  de ambas

mutantes  para  insertarse  en  la  membrana  de  la  mitocondria.  Para  esto  se

incubo     mitocondrias     purificadas     de     higado     de     rata     con     diferentes

concentraciones  de  las  proteinas  recombinantes  purificadas  (10  min,  37°C).

Luego del ensayo,  la fracci6n de membranas de la mitocondria fue sometida a

tratamiento  alcalino  (100  mM  Na2C03,   pH:   11)  para  remover  interacciones

inespecificas  con  las  membranas,  determinandose  mediante  Western  blot  la

presencia de Bcl-2.  Los resultados obtenidos indican que al igual que Bcl-2,  las

mutantes  Bcl-2AC11  y  Bcl-2AC21  se  asocian  a  la  membrana  mitocondrial,  ya

que luego del tratamiento alcalino es posible detectar la presencia de estas en

la fracci6n de  membranas mitocondriales.  La uni6n de  Bcl-2AC11  y Bcl-2AC21

a la membrana de las mitocondrias ocurre de manera dosis dependiente (Figura

16).  Interesantemente,  estos  resultados  discrepan  de  lo  esperado  para  estas

mutantes,  ya  que  al  eliminar residuos  del  segmento  TM  de  Bcl-2  el  grado  de
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asociaci6n  esperado  de  esta  proteina  con  la  membrana  de  la  mitocondria

deberia ser menor.

Bcl.2 de
largo total Bcl-2 ACll Bcl-2 AC21

Figura 14. Modelo de insercj6n de Bcl-2 y mutantes en el extremo C-
terminal.
En  el  esquema  se  presenta  el  modelo  de  inserci6n  de  Bcl-2  en  la  membrana
lipidica.   En   el   caso   de   la   proteina   de   largo   total,   el   extremo   C-terminal
atravesaria  la  bicapa  lipidica,  mientras  que  se  espera  para  la  mutante  Bcl-
2AC11   que  el  extremo  C-terminal  solo  se  inserte  parcialmente,  dejando  la
proteina d6bilmente asociada a la membrana.  La asociaci6n de Bcl-2AC21  con
la membrana de la mitocondria se espera que sea nula o de muy baja afinidad,
ya que se a removido el segmento trans-membrana putativo (46).
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Al remover 11  residuos el segmento TM de Bcl-2 este se acorta en  15 A, si se

considera  que  este  segmento  se  comporta  como  una  a  h6lice  en  la  bicapa

(Figura  13,14).  Por esta  raz6n,  la  interacci6n  de  Bcl-2AC11  con  la  membrana

de la mitocondria seria solo con una de las hojas de la bicapa lipidica, esto es si

consideramos que el espesor de una membrana lipidica es ~ 30 A. Utilizando el

mismo   criterio,   Bcl-2AC21    no   deberia   insertarse   en   la   membrana   de   [a

mitocondria.    Estos  resultados  muestran  por  primera  vez  que  la  inserci6n  de

Bcl-2 en la membrana de la mitocondria no depende del segmento TM.
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Figura 15. Purjfjcaci6n de mutantes de Bcl.2.
Gel   de   poliacrilamida  denaturante   (SDS)   12%  cargado  con
proteinas  de  la  familia  Bcl-2  purificadas.  Bcl-2  de  largo  total
(Bcl-2WT),   Bax  de  largo  total   (Bax),   Mutante  de   Bcl-2  que
carece  de  11  aminoacidos  del  extremo c terminal  (Bcl-2AC11)
y mutante de Bcl-2 que carece de 21  aminoacidos del extremo
c terminal (Bcl-2AC21 ).  n=  10
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Bcl-2

WT               ACll             AC21
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Fjgura 16. Bcl-2 ACll y Bcl-AC21 se integran a la membrana mitocondrial.
Estudiamos la capacidad de Bcl-2 y mutantes de esta proteina en el extremo C-terminal
de  interaccionar con  la  membrana  mitocondrial.  Esperamos que en  ausencia  parcial  o
total  del  extremo  C-terminal,  la  capacidad  de  Bcl-2  de  interactuar  con  la  membrana
mitocondrial  disminuya.  Para  explorar nuestra  hip6tesis,  mitocondrias  aisladas  de  rata
fueron  incubadas  con  diferentes  concentraciones  de  proteinas  purificadas,  Bcl-2,  Bcl-
2AC11  y  Bcl-2AC21,  durante 20  min  a  37  °C.  Posteriormente  las  mitocondrias  fueron
centrifugadas y sometidas a tratamiento alcalino (100 mM  Na2C03,  pH:  11 ) para reducir
la interacci6n  inespecificas de las proteinas con  la  MME,  Posteriormente se detecto la
presencia  de  Bcl-2  y sus  diferentes  mutantes  mediante  Western b/of.  Los  resultados
muestran   que  tanto   Bcl-2  como   Bcl-2AC11   y   Bcl-2AC21   permanecen   fuertemente
asociada a la membrana mitocondrial, lo cual sugiere que el extremo C-terminal de Bcl-
2 no se requiere para su inserci6n en la mitocondria. (n = 9)
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7.  Papel  de]  extremo  C-t.ermina]  en  la funci6n  de  Bc[-2  en  [a  membrana

mitocondrial.

Los resultados que demuestran la interacci6n de Bcl-2AC11  y Bcl-2AC21  con la

membrana  mitocondrial  aportan  datos  nuevos  sobre  el  papel  del  extremo  C-

terminal de  Bcl-2.  Los  resultados /.n  v/.fro sugieren  que  Bcl-2  no  requiere de  un

factor  presente  en  e]  citosol  para  asociarse  a  [a  membrana  mitocondrial.  No

obstante, no se descart6 la posibilidad que proteinas presentes en la membrana

de la mitocondria ayuden a promover su inserci6n en la mitocondria.

Si   bien,   Bcl-2AC11   y   Bcl-2AC21   poseen   la   capacidad   de   asociarse   a   la

mitocondria,  desconocemos  si  estas  proteinas  son  funcionales,  es  decir,  si

retienen la capacidad de inhibir [a acci6n de Bax.  Por esta raz6n, se disefiaron

experimentos  para  explorar  la  funcionalidad  de  estas  mutantes  en  nuestro

sistema in vitro de ]iberaci6n del cit c.  Para estudiar ]a importancia funcional de[

segmento TM de Bcl-2, ensayamos la capacidad de Bcl-2AC11  y de Bcl-2AC21

de  inhibir  la  liberaci6n  de  factores  pro-apopt6ticos,  como  cit  c  y  del  factor

inductor de  apoptosis  (AIF)  cuando  es  inducida  por  Bax,  desde  mitocondrias

aisladas  de  higado  de  rata.  Adicionalmente,  quisimos  investigar  si  dentro  del

mecanismo de acci6n  de  Bcl-2 se  requiere que esta  proteina  interaccione con

Bax en  la  membrana de  la  mitocondria.  Para esto,  utilizamos en  el  ensayo de

liberaci6n  el  agente entrecruzante soluble  BS3,  con  lo cual se preservarian  las

interacciones proteina-proteina que ocurren durante el ensayo de liberaci6n del

cit   c.    Con    esta   combinaci6n    de   estrategias   experimentales   esperamos

determinar,  por una parte si el extremo C-terminal de Bcl-2 se requiere para la
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inhibici6n   de   Bax,   y  si   esta  inhibici6n   depende  de   [a   interacci6n   proteina-

proteina-

Para  tener  una  visi6n  completa  de[  significado  de  los  resultados,  se  discute

cada etapa experimental paso a paso.

[nicia[mente,  ensayamos  [a  capacidad  de  ]as  mutantes  de  Bcl-2  de  inhibir  [a

salida del cit c inducida por Bax. Encontramos que Bcl-2 inhibe ]a saljda del cit c

inducida  por  Bax,  es  decir,  al  comparar  la  fracci6n  del  cit  c  liberado  desde

mitocondrias  incubadas  con  Bax,  es  significativamente  diferente  a  la  fracci6n

del cit c [iberado cuando a las mitocondrias son  pre-tratadas con  Bc]-2 (Figura

17A).  Sorpresivamente,  Bcl-2AC11  se  comporta  de  manera  similar a  Bcl-2,  ya

que   no  se  observa  diferencia   significativa  en   la  fracci6n   del   cit  c.   Por  el

contrario,  Bcl-2AC21   no  inhibe  el  efecto  de  Bax,  ya  que  la  fracci6n  del  cit  c

liberado no es significativamente diferente a la observada en presencia solo de

Bax (Figura 178). Para este grupo de experimentos, se esperaba que tanto Bcl-

2AC11  como  Bcl-2AC21  fueran  insuficientes  para  inhibir la funci6n  de  Bax,  ya

que segt]n  la  hip6tesis de trabajo,  algunos  aminoacidos  de  este  segmento  de

Bcl-2  estarian  funcionalmente  involucrados  en  [a  regulaci6n  de  Bax.    Solo  la

proteina  Bc[-2AC21  no  inhibe a  Bax,  [o  cual  sugiere que el  extremo C-terminal

de  Bcl-2  es  una  pieza  clave  en  el  mecanismo  molecular  de  regulaci6n  de  la

permeabilidad  de  la  mitocondria.  Posiblemente,  el  extremo  C-terminal  de  Bc]-2

interactda directamente, o a trav6s de una proteina accesoria,  con dominios de

Bax que se encuentran dentro de la bicapa lipidica y que son importantes para

la formaci6n de un poro que deje escapar cyt c.
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Figura 17. Papel funcional del extremo C-terminal de Bcl-2.
La  salida  del  cit  c  desde  la  mitocondria  es  un  evento  que  inicia  una  cascada  de  activaci6n  de
proteinas que culmina con  la  muerte celular.  La funci6n  principal de  Bcl-2 en  la  MME es evitar que
se libere el cit c.  Estudiamos el efecto funcional que tiene remover varios aminoacidos del extremo
C-terminal de Bcl-2.  Para esto, se ensayo la capacidad de inhibir la salida del cit c inducida por Bax
de   dos   mutantes   de   Bcl-2,   a   las   cuales   se   les   removi611   (Bcl-2AC11)   y   21    (Bcl-2AC21)
aminoacidos del extremo C-terminal.
A.  Western b/of representativo del efecto sobre la liberaci6n de cit c inducido por Bax (350 nM) en
presencia Bcl2,  Bcl-2AC11  y Bcl-2AC21  (14, 28 ng/ul).  Panel superior se observa la detecoi6n de cit
c liberado durante el  ensayo.  Panel  Inferior corresponde COX  IV,  control de carga del ensayo (n  =
4). 8. Gfafico del efecto funcional de la remoci6n de 11  y 21  aminoacidos del extremo C-terminal de
Bcl-2. ( ' p<0,05)
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Por otro lado,  Ia detecci6n de Bax en la fracci6n de membrana de mitocondria

luego  del   ensayo   de   liberaci6n   del   cit  c,   demuestra  que   Bax  ademas  de

encontrase asociada a la membrana de la  mitocondria de manera monom6rica,

tambi6n  una fracci6n  de ella se  encuentra  de forma dim6rica  (Figura  18A).  La

presencia del agente entrecruzador BS3 en  la ultima etapa del ensayo,  permite

estabilizar  mediante  enlaces  covalentes  los  complejos  proteicos  establecidos

durante  el  ensayo,  este  caso  entre  mol6culas  de  Bax.  Si  bien  es  cierto  la

interacci6n   entre  proteinas  puede  ser  inespecifica,   solo  se  observa   en   el

Wesfem b/of contra  Bax  (Figura  18A)  un  bandeo  correspondiente  a  los  pesos

moleculares del mon6mero (~ 23 kDa) y de el dimero (~ 46 kDa).  Esto sugiere

interacci6n  entre  mol6culas  de  Bax,  Ias  cuales  estarian  interaccionando  en  la

membrana  mitocondrial,  ya  que  esta  se  encuentra  presente  en  la  fracci6n

proteinas   de   membrana   mitocondrial   resistente   a]   tratamiento   a]ca]ino.   No

obstante  en  este  experimento  no  es  posible  discriminar entre  un  homodimero

de Bax o un heterodimero entre una mol6cula de Bax y otra de Bcl-2 ya que el

peso  molecular de  este  homodimero  es  cercano  a  los  49  kDa.  y  el  limite  de

resoluci6n del gel de poliacrilamida (120/o) no permite discriminar una diferencia

de 3  kDa.  Para  poder discriminar entre estas  dos  posibilidades  una  estrategia

que exploramos en  etapas posteriores de esta tesis,  involucra ensayos de co-

inmuno precipitaci6n de Bax y Bc[-2.

En  terminos  funcionales  Bcl-2,  Bcl-2AC11  y  Bcl-2AC21  no  evitan  que  Bax  se

inserte  en  la  membrana  de  la  mitocondria,  sin  embargo  Bcl-2AC21   no  inhibe
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significativamente la liberaci6n del cit c inducida por Bax respecto a la  proteina

Bcl-2 (Figura 17 8)

Los resultados obtenidos tambi6n muestran que Bax no induce la salida desde

la mitocondria de AIF (Figura  18C),  lo cual sugiere que su efecto es especifico,

por lo que la salida del cit c observada corresponde a un evento regulado y no a

la   perdida   inespecifica   de   la   permeabilidad   de   la   membrana   mitocondrial.

Adicionalmente,  con  el  fin  de  demostrar  la  homogeneidad  en  la  cantidad  de

proteinas  cargadas  en  los  geles  se  utiliz6  como  control  de  carga  la  proteina

citocromo c oxidasa (COX IV).  Esta proteina es un  buen control para proteinas

de   membrana   de   la   mitocondria,   sin   embargo   solo   representa   un   control

indirecto para las proteinas liberadas desde la mitocondria (Figura 18E).

Los  resultados  obtenidos  a  partir  del  comportamiento  de  Bcl-2AC11   y  Bcl-

2AC21   en   el  sistema  /.n   v/.fro  permiten   postular  que   en   el   mecanismo   de

inserci6n de Bcl-2 podria jugar un papel  importante los aminoacidos presentes

en  ]a  ultima porci6n  de]  extremo C-terminal de Bc]-2AC21,  es decir,  el  extremo

C-terminal  de  Bc[-2  seria  mss  largo  de  lo  que  hasta  el  momento  se  piensa.

Alternativamente,   otros   segmentos   de   Bcl-2   tendrian   participacj6n   en   la

inserci6n  en  la  membrana lipidica.  Las a  h6lices 5 y 6  parecen  ser candidatas

ideales,  ya  que  se  ha  postulado  que  estas  serian  los  dominios  putativos  que

formarian  parte  de]  poro  proteico  que  exp]icaria  su  actividad  electrofisiol6gica

en  bicapas  [ipidjcas  p]anas  (32,  Figura  10).  La  posibilidad  que  una  proteina

presente en la  MME facilite la inserci6n de Bcl-2 no se descaria. Sin embargo,
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parece ser que el extremo C-terminal de Bcl-2 no participa en este mecanismo,

si no mss bien otros dominios de la proteina.
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Figura  18.  Papel  del  segmento TM  de  Bcl-2  en  la  regulaci6n  de  la  liberacj6n  de factores
pro-apot6tjcos   inducjda   par   Bax.   En   el   esquema   (izquierda)   se   representa   el   disefio
experimental. Mitocondrias aisladas de higado de rata se incubaron con Bax y Bcl-2 o Bcl-2AC11
o Bcl-2AC21. Luego del ensayo las mitocondrias se centrifugaron y el sobrenadante se separ6 del
pellet.  El  sobrenadante contiene  las  proteinas  liberadas de  la  mitocondrias  (cit c,  AIF),  mientras
que el pellet de membrana contiene las proteinas que se asociaron a ella durante el ensayo (Bcl-
2,  Bax). Posteriormente el pellet se incub6 con el agente antrecruzante BS3.  La presencia de Bax,
Bcl-2  en  las  membranas  de  mitocondrias,  asi  como  tambien  la  presencia  de  cit  c  y  AIF  en  el
sobrenadante se IIevo a cabo mediante  western b/of.  La proteina COX IV se utiliz6 como control
de carga (n=3).
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8. Interacci6n entre Bcl-2 y Bax en ]a membrana mitocondria[, ensayo de

co-inmunoprecipitaci6n.

Uno  de  los  mecanismo  aceptado  de  regulaci6n  de  la  actividad  de  las

proteinas de la fami[ia Bcl-2 es la interacci6n proteina-proteina entre miembros

anti y pro-apopt6ticos.  En este mode[o,  Ia actividad de Bc]-2 seria secuestrar a

Bax,  evitando  que  esta  proteina  libere  el  cit  c.  No  obstante,  La  capacidad  de

Bcl-2  de  inhibir  a  Bax  estaria  limitada  por  el  ndmero  de  moleculas  de  Bcl-2

presentes  en  la  MME,  ya  que  un  ntlmero  mayor  de  mol6culas  de  Bax  se

traduciria en la salida al citosol del cit c.

Hasta   el   momento   se   ha   demostrado   que   Bax  y   Bcl-2   se   asocian   a   la

membrana mitocondrial (Figuras 8 y 16 respectivamente), y en el caso de Bcl-2,

esto  ocurre  independientemente  de  la  presencia  del  extremo  C-terminal.  Sin

embargo,    estos   ensayos   no   permitieron   determinar   si   ambas   proteinas

jnteraccionan   en   ]a   membrana   mitocondria[,   y   si   esta   posible   interacci6n

depende de la presencia del extremo C-terminal de Bcl-2. Para responder estas

preguntas, se estudi6 la interacci6n de Bax y Bcl-2 en la membrana mitocondrial

mediante ensayos de co-inmunoprecipitaci6n.  Para esto,  mitocondrias aisladas

de  hepatocito  de  rata  se  pre-incubaron  con  Bcl-2,  Bcl-2AC11  o  Bcl-2  AC21,  y

posteriormente se incubaron  con  Bax,  para inducir finalmente [a interacci6n de

estas proteinas  en  la  MME.  Luego  las  mitocondrias tratadas  con  las proteinas

se   incubaron   en   condiciones  nativas  con   anticuerpos  anti-Bc[-2  o  anti-Bax

asociados con agarosa,  lo cual permiti6 recuperar mediante una centrifugaci6n

simple en el pe//e£, el comp]ejo Bax/Bcl-2.
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Inicialmente  se  realiz6  un   control   negativo  con   el  objetivo  de  descartar  la

posibilidad que Bcl-2 y/o Bax end6genos fueran inmunoprecipitadas junta a las

proteinas recombinantes. Este control consisti6 en inmunoprecipitar Bcl-2 y Bax

desde  la  fracci6n  de  membranas  de  mitocondrias  incubadas  en  ausencia  de

proteinas recombinantes.   De igual manera se llevo a cabo el control positivo de

la tecnica, e[ cual se realiz6 se realiz6 incubando las mitocondrias aisladas con

las    proteinas    recombinantes,    para    luego    inmunoprecipitar   las    proteinas

recombinantes  desde  la fracci6n  de  membrana  con  los  anticuerpos  contra  las

mismas proteinas con que fueron incubadas.

Los  resultados del  control  negativo sugieren  la ausencia de  Bcl-2  (Figura  19A,

carri]  c)  y  de  Bax  (Figura  198,  carril  c)  en  las  muestras  inmunoprecipitadas.

Posib]emente,   [a  tecnica  no  permiti6  detectar  la  presencia  de  Bax  o  Bc]-2

end6geno   en    las   mitocondrias   inmunoprecipitadas,   debido   a   que   estas

proteinas  se  encuentran  en   baja  cuantia  en  la  MME.  Por  el  contrario,   los

resultados del control positjvo de [a tecnica, indicaron la presencia de Bcl-2,  Bc]-

2AC11   y   Bcl-2AC21    en   la   fracci6n   de   membrana   inmunoprecipitada   con

anticuerpos anti-Bcl-2  (Figura  19A,  lp or  Bcl-2).  De  igual  manera,  se detect6  la

presencia   de   Bax   en    la   fracci6n   de   membrana   inmunoprecipitada   con

anticuerpos anti-Bax (Figura  198,  lp Ch  Bax).  Estos  resultados  indican  que  bajo

las condiciones experimentales es posible recuperar y detectar especificamente

la  presencia  de  las  proteinas  recombinantes desde  la  membrana  mitocondrial.

Dadas las condiciones experimentales, se determin6 si Bax interacciona con
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Figura  19.  Bcl-2  y  Bax  interacttlan  en  la  membrana  mitocondrjal.   Investigamos  la
posibilidad   que   Bax   y   Bcl-2   interaccionaran   en   la   membrana   mitocondrial,   y   si   esta
interacci6n   es  medjada   por  el   extremo  C-terminal.   Para  esto  incubamos   mitocondrias
aisladas de higado de rata con Bax, Bcl-2,  Bcl-2AC11, Bcl-2AC21  y combinaci6n de ellas.
Posteriormente,   las  mitocondrias  fueron   centrifugadas  y  resuspendidas  en  tampon   de
resuspensi6n  de  mitocondrias  (Kcl  125  mM,  EGTA 0,5  mM,  succinato  5  mM,  Na2HP04 5
mM,  HEPES  10  mM,  Mgcl  5  mM,  pH:  7,2)  conteniendo  anticuerpos  contra  Bcl-2  y  Bax
conjugados con agarosa.  Finalmente las mitocondrias fueron incubadas en hielo por 30 min
y posteriormente centrifugadas.  La presencia de Bax en  las fracciones inmunoprecipitadas
con anticuerpos anti Bcl-2, y de Bcl-2 en las fracciones inmunoprecipitadas con anticuerpos
anti Bcl-2, se determino mediante Wesfem b/of.
La figura  muestra un  Western b/of representativo de la co-inmunoprecipitaci6n entre  Bax y
Bcl-2.   En  el   panel  A  se  detect6  Ia   presencia  de   Bcl-2,   luego  de  haber  incubado  las
mitocondrias   con   Bax  y   Bcl-2  y   haber  inmunoprecipitado   contra   Bax.   Se   observ6   la
presencia  de  Bcl-2,  Bcl-2AC11  y  Bcl-2AC21.  Este  resultado  parcial  sugiere  la  interacci6n
proteina-proteina entre Bax y Bcl-2. Por otro lado, en el panel 8, se detect6 la presencia de
Bax,  luego de haber incubado las mitocondrias con  Bax y Bcl-2 y haber inmunoprecipitado
contra Bcl-2.  La presencia de Bax,  sugiere que al menos   esta proteina interacttla con  Bcl-
2AC21.   En   su   conjunto   estos   resultados   indican   que   Bax   y   Bcl-2   interactdan   en   la
membrana  mitocondrial,  y  en  principio  esta  interacci6n  no  se  encontraria  mediada  por el
extremo C-terminal de Bcl-2.
(n=3)
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Bcl-2,    Bcl-2AC11    y   Bcl-2AC21.    Los   resultados   de   los   ensayos   de   co-

inmunoprecipitaci6n indicaron la presencia de Bcl-2,  Bcl-2AC11  y Bcl-2AC21  en

la    fracci6n    de    membrana    de    las    mitocondrias    inmunoprecipitadas    con

anticuerpos anti-Bax (Figura 19 A,  lp or Bax). Asi mismo se detect6 Ia presencia

de  Bax en  las  muestras  inmunoprecipitadas  con  anticuerpos anti-Bcl-2  (Figura

19  8,  lp Ch  Bcl-2).

Estos  resultados en su  conjunto demuestran  que Bcl-2 y Bax interaccionan  en

la  membrana  mitocondrial,  y a]  parecer ]a  interacci6n  entre estas  proteinas  en

principio no se encontraria mediada por el 'extremo C-terminal de Bcl-2.



66

9.  Papel  del  extremo  C-terminal  de  Bc]-2  en  el  control  del  potencial  de

membrana mitocondrjal.

El potencial de membrana de la mitocondria esta dado principalmente por

el  gradiente  electroquimico  de  protones  que  existe  entre  el  citosol  y  la  matriz

mitocondrial.  Este  gradiente  tiene  su  origen  en  el  metabolismo  mitocondrial,

principalmente   en   el   ciclo   de   Krebs,   donde   los   diferentes   equivalentes

reductores,  como  NADH2  y  FADH,  entregan  sus  electrones  a  los  complejos

proteicos  de  la  cadena  transportadora  de  electrones  las  que  acoplan  a  este

proceso  de  oxido  reducci6n  el  transporte  de  protones  hacia  el  espacio  inter-

membrana  de  la  mitocondria.  Dentro  de  los  componentes  moleculares  de  la

maquinaria metab6lica de la  mitocondria, se encuentra la proteina cit c,  la que

cumple  un  papel  fundamental  en  el  transporte  de  electrones  a  trav6s  de  la

cadena de proteinas de la  membrana mitocondrial.  Debido a esta fundamental

actividad,    ]a    fuga    de]    cit    c   sugiere    que    la    mitocondria    tendria    como

consecuencia       directa       el       colapso      del       potencial       de       membrana.

Consecuentemente con  este analisis se  ha observado que el  efecto de Bax y

Bak recombinantes sobre mitocondrias aisladas es promover la liberaci6n del cit

c y  como  consecuencia  el  colapso  del  potencial  de  membrana.  Por su  parte,

Bcl-2 inhibe ambos efectos sobre mitocondrias aisladas (34).

A la luz de estos resultados, se explor6 Ia posibilidad que el extremo C-terminal

de   Bcl-2   se   encuentre   implicado   en   evitar  el   colapso   del   potencial   de   la

membrana  mitocondrial  inducido  por  Bax.  Para  explorar  esta  posibilidad  se

estim6 el cambio en  el  potencial  de membrana de mitocondrias aisladas luego
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de ser incubadas en  ausencia o en  presencia de  las  proteinas  recombinantes

con   la  sonda  fluorescente  Rodamina   123.   La  estimaci6n  del  cambio  en  el

potencial  de  membrana de  la  mitocondria  se  realiz6  mediante  el  calculo  de  la

diferencia entre la raz6n de fluorescencia (520/495) basal, obtenida en ausencia

o  en  presencia  de  proteinas  recombinantes,  y la  obtenida  luego  de  la  adici6n

del  ion6foro  de  protones,  CCCP.  En  ausencia  de  proteinas  recombinantes,  Ia

adici6n de CCCP a las mitocondrias tuvo como consecuencia la disminuci6n en

la  raz6n  de fluorescencia,  obteni6ndose asi  el  cambio  maximo  en  la  raz6n  de

fluorescencia  (Figura  20A,  control).  Por el  contrario,  el  cambio  en  la  raz6n  de

fluorescencia  luego  de  la  adici6n  de  CCCP  a  mitocondrias  pre-incubadas  con

Bax, es minimo (Figura 20A,  Bax). Consistente con la funci6n anti-apoptotica, la

preincubaci6n  de  las  mitocondrias  con  Bcl-2  previo  a  la  incubaci6n  con  Bax,

previene el colapso del potencial de membrana (Figura 20A, Bax + Bcl-2).

En  resumen,  Bax  colapsa  el  potencial  de  membrana  mitocondrial,  ya  que  el

cambio  en  la  raz6n  de fluorescencia  relativa  luego  de  la  adici6n  de  CCCP  es

pequefio  (Figura  208,  Bax).    Sin  embargo,  la  presencia  previa  de  Bcl-2  evita

que la adici6n posterior de Bax provoque el colapso del potencial de membrana,

ya que se observo un mayor cambio en la raz6n de fluorescencia relativa luego

de la adici6n de CCCP (Figura 208,  Bax + Bcl-2).  Interesantemente,  Bcl-2AC11

y   Bcl-2AC21    no   evitan   que   Bax   colapse   el   potencial   de   la   membrana

mitocondrial,   ya  que  se   no   se  observo   con   claridad   que   estas   proteinas

indujeran  un  mayor  cambio  en  la  raz6n  de  fluorescencia  relativa  luego  de  la

adici6n de CCCP   (Figura 208, Bax + Bcl-2AC11/ Bcl-2AC21).
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Estos resultados en su conjunto demuestran que Bcl-2 requiere de su  extremo

C-terminal para modular el potencial de membrana de [a mjtocondria.
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Figura 20.  Papel funcjonal  del  extremo C-terminal  de  Bcl-2 en  el  control  del  potencial  de
membrana  mitocondrial.  Para  estudiar  el  rol  del  extremo  C-terminal  en  la  modulaci6n  de  la
permeabilidad   de   la   membrana   estimamos  el   cambio  en   el   potencial   de   membrana  de   la
mitocondria cuando es expuesta a  Bax, tanto en ausencia como en presencia de Bcl-2 o de las
mutantes en el extremo C-terminal.
A.  Para esto,  las mitocondrias fueron pre-incubadas a 37 °C    por 20 min en ausencia (control) o
en  presencia  de  las diferentes  combinaciones  de  proteinas.  Posteriormente  fueron  incubadas  3
min  con  la  sonda  fluorescente  R123,  determinando  el  cambio  en  la  raz6n  de  intensidad  de
fluorescencia  inicial  y luego  de  agregar el  in6foro  CCCP.  Se considera  el  cambio  maximo en  la
raz6n de intensidad de fluorescencia al generado por CCCP.
8. Grafico que representa el cambio relativo de la raz6n de intensidad de fluorescencia en
respuesta a Bax y a Bax combinada ya sea con Bcl-2 o Bcl-2AC11/Bcl-2AC21. La concentraci6n
de Bax durante el ensayo fue de 8,4 ng/ul, y de Bcl-2 y sus mutantes de 28 ng/ul.
(n=3, ` p< 0,05)
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EI  objetivo  central  de esta tesis fue  definir los determinantes  moleculares

de  la  proteina  Bcl-2  que  se  encuentran  involucrados  en  la  regulaci6n  de  la

permeabilidad de la membrana mitocondria[.

Para lograr este objetivo se combinaron la expresi6n y purificaci6n de proteinas

recombinantes con  ensayos  bioquimicos de  interacci6n  de  proteinas;  registros

electrofisiol6gicos  en  un  sistema  de  bicapas  lipidicas  planas,  estimaci6n  de

cambios en el potencial de la membrana mitocondrial y liberaci6n de la proteina

cit c desde mitocondrias ais[adas.

Para  estudiar los  aspectos  moleculares  de  las  proteinas fue  necesario  contar

con las proteinas purificadas. La ventaja de contar con un sistema de expresi6n

y  purificaci6n  de  proteinas  recombinantes,   es  poder  trabajar  con   proteinas

nativas    y    mutantes,     asi    como    tambi6n     disefiar    diferentes     ensayos

experimentales   que   nos   ayuden   a   identificar  determinantes   moleculares   y

proponer diversos mecanismos de acci6n de estas proteinas.

En  una  etapa  inicial,  y  punto  clave  para  la  realizaci6n  de  esta  tesis,  fue  la

purificaci6n de las proteinas recombinantes Bax y Bcl-2 de largo total, asi como

tambi6n de Bcl-2AC11  y Bcl-2AC21. La raz6n para trabajar con las versiones de

largo  total   de  estas   proteinas,   es  que   la   evidencia  estructural  y  funcional

publicada  hasta  ahora,  se  obtuvo  con  versiones truncadas  de  Bax y Bcl-2.  La

raz6n  para  eliminar el  extremo  C-terminal  de estas  proteinas,  fue aumentar el

rendimiento  de  la  purificaci6n  (8,  23,  36,  42).  Por  lo  tanto  los  modelos  acci6n
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propuesto  a  partir  de  estos  experimentos,  carecen  de  datos  funcionales  del

extremo C-terminal de estas proteinas.

Para  la  elecci6n  del  sistema  de  expresi6n  de  proteinas,  se  consider6  las

caracteristicas  bioquimicas y fisicoquimicas  de  las  proteinas  a  purificarse,  asi

como  tambi6n  la  reproducibilidad,  rendimiento  y el  grado  de  pureza  esperado

para  la  t6cnica.  Dadas  las  propiedades  bioquimicas  de  Bax  y  Bcl-2  de  largo

total,   se   esper6   que   estas   proteinas   fuesen   dificiles   de   purificar,   debido

basicamente  a  su  baja  solubilidad.  Para  superar esta  dificultad,  fue  necesario

disefiar  una   estrategia   bioquimica   tal   que  fuese   posible   la   purificaci6n   de

proteinas  hidrof6bicas.  La  clave  de  la  tecnica  de  purificaci6n  utilizada,  fue  la

combinaci6n entre el control del tiempo de expresi6n de proteinas y en el caso

de  Bc[-2  particu[armente,  el  uso  del  detergente  zwitteri6nico  CHAPS.  Bcl-2  a]

expresarse se asocia con  la  membrana de la bacteria,  por lo que la  utilizaci6n

de detergentes durante la  purificaci6n  permite que las proteinas de  membrana

de baja solubi[idad entren en soluci6n, aumentando directamente e] rendimiento

de   la   purificaci6n.   No   obstante,   dependiendo   de   las   caracteristicas   del

detergente,  las proteinas  pueden  sufrir cambios estructurales que exponen  los

aminoacidos  apolares  al  medio  acuoso,  lo  cual  podria  tener  consecuencias

funcionales  en  la  proteina  purificada.  Particularmente,  se selecciono  el  uso de

CHAPS  por  ser  un  detergente  que  en   bajas  concentraciones  no  altera  la

estructura  funcional  de  las  proteinas.  En  el  caso  de  Bax,  esta  proteina  se

expresa de manera soluble,  [o cual  permite una extracci6n  mucho mss simple.

Sin embargo, el uso de Trit6n X-100 en baja concentraci6n fue necesario en las
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etapas de lavado, para evitar interacciones inespecificas de otras proteinas con

la resina de afinidad.

Inicialmente  se  observ6  que  la  inducci6n  de  la  expresi6n  de  Bax  trajo  como

consecuencia  una  fapida  disminuci6n  en  [a tasa  de  crecimiento  de]  cultivo.  La

aguda  disminuci6n  en  la  densidad  6ptica  del  cultivo  de  bacterias,  demuestra

que la expresi6n de Bax induce la muerte de la c6lula hu6sped  (Figura ANEXO

V).  Esta observaci6n sugiere que esta proteina mantiene sus propiedades pro-

apopt6ticas.  Sin  embargo,  se  desconoce  el  mecanismo  mediante  el  cual,  Bax

promueve  [a  muerte  de]  cultivo  de  bacterias.   Probablemente  ]a  lisis  de  las

bacterias  inducida  por  la  expresi6n  de  Bax,  tenga  relaci6n  con  su  similitud

estructural con porinas bacterianas, cuyo mecanismo de acci6n es integrarse en

la  membrana  de  la  bacteria,  donde  oligomeriza  y forma  poros  que  alteran  el

equilibrio electroquimico, induciendo finalmente la lisis de la c6lula (44). Poco se

conoce  de  la  existencia  de  un  mecanismo  de  muerte  con  las  caracteristicas

moleculares  de  la  apoptosis  en  bacterias,  o  si  existen  proteinas  relacionadas

con   la   familia   Bcl-2   que   controlen   los   mecanismos   de   muerte   en   estos

organismos  unicelulares.  Sin  embargo,  la  similitud  estructural  de  Bax,  Bcl-2  y

Bcl-XL  con  porinas  bacterianas  y su  documentada  capacidad  de formar poros

en  membranas  lipidicas  artificiales,  sugieren  que  Bax  induce  la  muerte  de  los

cultivos  de  bacterias  al  aumentar  la  permeabilidad  de  la  membrana  de  estas

c6lulas (19, 32, 33).

En  el  caso  de  Bcl-2,  Ia  inducci6n  de  la  expresi6n  no  parece  tener une  efecto

significativo  en  la  viabilidad  del  cultivo  celular,  ya  que  solo  se  observa  una
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disminuci6n en la tasa crecimiento y no la muerte del cultivo como en el caso de

Bax (Figura ANEXO V).

Todas las proteinas fueron  purificadas mediante cromatografia de afinidad  (Ni-

NTA)  en  un  alto  grado  de  pureza  (2  95  0/o)  determinado  mediante  geles  de

poliacri]amida   tefiidos   con   nitrato   de   plata.   Paralelamente,   se   identific6   el

producto  de  purificaci6n  con  anticuerpos  especificos  mediante  Wesfem  b/of.

Tanto    Bcl-2    como    Bax    recombinantes    inmuno-reaccionaron    de    manera

especifica  con  los  anticuerpos anti-Bcl-2 y anti-Bax  (Tabla  I),  no observandose

bandas  adicionales  o  reacci6n  cruzada  que  pudiese  sugerir  la  presencia  de

posibles proteinas contaminantes. La caracterizaci6n bioquimica realizada a las

proteinas purificadas demostr6 que la metodologia utilizada es de uso rutinario

y reproducible,  adecuada  para  estudiar las  propiedades  moleculares  de  Bax y

Bcl-2.

Para  poder identificar los  determinantes  moleculares de  Bcl-2  implicados  en  la

regulaci6n  de  la  permeabilidad  de  la  membrana  mitocondrial,  fue  necesario

disefiar una estrategia experimental que permitiera poner a prueba la hip6tesis.

La  estrategia  experimental  general  apunt6  a  modificar  la  permeabilidad  de  la

membrana   mitocondrial   con   la   proteina   Bax.   La   acci6n   de   6sta   sobre   la

mitocondria  induj.o  la  salida  del  cit  c,  el  cual  pudo  ser  determinado  mediante

lvesfem b/of. Por lo tanto el ensayo funcional inicial de Bax, fue la liberaci6n del

cit c. Una vez definida las condiciones experimentales en las que Bax promueve

la salida del  cit c,  se establecieron  las condiciones bajo las que Bc]-2 inhibi6 la



74

acci6n  de  Bax.  Por lo tanto el  ensayo funcional  de  Bcl-2 consisti6  en  inhibir la

salida del cit c inducida por Bax desde mitocondrias aisladas. Adicionalmente, el

mismo mode[o experimental  permiti6 estudiar la interacci6n  de Bax y Bcl-2 con

la  membrana  mitocondrial.  Luego  de  cada  ensayo  de  liberaci6n  del  cit  c,  se

detecto mediante Wesfem B/of la presencia de Bax y Bcl-2 recombinantes en la

membrana mitocondrial.

Primero  se  estudio  la  capacidad  de  Bcl-2  de  interaccionar  con  la  MME.  Los

resultados  muestran  que  bajo  las  condicjones  experimentales  utilizadas,  Bc[-2

recombinante  se  asoci6 fuertemente  a  la  membrana  mitocondrial  (Figura  5A).

La  presencia  de  Bcl-2  en  la  fracci6n  de  membrana  de  mitocondria,  Iuego  del

tratamiento  a[ca]ino   (Na2C03,   pH:   11,5),   sugiere  que  [a  interacci6n   de  esta

proteina con la MME no es de origen electroestatico (28). La presencia de Bcl-2

en  [a  fracci6n  de  membrana  resistente  a[  tratamiento  alcalino,  sugiere  esta

proteina por un lado, se integra en la MME, o se asocia con proteinas integrales

de la MME, probablemente a trav6s de interacciones hidrof6bicas. Por otro lado,

Bax  recombinante  es  suficiente  para  promover  la  liberaci6n  del  cit  c  /'n  v/.fro

(Figura 6A), pero no de AIF (Figura 18, panel D). Estos datos estan de acuerdo

con   evidencia  ya   publicada   (2).   Los  resultados  obtenidos  sugieren   que  la

proteina  Bax  recombinante  es funcional  y  no  requiere  de  agentes  adicionales

para  ejercer  su  funci6n.  Evidencia  bioquimica  adicional,  muestra  que  Bax  en

soluci6n     se     encuentra     formando     olig6meros     (Figura     7,     carril     38).

Probablemente,  la  utilizaci6n  de  Trit6n  X-100  durante  las  etapas  de  lavado,

caus6  un  cambio  conformacional  en  la  proteina  promoviendo  la  interacci6n
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entre  mon6meros  de  Bax.  Esto  daria  cuenta  de  la  actividad  intrinseca  que

presenta la proteina Bax purificada (Figura 6).  Por otro lado,  Bax en presencia

del  detergente  no  i6nico,  P  octi]-gluc6sido,  forma  poros  en  bicapas  ]ipidicas

planas de gran conductancia y alta probabilidad de apertura (ANEXO  111).  Estas

caracteristicas son  compatibles  con  las caracteristicas  de  un  poro  proteico de

grandes    dimensiones,     el    cual     podria    que    permitir    e[    transporte    de

macromoleculas como el cit c.

Estos datos en  su  conjunto demuestran  que  Bax purificada  presenta  actividad

que es consistente con la funci6n pro-apopt6tica descrita para esta proteina. De

igual modo, se estudio la interacci6n de Bcl-2 con la membrana mitocondrial. Se

determin6  que  Bcl-2  purificada  se  asocia  a  la  membrana  de  la  mitocondria  y

suprime  el  efecto  de  Bax  (Figura  9).   Estos  resultados  sugieren   que  Bcl-2

purificada presenta actividad que es consistente con su funci6n anti-apopt6tica.

En   resumen,   los   resultados   en   su   conjunto  demuestran   que   Bax  y   Bcl-2

interaccionan de manera fuerte con la membrana mitocondrial. Bax es suficiente

para promover la salida del cjt c, no obstante, Ia presencia previa de Bcl-2 en [a

membrana de la mitocondria evita que Bax modifique la permeabi[idad de esta

membrana.  Por lo tanto contamos con  un sistema en el cual  podemos .estudiar

las propiedades funcionales de las proteinas.

Con este modelo, se puso a prueba la hip6tesis trabajo,  la cual propone que el

domino  BH3  y  el  extremo  C-terminal  de  Bcl-2  participan  en  el  control  de  la

permeabilidad   de  la   membrana   mitocondrial.   S6  observ6  que  AA  inhibe   la

funci6n de Bcl-2,  permitiendo que Bax actu6 sobre la  mitocondria promoviendo
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Ia salida del cit c. Probablemente AA, al unirse a Bcl-2 en su bolsi!Io hidrof6bico,

impide  la  interacci6n  de  esta  proteina  con  el  dominio  BH3  de  Bax,  lo  cual

sugiere que el  bolsillo hidrofobico cumple un  papel  importante  para su funci6n.

Si  bien  es  cierto,  existe  evidencia  que  demuestra  la  importancia  de  ciertos

aminoacidos puntua]es del domino  BH3 de  Bax (40),  seria interesante estudiar

el efecto de las mutaciones puntuales en  el dominio BH3 de  Bcl-2,  para poder

definir los aminoacidos que participan en  ]a modu]aci6n de ]a permeabilidad de

la membrana mitocondrial.

Los  resultados  de  interacci6n  de  las  mutantes  Bcl-2AC11  y  Bcl-2AC21  con  la

membrana mitocondrial,  sugieren que Bc]-2  no requiere de] extremo C-terminal

para  asociarse  de  manera  fuerte  con  esta  membrana.    Esta  evidencia  esta

apoyada  por toda  la  serie  de trabajos  en  los que se  describe  la formaci6n  de

poros o  canales  en  bicapas  lipidicas  planas  por parte  de diferentes  miembros

de  la  familia  Bcl-2.   En  estos  estudios,   las  proteinas  uti[izadas  carecian  del

extremo C-terminal. Sin embargo, para generar actividad electrofisiol6gica estas

proteinas requieren de la inserci6n en la bicapa [ipidica (1'9, 32, 33). Para poder

explicar  la  uni6n  de  Bcl-2AC11   y  Bcl-2AC21   a  la  mitocondria,  se  analiz6  Ia

secuencia   primaria  de   Bcl-2AC21,   y  se  observo  que  los  aminoacidos  que

forman  el  extremo  C-terminal  resultante  son  de  caracter apolar,  por lo  cual  la

proteina podria insertarse mediante un mecanismo similar a la proteina de largo

total  (Figura 21A). Alternativamente,  existe  la  posibilidad  que en  el  mecanismo

de  inserci6n  de  Bcl-2  participen  otros  dominios  anfipaticos  de  la  proteina.  Los

posibles dominios serian  los formados por las h6lices or 5 y 6,  Ias que tienen  el
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largo suficiente para atravesar la bicapa lipidica y mantener estable la inserci6n

de Bcl-2 en la MME (Figura 218).

A
Extremo C-terminal

mas largo

a
Participaci6n de

otros dominios en la
inserci6n

Figura  21.  Modelo  de  inserci6n  de  mutantes  de  Bcl-2  en  el  extremo  C-
terminal.
En  el  esquema  se  presenta  el  modelo  sugerido  de  inserci6n  de  Bcl-2A21  en  la
membrana   lipidica.    La   asociaci6n   de   Bcl-2AC21    con   la   membrana   de   la
mitocondria podria ocurrir segtln los modelos:
A.  Parte  de  los  residuos  contenidos  en  el  extremo  C-terminal  resultante  de  la
mutaci6n son de cafacter apolar, por lo que permitiria que la proteina se asocie a
la bicapa de la misma manera que el extremo C-terminal original (46).
8.  En  el  mecanismo  de  inserci6n  participan  otros  dominios  anfipaticos  de  la
proteina,  como  lo  son  las  h6lices  Ch  5  y  or  6,  las  que  atravesarian  la  bicapa
lipidica, permitiendo la inserci6n de Bcl-2 (46).
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Probablemente   la   asociaci6n   de   Bcl-2   /.r}   v/.vo   con   la   MME   ocurre   post-

traduccionalmente,  ya que no existe evidencia dentro de la secuencia de Bcl-2

de la existencia de un p6ptido serial que dirija la sintesis de la proteina a trav6s

RE.    Probablemente,    esto   tendria   que    estar   modulado    por   chaperonas

molecu]ares  que  permitan  aumentar  la  so]ubi[idad  de  [a  proteina  mientras  se

encuentra en el citosol.

La hip6tesis de trabajo p]antea la participaci6n  del extremo  C-terminal de Bcl-2

en   el    mecanismo   de   regulaci6n   de   la   permeabilidad   de   la   membrana

mitocondrial.  Probab]emente e]  extremo C-terminal  de  Bc]-2  inserto en  la  MME

interaccionaria con Bax, regulando asi su funci6n pro-apopt6tica. Los resultados

obtenidos  de  la  caracterizaci6n  funcional  de  Bcl-2AC11   y  Bcl-2AC21   indican

que se requiere del extremo C-terminal  para lograr la inhibici6n de la salida del

cit c y evitar el colapso del  potencia[ de la membrana mitocondrial  inducida  por

Bax  t.n  vt.fro.  Esta  es  la  primera  evidencia  que  demuestra  que  el  extremo  C-

terminal de Bcl-2 aunque no es necesario para la inserci6n de la prot.eina en la

MME,  si  es  un  determinante  molecular clave  en  la  modulaci6n  de  la  proteina

pro-apopt6tica   Bax   en   el   ambiente   de   la   membrana   mitocondria].   Estos

resultados modifican el modelo del mecanismo de acci6n de Bcl-2 que se tiene

hasta  el  momento,  en  el  cual  el  extremo  C-terminal  de  Bcl-2  actuaria  como

seFia] de destinaci6n  a organelos  intrace]u[ares, y aporta  informaci6n  molecular

de los determinantes de  Bcl-2  implicados en  la modulaci6n  de proteinas como

Bax asociadas a la MME.
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Resulta interesante poder estudiar la pariicipaci6n de las a h6Iices 5 y 6 de Bcl-

2  en  la  posible  interacci6n  con  Bax  en  el  ambiente  de  la  membrana  de  la

mitocondria].  Se  ha  descrito  que  la  presencia  asparragina  (N),  g[utamina  (Q),

asi como de tambi6n de acido aspartico (D) y glutamico (E) protonados en las a

h6lices  trans-membrana[es,  favorecen  termodinamicamente  la  interacci6n  de

proteinas  en  e]  ambiente  lipidico  (37).    Al  observar  la  estructura  primaria  que

forman  de  las ct  h6lices 5 y 6 tanto  de  Bax como  de  Bcl-2  se observa  que se

encuentran  formadas  precisamente  por  estos  aminoacidos.   El  estudio  y  la

caracterizaci6n de las interacciones proteina-proteina en el ambiente lipidico de

una  membrana,  es  clave  para  poder  comprender  los  diversos  mecanismos

acci6n de proteinas de membrana.
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El extremo C-terminal de Bcl-2 es un determinante molecular clave para

el  control  de  la  permeabilidad  de  la  membrana  mitocondrial.  Probablemente  el

mecanismo de regulaci6n molecular de la permeabilidad en  la membrana de la

mitocondria,   implica   la   interacci6n   proteina-proteina   entre   los   aminoacidos

apolares  del  extremo  C-terminal  de  Bcl-2  y  los  aminoacidos  apolares  de  Bax

que se encuentran  dentro de  la  bicapa  lipidica,  probablemente los que forman

parte de las h6lices or 5 y 6.
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ANEXOS

ANEXO I.

Determinaci6n  del  rango  dinamico  de  la  1:inci6n  de  plata  para  ge[es  de

poliacrilamida.

La  proteina  Bax  purificada fue  utilizada  como  patr6n  para  determinar el

rango dinamico de detecci6n de proteinas utilizando tinci6n de plata.  Para esto

se cargaron diferentes cantidades conocidas de la proteina Bax purificada en un

gel   de   poliacrilamida   al   12   0/o   en   condiciones   denaturantes   (SDS).      Los

resultados  indican  que  la  menor  cantidad  de  proteina,   en   este  caso  Bax,

detectable  por la  tinci6n  de  plata  se  encuentra  alrededor de 40  ng  por banda

(Figura  Anexo  I  A).  Este  valor es  al  menos  10  veces  mayor  al  reporiado  por

otros  autores   (17),   sin   embargo  la  tecnica   utilizada   nos  asegurar  que   las

proteinas  purificadas  no  contienen  contaminantes  que  superen  los  40  ng.  EI

rango  lineal  de  la  tinci6n  de  plata  uti]izada  es  bastante  limitado,  ya  que  por

sobre 120 ng no permite discriminar entre dos cantidades de proteinas 3 veces

superior (Figura Anexo I 8, n=2).
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Figura anexo I
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ANEXO 11.

Determinacj6n del efecto de P octi[-gluc6sido sobre la permeabilidad de la

membrana mitocondrjal.

Para estudiar el efecto del detergente f} octil-gluc6sido en el mecanismo

de    liberaci6n    de    cit    c   inducido    por   Bax,    fue    necesario    determinar   la

concentraci6n  maxima del detergente a la cual la membrana de la mitocondria

se   mantiene   impermeable   a   cit   c.   Para   esto,   mitocondrias   aisladas   de

hepatocito de rata fueron incubadas en presencia de diferentes concentraciones

de  P octil-gluc6sido  durante 20  minutos a 37 °C,  determinando  posteriormente

mediante  M/esfem b/o£ Ia  presencia  de  cit c en  el  medio de  incubaci6n  de  las

mitocondrias (figura Anexo 11).

Los  resultados  indican  que  solo  a  concentraciones  superiores  a  0.1   a/o  del

detergente es posible aumentar la  permeabilidad  de [a  membrana  mitocondrial

a proteinas como el cit C.  EI grado de permeabilizaci6n de las mitocondrias con

0.5  °/a  de  a  octil-gluc6sido  es  comparable  con  el  control  de  permeabilizaci6n

utilizado, que en este caso es 1  0/o de Trit6n-X100.  Los ensayos realizados con

mitocondrias en  presencia de  Bax preincubada  con  P octil-gluc6sido contienen

una concentraci6n de detergente que no superior a 0.1  °/o.



-TX  |x|O-3  5xl0.31x|0.22x|O.23xlo-2  5x|O-2   a.1      0.5

OG (%)

Figura   Anexo    11.    Efecto   de   P   octil-gluc6sido   sobre    la
permeabilidad de la membrana mitocondrial.
En la figura se muestra un  Wesfem b/of  en el cual se identifico la
presencia   de   citocromo   c   en   el    medio   de   incubaci6n   de
mitocondrias tratadas  con  diferentes  concentraciones  de  P  octil-
gluc6sjdo.  (n=2)
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ANEXO Ill.

Efecto de P octil-gluc6sido en la actividad electrofisiol6gica de Bax.

Idealmente  el   poro  que  permitiria  el  transito  de  una   macro-mol6cula

globular  de  15  kDa.  como  el  cit  c  bajo  las  condiciones  de  registro  utilizadas

tendria   que   tener   una   alta   probabilidad   de   apertura   y   una   conductancia

aproximada de 1-2 ns. Nuestros datos  nos permiten inferir que el poro formado

por  Bax  bajo  estas  condiciones  no  seria  el  responsable  de  la  salida  de  cit  c

desde la mitocondria. No obstante, la informaci6n bioquimica y funcional de Bax

en  presencia  de  P  octil-gluc6sido   sugiere  que  Bax  se  debe  activar,  es  decir,

o[igomerizar en a] MME como paso previo a la liberaci6n de cit c.

Para   estudiar  si   e]   detergente   P  octi]-g]uc6sido   modifica   ]as   caracteristicas

electrofisiol6gicas   registradas   de   Bax,   se   pre-incub6   la   proteina   con   el

detergente (1,5 0/a) durante 1  hora a 4 °C. Posteriormente la proteina tratada fue

adicionada  al  compartimiento  cis  aplicando  agitaci6n  durante  1   minuto.  Bajo

estas    condiciones,    Ia    actividad    electrofisiol6gica    producida    por    Bax    se

caracteriza por ser un  canal que permanece gran  parte del tiempo abierto (Po:

0,87) y ser de alta conductancia, cercana a 1  ns (Figura Anexo Ill).

De esta pequefia caracterizaci6n electrofisiol6gica de Bax podemos sugerir que

esta proteina posee la capacidad de formar un poro de una alta conductancia a

trav6s  del  cual  atravesaria  a  membrana  externa  de  la  mitocondria  hacia  el

citosol macro-mol6culas de bajo peso molecular como el cit c.
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Figura  Anexo  Ill  .  Bax  forma  poros  de  alta  conductancia  en  bjcapas
lipidicas planas.
A.  Actividad  electrofisiol6gica  caracteristica  de  la  proteina  Bax  pre-incubada
con  P  octil-gluc6sido  (0,05  0/o  maximo  en  el  ensayo)  registrada  entre  +100  y -
100 mv.
8.  Relaci6n  corriente  versus  voltaj.e  para  una  familia  de trazos  representados
en   C.   La   conductancia   determinada   para   el   canal   formado   por   Bax   en
presencia del detergente es de 815 pS en promedio.



92

ANEXO IV.

Vector de expresi6n pproEX-1.

EI vector de expresi6n seleccionado fue el pproEX-1, el cual tiene la ventaja de

ser   inducible   con   lpTG   y   seleccionado   con   carbenicilina   (Ampicilina).   La

secuencia nucleotidica de la proteina Bcl-2 humana o de Bax murina fue inserta

en  el  sitio  de  corte  de  la  enzima  de  restricci6n  EcoR1.  Otra  caracteristica  de

este vector es que permite la incorporaci6n en el extremo amino-terminal de las

proteinas  la  secuencia  que  codifica  para  seis  histidinas  contiguas,   Io  cual

permite la puficaci6n de proteinas mediante cromatografia de afinidad.

Figura ANEXO IV. Vector de expresi6n pproEX-1.
En el esquema se presenta el vector pproEX-1  utilizado para la expresi6n de las proteinas Bax, Bcl-
2,  Bcl-2AC11  y  Bcl-2AC21.  El  sitio  de clonaci6n  mtiltiple  (MCS:Mu/fi. c/on/.ng s/.fe)  posee  el  sitio de
corte para la enzima de restricci6n  EcoRl,  sitio en el cual se inserto la secuencia de las proteinas.
La  expresi6n   de  proteinas  se  encuentra  bajo  el  control  del  promotor  del  operador  /ac  y  es
seleccionado con carbenicilina (Ampicilina).
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ANEXO V.

Curvas de crecimiento de E.co//I M15 transformadas con Bax y Bc]-2.

La   inducci6n   de   la   expresi6n   de   las   proteinas   recombinantes   debe

iniciarse  en   la   etapa  de  crecimiento  exponencial   de  las  bacterias,   ya   que

durante esa etapa la fuente de carbono es abundante y el ndmero de c6lulas es

el adecuado para obtener un buen rendimiento. Para la expresi6n de proteinas

recombjnantes se utiliz6 Ia cepa comercia[ E.Co//. M15 (Quiagen), Ias que fueron

transformadas con el vector de expresi6n  pproEX-1  que contiene la secuencia

de    Bax,    Bcl-2,    Bcl-2AC11     o    Bcl-2A21.    Las    c6lulas    de    intefes    fueron

seleccionadas con carbenicilina y kanamicina,  para asegurar la mantenci6n  de

los vectores pproEx-1  y PREP-4, respectivamente.
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Figura  ANEXO  V.  Curvas  de  crecimiento  de  E.   co//.  M15  transformadas  con
pproEX-1/Bcl-2 o pproEX-1/Bax.
En el gfafico se muestran curvas representativas de crecimiento de las bacterias E.  co//.
M15  transformadas  con   el   vector  pproEX-1/Bax  y  pproEX-1/Bc/-2.   Para   esto,   se
monitore6   la   absorbancia   (A:   600nm)   de   los   cultivos   de   bacterias   transformadas
aproximadamente  cada   1   h.  Luego  se  grafic6  la  absorbancia  observada  versus  el
tiempo de cultivo.
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