UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE FARMACIA

Departamento de Microbiologia Il

ESTUDIO DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR
mGIuRl1la DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE
Rattus novergicus EN LA LEVADURA
Schizosaccharomyces pombe Y LINEAS CELULARES
DE MAMIFERO

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Javier Regidor Cerrillo

Bajo la direccion de los doctores

César Nombela Cano
Miguel Sanchez Pérez

Madrid, 2001

ISBN: 84-669-2015-3



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE FARMACIA.
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA 1I.

“Estudio de la expresion del receptor mGluR1a del
Sistema Nervioso Central de Rattus novergicusen la
levadura Schizosaccharomyces pombey lineas
celulares de mamifero”.

Memoria presentada para optar al
Grado de Doctor en Farmacia por
Javier Regidor Cerrillo.

Dirigida por los Dres. D. César
Nombela Cano y D. Miguel Sanchez
Pérez.

Madrid, 2001.






RAFAEL ROTGER ANGLADA, DIRECTOR DEL
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA 1l DE LA
FACULTAD COMPLUTENSE DE MADRID.

CERTIFICA Que: JAVIER REGIDOR CERRILLO ha
realizado en el Departamento de Microbiologia Il de la Facultad
de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid, bajo la
direccion de los Dres. D. César Nombela Cano y D. Miguel
Sanchez Pérez, el trabajo que presenta para optar al grado de
Doctor en Farmacia con el titulo: “Estudio de la expresion del
receptor mGluR1a del Sistema Nervioso Central de Rattus
novergicus en la levadura Schizosaccharomyces pombe y
lineas celulares de mamifero®.

Y para que asi conste, firmo la presente
certificacion en Madrid a 28 de Enero del
2001.

Fdo: Prof. Dr. Rafaél Rotger Anglada.






La realizacion de la presente memoria ha sido financiada por:

+ Proyecto suscrito entre el laboratorio farmacéutico LILLY S.A. y el
Departamento de Microbiologia Il de la UCM, a través de la Fundacion
Universidad-Empresa.

+ Beca Predoctoral del Plan de Formacion de Personal Investigador de la
Comunidad de Madrid.






A mi familia.






PROLOGO.






Prélogo.

“Las ciencias aplicadas no existen,
lo que existen son aplicaciones de las ciencias”.

Louis Pasteur.

La aplicacion de los grandes avances obtenidos con las técnicas de DNA
recombinante y la biotecnologia en el campo de la biomedicina ha sido puesta de
manifiesto de forma incipiente en los Ultimos afios.

El avance cientifico en estas disciplinas ha permitido el desarrollo de
productos con un alto valor sanitario, formando parte de terapias eficaces frente a
un gran nimero de patologias. No debemaos olvidar que la secuenciacién completa
del genoma humano, realizada recientemente, abre las puertas a nuevos
conocimientos que permitiran no sélo comprender la base fisioldgica de la célula
y de nuestro organismo, sino que podemos aventurar que posibilitaran el
desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento de multitud de patologias mas
0 mMenos severas, gracias a la denominada terapia génica.

La importancia del desarrollo de la Microbiologia, atendiendo a estos
aspectos, es indudable. Dos buenos ejemplos son la produccién de la vacuna
frente a la Hepatitis B y la insulina de origen humano en la levadura
Saccharomyces cerevisiae.

Ambos ejemplos reflejan como mediante las manipulaciones genéticas
apropiadas, los microorganismos pueden constituir una herramienta fundamental
para la generacion de productos de un alto valor sanitario e incluso comercial.

Este hecho ha llevado a que multitud de empresas farmacéuticas aboguen
por la investigacion de y en microorganismos, no sélo desde el punto de vista de
posibles “fabricas” de agentes terapéuticos, sino como herramientas Utiles para el
desarrollo de nuevos productos.

Este Gltimo caso se corresponde con el trabajo expuesto a continuacion.
La tesis doctoral “Estudio de la expresiéon del receptor mGIuR1 del Sistema
Nervioso Central de Rattus novergicus en la levadura Schizosaccharomyces
pombe y lineas celulares de mamifero” se enmarca dentro de un proyecto de
investigacion entre el Departamento de Microbiologia Il de la U.CM. y la
empresa farmacéutica Lilly S.A. (Indianapolis).

El propodsito del proyecto estaba fundamentado en la obtencion de un
sistema sencillo que permitiera el estudio funcional del receptor mGluR1a del
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glutamato del SNC de rata (clonado recientemente) y, en concreto, lograr la
expresion funcional del receptor mGIluR1a en un sistema heterélogo como la
levadura.

Teniendo en cuenta este hecho, los objetivos marcados para esta tesis
doctoral suponen, quizés, un nuevo planteamiento en su desarrollo. El trabajo
realizado se basa en la busqueda de estrategias que permitan conseguir este
objetivo concreto, dirigiendo nuestros esfuerzos hacia la bdsqueda de una
aplicacion determinada y, por tanto, excepcionalmente profundizamos en otros
aspectos paralelos surgidos a lo largo de la investigacion y que merecieron nuestra
atencion, aunque con una posterior aplicacion menos “préactica”.

Por otro lado, debemos indicar que la complejidad del tema nos ha
llevado a adentrarnos en dos campos de la ciencia que, a priori, no se encuentran
habitualmente interrelacionados. Nos referimos a que, debido a la naturaleza del
trabajo, hemos profundizado en aspectos basicos de la fisiologia del SNC de
eucariotas superiores y, en contraste, aunque no menos importante, con el proceso
de apareamiento en la levadura Schizosaccharomyces pombe.

Esta circunstancia se refleja a lo largo del texto con un apartado de
introduccion que intenta dar una vision mas o menos completa y precisa de estos
temas, los cuales estan intimamente relacionados en este trabajo.

No debemos terminar, sin recordar antes de iniciar la lectura de este texto,

una cita atribuida a uno de los investigadores con mas prestigio en el campo de la
Microbiologia, y que ya hemos citado en el encabezado de este prologo.

“Los microorganismos tienen la Gltima palabra”.

Louis Pasteur.
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Abreviaturas.

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

A continuacion enumeramos las abreviaturas y simbolos por orden
alfabético utilizados a lo largo del texto, salvo las correspondientes a las medidas
de volumen (I) y peso (g) y las de concentracién molar (M) o normal (N), que
siguen la nomenclatura del sistema internacional

A

AC
ACPD
AIDA
AMP
AMPA
AMPc
AmpR
AP5
APP
ARS
BHK
Ca2+i
CBPG
CCG
CDK

cDNA
CHO
CHPG
CIAP
CPM
D.O.
Da
DCG-IV
DHPG
DMSO
DNA
DNAsa
dNTPs
DTT
EDTA
ELISA
EMM
EtCCC
G418
GABA
GABABR1

Absorbancia.

Adenilato ciclasa.

Acido aminociclopentildicarboxilico.
(RS)-1-aminoindan-1,5-dicarboxilico.
Adenosin monofosfato.
o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasol propionato.
Adenosin monofosfato ciclico.

Resistencia a ampicilina.
(R)-2-amino-5-fosfonopentanoato.

Proteina precursora amiloide.

Secuencia de replicacion autonoma.

Células de rifidn de hamster neonato.

Calcio intracelular.
(S)-(+)-2-3’-carboxibiciclo[1.1.1.] pentaglicina.
carboxiciclopropilglicina.

Proteina quinasa dependiente de ciclinas (Ciclin dependen
kinase.).

DNA complementario.

Células de ovario de hamster chino.
RS-2-cloro-5-hidroxifenilglicina.

Fosfatasa alcalina de intestino de ternera.
Cuentas por minuto.

Densidad dptica.

Dalton.

2-(2,3-dicarboxiciclopropil)glicina.

3,5 dihidroxifenilglicina.

Dimetil sulfoxido.

Acido desoxirribonucleico.
Desoxirribonucleasa.

2’,3’-dideoxinucleotidos trifosfato.

Ditiotreitol.

Acido etilén diamino tetraacético.

Enzimo inmuno ensayo.

Medio minimo.

Etil-7-(hidroxiimino) ciclopropano(b) cromen-la-carboxilato.
Geneticina sulfato.

Acido y-aminobutirico.

Receptor del GABA subtipo B 1.
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GDP Guanidin difosfato.

GFP Proteina verde fluorescente. (Green fluorescent protein.).

Glu Acido L-Glutamico.

GTP Guanidin trifosfato.

h Hora.

HEK Células embrionarias de rifion humanas.

Ibo Ibotenato

InsP3 Inositol-(1,4,5) trifosfato

IP loduro de propidio.

IPTG Isopropil-B-D-tiogalactopiran6sido

KA Kainato

kb Mil pares de bases

kDa Kilodantons.

kv Kilovoltios

L-AP4 L-2-amino-4-fosfonobutirato

LCL Linea celular linfoblastoide.

L-SOP L-serin-O-fosfato

LTD Depresion a largo plazo. (Long Term Depression).

LTP Potenciacion a largo plazo. (Long Term Potentiation).

mA Miliamperios

MAP Mitogen activated protein.

MAPK Mitogen activated protein kinase.

MAPKK MAPK kinase.

MAPKKK MAPKK kinase.

MCPG o-metil-4-carboxifenilglicina

MCS Sitio multiple de clonacion.

MGIuRnN Receptor metabotrépico de glutamato

MPTP 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina.

ms Milisegundos

mvV Milivoltios.

nm Nanometros.

NMDA N-metil-D-aspartato

ORF Marco abierto de lectura. (Open reading frame.).

pb Pares de bases

PBP Proteinas periplasmicas de bacterias

PBS Tampon fosfato salino.

PCR Reaccion de la polimerasa en cadena. (Polymerasa chain
reaction.).

PKC Proteina quinasa C.

PLC Fosfolipasa C.

PTX Toxina pertussis.

Quis Acido Quiscuélico.

RNA Acido ribonucleico.

RNAsa Ribonucleasa.

rpm Revoluciones por minuto.
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SDS
SNC
Ta
t-ADA
TMD
UFC
uv

V

viv

X

X
X-Gal
Q

uF

°C
3-HPG
4C3HPG
4CPG
5FOA

Dodecil sulfato sodico.

Sistema nervioso central.
Temperatura.
Trans-acetidina-2,4-dicarboxilato.
Dominios transmembranales.
Unidades formadoras de colonia.
Ultravioleta.

Voltios.

Volumen por unidad de volumen.
X minutos.

X segundos.
5-Bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido.
Ohmios.

Microfaradios.

Grados centigrados.
3-hidroxifenilglicina.
4-carboxi-3-hidroxifenilglicina.
4-carboxifenilglicina.

Acido 5 fluororético
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Introduccion.

1. EXPRESION DE PROTEINAS HETEROLOGAS EN LEVADURAS.

La produccion de proteinas heter6logas, mediante el empleo de
microorganismos unicelulares o células eucariotas, ha sido uno de los campos de
la investigacion méas desarrollados en los dltimos afios. Los avances
experimentados en el campo de la biotecnologia han permitido la obtencion de
sistemas de expresion para la produccidn proteinas de un gran interés comercial o
terapéutico.

Los primeros estudios se basaron en el empleo de Escherichia coli como sistema
de expresion, debido principalmente, al alto desarrollo de las técnicas de
manipulacion genética para esta bacteria y su capacidad para alcanzar una
elevada densidad celular en medios de cultivo baratos, asegurando la obtencion de
elevadas cantidades de la proteina heter6loga. Aun asi, E. coli presentaba como
desventaja su incapacidad de realizar modificaciones post-traduccionales
complejas, obteniéndose productos conformacionalmente modificados y, en
muchos casos, con su actividad alterada. Ademas, la presencia de pirdgenos en su
pared celular dificultaba el empleo de los productos en terapia clinica.

El desarrollo de sistemas de expresion basados en cultivos de células
animales aseguraba la obtencion de productos con la conformacion adecuada,
aunque el alto coste de produccion y la posibilidad de contaminacion con DNA
oncogénico y viral implica un control exhaustivo del producto.

Por todo ello, las levaduras constituyen un sistema idéneo para la
expresion de proteinas heter6logas de organismos eucariotas superiores. Estos
organismos combinan la facilidad, simplicidad y bajo coste de los sistemas de
expresion desarrollados de bacterias, con las ventajas de los sistemas de expresion
de células animales, mucho mas caros y dificiles de desarrollar.

Las levaduras son capaces de crecer en medios de cultivo baratos hasta
una alta densidad, caracteristica que se convina con el gran nimero de técnicas
desarrolladas para su manipulacion genética. A esto debemos afiadir que como
sistemas de expresion heter6loga suponen un ambiente adecuado para darse
procesos como la maduracion post-traduccional y secrecion dando lugar a
productos idénticos o, en su caso, muy similares a las proteinas nativas. Por otro
lado, estos microorganismos son considerados COMO 0rganismos Seguros
(reconocidos como GRAS (Generally Regarded as Safe) por la FDA (Food and
Drug Administration)), debido a su amplio uso en la industria alimentaria.

Aun asi, existen una serie de factores que van a incidir en la expresion de
la proteina heter6loga y que estan condicionados por la naturaleza del sistema
empleado, asi como por la naturaleza de la proteina expresada. La estabilidad
genética del sistema de expresion, la adecuacion a los procesos traduccionales y
transcripcionales de la levadura y la complejidad de las modificaciones post-
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traduccionales de la proteina expresada heterélogamente (incluida la glicosilacion
y secrecion), pueden variar el rendimiento y su funcionalidad. En el apartado de
Discusion profundizaremos en estos aspectos.

A continuacion exponemos un breve estudio comparativo de las levaduras
como sistemas de expresion heterologa.

La revision bibliografica empleada para el desarrollo de este apartado se
basa en los trabajos publicados por Buckholz y Gleeson, 1991; Fleer R., 1992;
Romanos et al. , 1992; Gellisen et al., 1992; Buckholz et al., 1993; Eckart y
Bussineau, 1996; Sudbery, 1996; Hollenber y Gellisen, 1997 y Miller et al.,
1998, ademas de los que se especifican a lo largo del texto.

1.1.LAS LEVADURAS COMO SISTEMAS DE EXPRESION HETEROLOGA.
1.1.1. Sacharomyeces cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae es la levadura méas empleada hasta la fecha en
la produccion de proteinas recombinantes. Las técnicas de manipulacion genética
han sido ampliamente desarrolladas en esta levadura y, ademas, se posee un
amplio conocimiento de su fisiologia. Cabe resaltar el hecho de que en los Gltimos
afios, gracias al proyecto genoma, llevado a cabo por mudltiples laboratorios
europeos, se ha conseguido conocer la secuencia completa del genoma de dicha
levadura y, aln mas, en estos momentos se estd procediendo, gracias al proyecto
EUROFAN, a estudiar la funcionalidad de los diferentes genes secuenciados.

Todas estas caracteristicas sitUan a la levadura S. cerevisiae como cabeza
de grupo de los sistemas de expresion heteréloga.

El desarrollo de un sistema de transformacion adecuado para la
introduccion de DNA exo6geno, mediante el método del acetato de litio o de
electroporacion, permitieron la expresion de proteinas heterélogas codificadas en
diferentes tipos de plasmidos.

Los genes de seleccion desarrollados engloban marcadores auxotréficos,
los méas empleados y basados en el uso de mutantes en la sintesis de aminoécidos
0 bases nitrogenadas (LEU2,TRP1, HIS3 y URA3), y marcadores dominantes,
basados en la resistencia a antibidticos, como la geneticina (G418) o el
cloranfenicol, o bien de resistencia a altas concentraciones de cobre, como el gen
CUPL.

El vector de expresion es uno de los aspectos que ha recibido una mayor
atencion en el campo de la expresion de proteinas heterélogas. En la actualidad,
existe un amplisimo numero de vectores de diferentes caracteristicas que permiten
Ilevar a cabo la expresion de una proteina de la forma mas adecuada en cada caso.

22



Introduccion.

Los vectores empleados pueden ser de varios tipos, atendiendo al nimero
de copias y a su posible integracion o no en el genoma de la célula. Dentro de los
vectores no integrativos, existen los plasmidos derivados del DNA de 2,
denominados episdmicos, que presentan una elevada estabilidad y un alto nimero
de copias (entre 50-100 copias por célula). Por ello, estos plasmidos son los méas
utilizados en la expresion heteréloga de proteinas, dado que una elevada dosis
génica es uno de los factores que contribuyen a lograr una alta expresion (Beggs,
1978).

En el desarrollo de vectores de expresion, se ha tenido en cuenta el uso de
secuencias promotoras y terminadoras propias de la levadura, a los cuales es
fusionado el gen heterélogo.

Las secuencias promotoras empleadas pertenecen, generalmente, a genes
de la ruta glicolitica, debido a su alto nivel de expresion; ADH1 (alcohol
deshidrogenasa), PGK (3-fosfoglicerato quinasa) y GAPDH (gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa) han sido ampliamente utilizados como promotores
constitutivos. También se han desarrollado promotores regulables, o bien por
fuente de carbono o por la presencia de fosfato en el medio, como GAL1, GAL?7,
GAL10 (metabolismo de la galactosa) y PHO5 (fosfatasa &cida).

La correcta terminacion del transcrito heterélogo requiere la presencia de
una secuencia terminadora. Los terminadores de la transcripcion mas utilizados en
la expresion heteréloga de proteinas proceden de los genes TRP1, ADH1, etc, que
se sitlan en la region 3’ del gen expresado.

Por dltimo, el desarrollo de cepas hospedadoras deficientes de las
principales proteasas vacuolares, las endoproteinasas A y B (yscA/PrA vy
yscB/PrB), ha permitido la obtencion de sistemas que pueden prevenir una
degradacion inespecifica de las proteinas durante su proceso de produccién y, por
tanto, aumentar la cantidad de producto obtenido (Jones, 1991).

Aun asi, S. cerevisiae presenta ciertas limitaciones para la expresion heterdloga de
proteinas. S. cerevisiae, salvo algunas excepciones, presenta un bajo rendimiento
en cuanto a la cantidad de producto obtenido (1-5% de la proteina total), los
procesos de hiperglicosilacion de la proteina expresada causan alteraciones en la
calidad del producto obtenido y, ademas, se ha observado la acumulacion de
proteina en el reticulo endoplasmatico (Buckholz et al., 1993, Romanos et al.,
1992, Sudbery, 1996 y Miiller et al., 1998). Este hecho ha llevado al estudio de
otras levaduras como sistemas de expresion heterdloga.

1.1.2. Levaduras metilotroficas.
Dentro del grupo de las llamadas levaduras metilotréficas, se encuentran

Hansenula polymorpha y Pichia pastoris. Estas levaduras retienen todas las
ventajas de S. cerevisiae, pero constituyen un sistema de expresion mas eficiente,
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aumentando la cantidad de proteina obtenida. Ademas, el proceso de glicosilacion
no difiere tanto con el de eucariotas superiores, como ocurre en el caso de
S. cerevisiae.

Otra caracteristica a tener en cuenta, es la capacidad de estas levaduras de
crecer hasta altas densidades celulares en medios sencillos, utilizando metanol
como unica fuente de carbono. Este hecho ha permitido la obtencion de sistemas
de expresion muy eficaces, a partir de las secuencias promotoras de genes
implicados en el metabolismo del metanol. ElI promotor del gen AOX1, que
codifica la alcohol oxidasa en P. pastoris, y los genes MOX, que codifica la
metanol oxidasa, y FMD, que codifica la formato deshidrogenasa, de H.
polymorpha han sido empleados para el desarrollo de sistemas inducibles por la
presencia de metanol en el medio.

Esto incluye el desarrollo de vectores integrativos que presentan, como
marcadores auxotroficos, el gen HIS4 en P. pastoris, o el URA3 y LEU2 en
H. polymorpha, y que pueden sufrir un proceso de integracion homdloga u
heter6loga respectivamente. Asi, se han descrito la obtencion de transformantes
que portan hasta méas de cien copias en H. polymorpha.

Por otro lado, la clonacion de secuencias de replicacion auténoma
(PARS1 y PARS2) ha permitido el desarrollo de plasmidos episémicos en P.
pastoris, aunque menos estables que el proceso integrativo. De igual forma, se
han utilizado en H. polymorpha plasmidos basados en los de 2um de
S. cerevisiae.

1.1.3. Kluveromyeces lactisy Yarrowia lipolytica.

K. lactis es una levadura con la capacidad de crecer en lactosa como Unica
fuente de carbono. En dichas condiciones, genes como el LAC4, que codifica una
B-galactosidasa, es fuertemente expresado. Este hecho ha permitido el desarrollo
de un sistema de expresion de gran eficiencia, mediante la utilizacion del
promotor del gen LAC4, que esta fuertemente inducido por la presencia de
sacarosa en el medio de cultivo.

El sistema de expresion desarrollado tiene la capacidad de integrarse
heter6logamente en un elevado nimero de copias en el genoma de la célula.
Como marcador de seleccion, se ha empleado el gen que confiere resistencia al
antibiotico G418.

Por otro lado, también se han desarrollado sistemas episémicos, basados

en el plasmido pKD1 de Kluyveromyces drosophilarum, con una estructura
similar al de 2um de S. cerevisiae.
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Y. lipolytica es una levadura dimérfica donde se ha clonado el gen XPR2,
que codifica una proteasa extracelular alcalina. La expresion de dicho gen estd
fuertemente regulada por el pH y la naturaleza de las fuentes de carbono y
nitrégeno presentes en el medio, lo que ha permitido la obtencion de un sistema
de expresion eficiente, regulado por las condiciones de cultivo.

Este sistema integrativo, basado en la utilizacion del gen LEU2 como
marcador y el promotor del gen XPR2, permitié la obtencion de transformantes
con varias copias del gen heterélogo en el genoma de la célula.

Ademas, la clonacion de secuencias de replicacion auténoma (ars18), ha
permitido la obtencidn de un sistema de expresion episémico.

1.1.4. Schizosaccharomyces pombe.

Schizosaccharomyces pombe, al igual que en S. cerevisiae, es una
levadura donde las técnicas de biologia molecular y de manipulacion genética
estan bien desarrolladas, pero lo mas interesante de estd levadura es la gran
variedad de procesos celulares que son similares a los que ocurren en mamiferos
y, esta caracteristica, la hace idonea para la expresion de proteinas de eucariotas
superiores.

Si bien, S. pombe es un Ascomycete como S. cerevisiae, estas levaduras
no estan tan estrechamente relacionadas. La comparacion de las secuencias de la
subunidad 18S de RNA ribosomico, demuestra que S. pombe diverge muy pronto
del resto de los hongos en la escala evolutiva. Ademas, las secuencias de
proteinas codificadas por genes homoélogos en las dos levaduras, revelan
identidades en la posicion y el tipo de aminoécidos, que son similares a las
encontradas cuando la comparacion se hace entre S. pombe y genes de mamiferos.

Por otra parte, ciertos procesos fisioldgicos, tales como el ciclo celular, la
estructura de los cromosomas, el procesamiento de las proteinas y del RNA, asi
como los mecanismos de transduccion de sefiales, tienen una mayor similitud con
las células de mamiferos que con S. cerevisiae (Moreno et al., 1991 y Giga-Hama
y Kumagai, 1999).

S. pombe es capaz de procesar apropiadamente los intrones de eucariotas
superiores, y tanto algunas secuencias promotoras de genes de mamifero como las
sefiales de poli(A) son funcionales en esta levadura, a diferencia de S. cerevisiae
(Giga-Hama y Kumagai, 1999). De hecho, se ha demostrado la complementacion
funcional de un gran nimero de mutantes de S. pombe por genes homologos de
células de mamifero, por lo que esta levadura puede constituir una herramienta
béasica en el estudio de la estructura, funcion y expresion de genes de eucariotas
superiores (Zhao y Lieberman, 1995).
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Cabe resaltar el hecho de que, actualmente, en muy corto espacio de
tiempo se dispondra de la secuenciacién completa del genoma de dicha levadura,
lo cual supondrd un mayor conocimiento de su fisiologia celular.

Las técnicas de biologia molecular desarrolladas para S. pombe estan
basadas en las técnicas empleadas para S. cerevisiae, aunque adaptadas a las
diferencias fisiologicas que existen entre ambas levaduras. En este apartado,
trataremos de dar una vision general de las técnicas empleadas para la expresion
de proteinas recombinantes en S. pombe.

1.1.4.1 Método de transformacion

Los métodos empleados en la actualidad son los descritos por Moreno et
al., (1991), basado en el tratamiento de las células con acetato de litio o la
electroporacion.

1.1.4.2. Marcadores de seleccion.

Los marcadores de seleccién utilizados con mayor frecuencia son los
genes LEU2 de S. cerevisiae, que complementa la mutacion leul.32 de S. pombe,
y el ura4” de S. pombe, que complementa cepas con dicho gen mutado. Aun asi,
durante los Gltimos afos, en un intento de incrementar el nUmero de marcadores
auxotroficos, se han clonado genes como el his3* (Burke y Gould., 1993 y Ohi et
al., 1996) y arg3* (Waddell y Jenkins, 1995) de S. pombe o se han utilizado otros
homologos de S. cerevisiae, como el gen HIS3 para la mutacién his5-303, o el gen
LYS2 para la lys1-131 de S. pombe (Cottarel, 1995).

Como marcador dominante, se ha utilizado el gen neo (Kan") que codifica
la resistencia a geneticina (G418).

1.1.4.3. Plasmidos

De forma general, los plasmidos disefiados para S. pombe presentan un
origen de replicacion y un marcador de seleccion bacteriana, un marcador de
seleccion en la levadura y una secuencia de replicacién autonoma, generalmente
ars1™, la cual es responsable de la alta frecuencia de transformacion.

La insercion de las secuencias arsl®, o del origen de 2um de S.
cerevisiae, en los plasmidos, permitié una elevada eficiencia de transformacion,
aunque eran mitdticamente inestables y frecuentemente formaban multimeros. La
posterior adicion de la secuencia stb o estable, en plasmidos como el pFL20,
origind la obtencion de plasmidos estables y en elevado nimero de copias.
Seguidamente, la clonacion de forma fortuita de una regién ARS duplicada (Brun
et al., 1995), permitié la construccion del vector pDblet, que presentaba una
elevada eficiencia de transformacién y una gran estabilidad mitética en forma
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monomeérica, propiciando la construccion, aunque en bajo nimero de copias (5-8
copias por célula), de nuevos vectores episomicos. De hecho, los plasmidos
desarrollados hasta la fecha son todos episomicos ya que, debido al gran tamafio
del centrémero, no se han desarrollado plasmidos centroméricos.

La obtencién de vectores de expresion, se basé en la introduccién de
secuencias promotoras de expresion constitutiva, como el promotor SV40 (Simian
virus 40), hCMV (Human citomegalovirus), o el promotor del adh®™ (alcohol
deshidrogenasa) mas eficiente. De hecho, la utilizacién del promotor SV40,
regulando la expresion del gen marcador de resistencia a geneticina (neo) en un
plasmido de expresion heter6loga bajo el promotor hCMV, permitio obtener un
pldsmido de expresién cuyo numero de copias y, por tanto, los niveles de
produccidn estan controlados por la concentracion de G418 en el medio (Tohda et
al., 1994).

El aislamiento de genes fuertemente regulados, permitié la obtencion de
diferentes plasmidos de expresion inducibles. EI primer promotor empleado fue el
del gen fbpl™ (fructosa bifosfatasa), reprimido por glucosa, aunque este
mecanismo de regulacion puede afectar a una variedad de procesos metabdlicos
en la célula y, ademas, esta desreprimido en fase estacionaria.

Los mas utilizados hasta la fecha han sido los plasmidos pREP y pRIP
(Maundrell, 1993). Estos plasmidos portan el promotor del gen nmt1*, que esta
fuertemente reprimido por tiamina, de forma que en presencia de ésta (represor),
los niveles basales de expresion son muy bajos. Aun asi, el nivel de expresion, en
condiciones de induccién, es muy eficiente en comparacion a otros sistemas
(Forsburg, 1993). Por ultimo, diversas modificaciones en la secuencia de este
promotor han dado como resultado una serie de plasmidos derivados, que cubren
un amplio rango de expresion regulada (Basi et al., 1993).

Estos plasmidos utilizan como terminador el del gen nmt1™.

Un segundo tipo de vectores de expresion se ha basado en el empleo del
promotor CaMV35S (Cauliflower mosaic virus 35S), pero modificado por la
insercion de tres secuencias consenso, proximas a la caja TATA, que son
reconocidas por la proteina represora dependiente de tetraciclina del trasposén
Tnl10. Este promotor modificado, en condiciones normales, se encuentra
fuertemente reprimido, pero en presencia del inductor tetraciclina, que inactiva la
capacidad de union de la proteina represora, se produce la expresion (Faryar y
Gatz, 1992).

Finalmente, debemos hacer mencion del trabajo realizado por Miiller et
al., (1998), donde se hace un andlisis comparativo de sistemas de expresion
basados en vectores episdmicos en las levaduras S. cerevisiae, S. pombe, K. lactis,
H. polymorphay Y. lipolytica. En dicho trabajo, se estudia la eficacia de secrecion
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de seis enzimas (galactanasa, lipasa, poligalacturonasa, xylanasa y dos celulasas),
asi como su patron de glicosilacion, la estabilidad del vector de expresion y la
frecuencia de transformacion. En todos los casos, la cantidad de enzima secretada
en forma activa super6 a la producida por S. cerevisiae, destacando los valores
obtenidos para S. pombe, Y. lipolytica y H. polymorpha. Ademas, exceptuando el
caso de H. polymorpha, el patrén de glicosilacion fue el adecuado.

En resumen, podemos argumentar que la expresion de proteinas
heterdlogas en levaduras supone actualmente un sistema valido para la obtencién
de productos con un alto valor comercial para diferentes industrias. En la Tabla 1
exponemos algunos ejemplos.

Aun asi, ademéas de la obtencién de productos con un valor econémico
per se, la expresion de proteinas heterélogas en levaduras podria ser usado como
sistema experimental para el desarrollo de nuevos productos. Dentro de este
apartado se sitla el desarrollo de nuestro trabajo, basado en la expresion de
receptores de células de mamifero en la levadura S. pombe.

1.2. EXPRESION DE RECEPTORES TRANSMEMBRANALES.

Desde el punto de vista farmacoldgico, los receptores transmembranales
acoplados a proteinas G heterotriméricas forman la familia mas interesante entre
los diferentes tipos de receptores. Hasta la fecha, han sido clonados unos 800
receptores pertenecientes a esta familia, a partir de una gran variedad de
organismos eucariotas, desde hongos a humanos (Reildnder y Weiss, 1998 y
Stadel et al., 1997). De hecho, en humanos han sido clonados 140 con ligandos
conocidos (excluyendo los receptores sensoriales del olfato), aunque se supone la
existencia de otros 100, ya que el andlisis de sus secuencias sugiere que presentan
la estructura tipica de estos receptores.

Todos los miembros estdn relacionados estructuralmente vy
funcionalmente. Estos receptores presentan una estructura similar, con un
fragmento amino-terminal extracitoplasmatico, seguido de siete dominios
transmembranales  hidrofébicos 'y un  fragmento  carboxi-terminal
intracitoplasmatico. Funcionalmente, forman parte de las denominadas rutas de
transduccién de sefiales, de forma que transmiten una determinada sefial
extracelular al interior celular, salvando la barrera de la membrana plasmatica,
gracias a su interaccion con proteinas G heterotriméricas.

La unién del agonista al receptor va a producir un cambio conformacional
en los dominios intracitoplasmicos, que provoca el cambio del nucleétido unido a
la proteina G heterotrimérica a la que se asocia. El intercambio de GDP por GTP,
unido a la subunidad Ga,, produce la disociacion de la proteina heterotrimérica en
los complejos Ga y GPy que, posteriormente, interaccionaran con otras moléculas
efectoras de la ruta (adenilciclasa, fosfolipasa C, etc.).
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Tabla I: Ejemplos de proteinas heter6logas de eucariotas superiores
expresadas en diferentes levaduras.

CEPA. PROTEINA.
S. cerevisiae. IFN-a
IFN-y
HbsAg
Insulina
EFG Humano
Huridina.
P. pastoris. HbsAg
EFG Humano
TNF Humano
IL-2
HIV gp120
HSA
Anticuerpos.
H. polymorpha. HbsAg
HSA
Lipasa humana
Hirudina
IFG-11
K. lactis. IL-1B
HSA
Y. lipolytica. IFN-1o
S. pombe. Factor Xllla
Antitrombina Il1

El agente que produce su activacion incluye hormonas,
neurotransmisores, cationes divalentes, feromonas, luz, etc. Este hecho, junto a su
extensa distribucion en gran variedad de células y tejidos, indica su importancia
dentro de multitud de procesos fisioldgicos y, por tanto, su posible implicacion en
diferentes procesos patoldgicos. Por todo esto, dichos receptores constituyen una
de las dianas terapéuticas mas apetecibles para el desarrollo de moléculas,
agonistas o antagonistas, por parte de la industria farmacéutica. Aun asi, el
estudio de estos receptores en su localizacién nativa es complicado, debido a la
presencia de varios receptores que, aungue distintos, pueden presentar un patrén
farmacoldgico similar. El desarrollo de un sistema de expresion heter6loga en el
sistema adecuado permitiria el analisis de un Unico subtipo de receptor.

La utilizacion de lineas celulares de mamiferos, si bien es un sistema mas

proximo al entorno filogenético de los receptores, tiene el inconveniente de
presentar mdltiples sistemas de transduccion de sefiales, con una regulacién
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intrincada, lo que impide interpretaciones claras de las posibles interacciones. Las
lineas celulares de mamiferos presentan todos los componentes necesarios para la
interaccién de los receptores con las proteinas G y el posterior acoplamiento a la
molécula efectora, pero la posible activacion de diferentes proteinas G por un
mismo receptor, produciria multiples sefiales intracelulares, dificultando su
estudio (Tate y Grisshammer, 1996).

1.2.1. Expresion heterdloga de receptores transmembranales en levaduras.

La expresion y reconstitucion de receptores de células de mamiferos en
levaduras podria dar lugar a un sistema sencillo para la caracterizacion de estos
receptores, permitiendo el estudio de su interaccién con ligandos agonistas y
antagonistas, el analisis molecular de los mismos, la definicion de zonas
esenciales para su funcionamiento y, finalmente, la busqueda y deteccion de
nuevas moléculas activas sobre estas estructuras. Este planteamiento supone un
paso mas, en el sentido de emplear estos organismos no sélo como sistema de
expresion y reconstitucion de determinadas proteinas, y es la posibilidad de que
las proteinas expresadas heter6logamente actien también como receptores,
implicandose en las funciones celulares de la levadura que las exprese, es decir,
produciéndose el acoplamiento funcional (Dohlman et al., 1991 y Pausch, 1997).

En los Gltimos afios, han aparecido diferentes publicaciones basadas en la
explotacion de esta idea. En la Tabla Il se expone una revision actualizada de los
receptores analizados, utilizando como sistema de expresion las levaduras.

Todos estos ejemplos muestran la obtencion de un sistema sencillo, que
permite la realizacion de estudios farmacol6gicos y bioquimicos del receptor
expresado, pero destacan, por su importancia, dos trabajos donde, no solo se
obtiene un sistema que permitia ensayos de union ligando-receptor, sino donde,
ademds, se consigue el acoplamiento de dicho receptor a procesos celulares
propios de la levadura (S. cerevisiae), en concreto a la ruta de apareamiento. De
esta forma, se podria obtener més informacion, no sélo de la interaccion ligando-
receptor, sino de la posibilidad de distincién entre agonistas y antagonistas, y la
busqueda de nuevas sustancias activas frente a estos receptores (Pausch, 1997).

El trabajo realizado por King et al., (1990), fue el primero en lograr la
expresion de receptores acoplados a la ruta de apareamiento.

El receptor B-adrenérgico de mamiferos, miembro del grupo de receptores
asociados a proteinas G, fue manipulado genéticamente, sustituyéndose las
primeras bases del extremo amino-terminal por el peptido sefial del receptor de
feromonas STE2. Posteriormente, este fue subclonado en un plasmido multicopia
bajo el control del promotor GAL1. Por otro lado, se procedio a la clonacion de la
subunidad o de rata (Gso), bajo el promotor inducible por cobre CUP1.
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Tabla I1: Produccidn de receptores acoplados a proteinas G en levaduras.

Receptor Sistema de Promotor P.S. Nivel de AF. Referencia.
expresion. produccion*
Adenosina Az, S. cerevisiae ADH1 - 0.45 pmol/mg + Price et al., 1996.
Adrenérgico [, S. cerevisiae GAL1 Ste2 115 pmol/mg + King et al., 1990.
Adrenérgico B, S. pombe adhl Ste2 7.5 pmol/mg ND Ficcaetal., 1995.
Adrenérgico B3, P. pastoris AOX1 oF 25 pmol/mg ND Weiss et al., 1998.
Adrenérgico 3, S. cerevisiae GAL1 Ste2 36 pmol/mg ND Sizmann et al., 1996.
Adrenérgico a,-C2  S. cerevisiae GAL1 - 7-70 pmol/mg ND Sizmann et al., 1996.
Muscarinico m1 S. cerevisiae ADH1 - 0.02 pmol/mg ND Payette et al., 1990.
Acetilcolina m5 S. cerevisiae oF oF 0.13 pmol/mg - Huang et al., 1992.
Serotonina 5HTz4 S. cerevisiae PRB1 Bm 16 pmol/mg ND Bach et al., 1996.
Serotonina 5SHTsa P. pastoris AOX1 oF, aP 22 pmol/mg ND Weiss et al., 1995.
Serotonina 5HTsp P. pastoris AOX1 oF 40 pmol/mg ND Weiss et al., 1998.
Dopamina Dys S. cerevisiae PMA1 Ste2 1-2 pmol/mg ND Sander et al., 1994a.
Dopamina D,s S. cerevisiae GAL10 Ste2 2.8 pmol/mg ND Sander et al., 1994b.
Dopamina Dys S. pombe nmtl Ste2 14.6 pmol/mg ND Sander et al., 1994c.
Neurokinina NK2 S. pombe nmtl aP 1.16 pmol/mg - Arkinstall et al., 1995a.
Opioide p P. pastoris AOX1 aF/Ste 0.4 pmol/mg - Talmont et al., 1996.
2

Opsina S. cerevisiae GAL1 - 2.5 mg/10™cél. - Mollaaghababa et al.,

1996.
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Tabla I1(Continuacion).

Receptor Sistema de Promotor P.S. Nivel de AF. Referencia.
expresion. produccion*

Opsina P. pastoris AOX1 aP 0.3 mg/l - Abdulaev et al., 1997.
Somatostatina S. cerevisiae GAL1/10 - 0.2 pmol/mg + Price et al., 1995.
SSTR2
Acido Lisofosfatidic  S. cerevisiae GAL - ND + Erickson et al., 1998.
0 Edg2/Vzgl
GHRH S. cerevisiae GAL1/10 - ND + Kaijkowski et al., 1997.
VPAC1 S. cerevisiae GAL oF 510 pmol/mg ND Hansen et al., 1999.
Ste2 S. cerevisiae GAP - 350 pmol/mg + David et al., 1997.

oF, secuencia sefial del propéptido del factor o de S. cerevisiae; A.F., acoplamiento funcional; AOX1, promotor de la alcohol
oxidasa 1; aP, péptido sefial de la fosfatasa acidica; Bm, péptido sefial de Bacillus macerans; GAP, promotor de la gliceraldehido
3-fosfatodeshidrogenasa; nmtl, promotor nmtl; PMAL, promotor de la ATPasa de membrana plasmidica; P.S., péptido sefial;
PRB1, promotor de la endopeptidasa B; Ste2, fusionado al receptor STE2; ND, No determinado. * En pmol por mg de proteina de

membrana.
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Ambos plasmidos se cotransformaron en una cepa de S. cerevisiae, cuyo
gen GPAL (subunidad o de la proteina G heterotrimérica) estaba deleccionado vy,
en este sistema, la presencia del agonista especifico producia la activacién de la
ruta de apareamiento, puesta de manifiesto mediante la expresién del gen
marcador LacZ, fusionado al promotor del gen FUS1 (regulado por feromonas), y
la formacion del "shmoo", efecto que se ve blogueado en presencia del
antagonista. (Figura 1).

!w RECEPTOR STE2

i 1222222222222 22022208

000D BOBBBBHBBBBBBBBHHHN
S NS B (S )00Ee0E080080800800808(

NUCLEO

Figura 1: Representacion del trabajo realizado por King et al., (1990), que
muestra la expresion del receptor B-adrenérgico de mamiferos acoplado a la ruta
de apareamiento de S. cerevisiae.

El segundo trabajo, realizado por Price L.A. et al., (1995), se basé en la
expresion del receptor de Somatostatina (SSTR2) de mamiferos. Para ello, dicho
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gen fue subclonado en un plasmido de expresion episémico, bajo el control del
promotor GAL1.

La cepa de S. cerevisiae, utilizada como sistema de expresion, fue
optimizada mediante una serie de modificaciones genéticas. En primer lugar, se
delecciond el gen FARL, que se activa por feromonas y esta implicado en la
parada en fase G1 del ciclo celular. En segundo lugar, el gen FUS1 se reemplazd
por una construccion de fusion de su secuencia promotora con el gen HIS3, de tal
manera que su expresion dependia de la activacion de la ruta de apareamiento. En
tercer lugar, se reemplazé el gen GPAL por la proteina quimérica resultante de la
fusion del extremo amino-terminal de GPAL, que es el dominio que interactda con
el complejo By del heterotrimero G, y el dominio carboxi-terminal de la
subunidad «i2 de proteina G de rata, que es aquel que interacciona con el
receptor. En cuarto lugar, para incrementar la sensibilidad a ligando se deleccion6
el gen SST2, regulador de uno de los mecanismos de desensibilizacion a
feromonas. De esta forma, SSTR2 fue capaz de acoplarse a la ruta de
apareamiento (Figura 2).

1.2.2. Estudio de la interaccion receptor-proteina G en levaduras.

En los trabajos mencionados en el apartado anterior, el acoplamiento de
un receptor heterélogo al proceso de apareamiento se basa, principalmente, en
lograr la interaccion especifica del receptor estudiado con la proteina G del
sistema al que se acopla. Este hecho, conlleva la obtencién de subunidades o
quiméricas, que permiten su interaccion con el receptor y el complejo By de la
proteina G de la levadura.

Las proteinas G heterotriméricas se encuentran conservadas a lo largo de
la escala filogenética, incluidos los eucariotas superiores, interviniendo en
numerosos procesos celulares como parte de las denominadas rutas de
transduccion de sefales.

Estas proteinas estdn formadas por tres subunidades o, B Yy v, que se
asocian formando un complejo estable. En ausencia de activacion de la ruta donde
estdn implicadas, la subunidad Ga tiene unida una molécula de GDP, pero la
activaciéon de dicha ruta, conlleva un cambio conformacional que provoca un
intercambio de GDP por GTP, y que da como resultado la disociacién del
complejo. La liberacion de la subunidad Ga-GTP y el complejo Gy, permite la
posterior interaccion y activacion de otras moléculas efectoras, desencadenandose
los procesos regulados por ésta. La desactivacién de la ruta concluye cuando la
molécula de GTP asociada es hidrolizada, formandose Ga-GDP que se reasocia
con el complejo GBy (Figura 3).

Uno de los primeros trabajos donde se estudid la interaccion receptor-

proteina G heterotrimérica en S. cerevisiae, fue realizado por Kang et al., (1990),
mediante la expresién de diferentes subunidades o de mamiferos (Gas, Gai2,
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Ga0), asi como quiméricas formadas por dichas subunidades o y la propia de
S. cerevisiae, codificada por el gen GPAL. En este estudio, tanto la expresion de
las subunidades Gas y Gai2, como las subunidades quiméricas, formadas por el
fragmento amino-terminal del gen GPA1 y el extremo carboxi-terminal de las
subunidades o de mamifero, permitieron la complementacion de los defectos de
crecimiento y morfolégicos de un interrumpido gpal, aunque fueron incapaces de
sufrir el proceso de apareamiento. Como aclaracion, diremos que los mutantes en
dicho gen son inviables, debido a que su supresion, como regulador negativo del
proceso de apareamiento, supone la activacion constitutiva de la ruta por parte del
complejo By, provocando la parada en fase G1 y la muerte celular.

RECEPTOR STE2

Qy@iib

Giza STE7
e [0
1=

” STE12 “

Transcripcion
v NUCLEO

Figura 2: Representacion del trabajo realizado por Price et al., (1995), que
muestra la expresion del receptor SSTR2 acoplado a la ruta de apareamiento en la
levadura S. cerevisiae.
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Figura 3: Esquema del ciclo de activacion y desactivacion de las proteinas G
heterotriméricas. La activacion del receptor asociado a la proteina G provoca la
liberacion de la subunidad Ga-GTP y el complejo GBy, que, posteriormente,
interaccionan y activan otras moléculas efectoras. Seguidamente, la activacion de
la ruta concluye cuando la molécula de GTP, asociada a la subunidad Ga., es
hidrolizada, formandose Ga-GDP, que se reasocia con el complejo GPBy. Este
proceso puede darse de una forma lenta, o bien de forma répida debido a la accion
de las denominadas proteinas RGS.

Estos resultados implican que las construcciones empleadas eran capaces
de interaccionar con el complejo By, principalmente por el dominio amino-
terminal, mientras que eran incapaces de interaccionar con los receptores de
feromonas.

De hecho, en los Ultimos afios, han aparecido una serie de trabajos
basados en el estudio estructural de las proteinas G heterotriméricas, atendiendo
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principalmente al estudio de la interaccion que existe entre las diferentes
subunidades y con el receptor y otras moléculas reguladoras (Bohm et al., 1997).
Dichos estudios se han basado en el estudio cristalografico de proteinas G de
mamiferos, destacando los realizados con las subunidades Gta y Giay, 0 la
subunidad Ga quimérica, formada por la sustitucion de los residuos 216-294 de
Gto por los correspondientes de Giay (Lambright et al., 1996). En este ltimo
caso, se determind la interaccion de la subunidad Gow quimérica con el complejo
Gpy, a través de las regiones denominadas “switch” | y Il, que junto a la regién
“switch” 11, estan implicadas en el intercambio nucleotidico (GTP-GDP), vy el
extremo amino-terminal.

Mediante estudios de mutagénesis dirigida, tratamiento con enzimas
proteoliticas, con toxina pertusis y disefio de péptidos, se ha desvelado las
regiones involucradas en la interaccion con el receptor. En este caso, se ha
implicado a la regién amino-terminal y dos amplios segmentos de la regién
carboxi-terminal de la subunidad Go, aungue también se han involucrado la
region carboxi-terminal de la subunidad Gy y cierta region de la subunidad Gp.

Todos estos estudios, realizados en eucariotas superiores, podrian ser
extrapolables a las levaduras, debido al alto grado de homologia existente entre
las subunidades formadoras de las proteinas G heterotriméricas aisladas en los
distintos organismos.

Debemos mencionar, por su interés, el trabajo realizado por Medici et al.,
(1997) (Figura 4). En dicho trabajo, se confirma la funcionalidad del receptor de
feromonas STE2 fusionado a la subunidad alfa de S. cerevisiae GPA1, asi como a
una proteina quimérica constituida por la region amino-terminal de la subunidad
Ga de la levadura y el extremo carboxi-terminal de la subunidad Gso. de
mamiferos. Ambas proteinas de fusion fueron capaces de recuperar las funciones
del receptor y de la subunidad Ga en el proceso de apareamiento, aunque la
expresion de la subunidad Ga. quimérica, sin fusionar con el receptor STE2, no
fue capaz de activar dicha ruta de apareamiento, seguramente debido a la falta de
interaccién de ambas proteinas. Este resultado implicaba la importancia de la
region carboxi-terminal de la subunidad Ga en la aproximacion de dicha
subunidad a los dominios intracelulares del receptor, permitiendo un
acoplamiento eficiente.

1.2.3. Expresion heterdloga de receptores transmembranales en S. pombe.

En la levadura S. pombe existe una ruta de transduccion de sefiales que
regula el proceso de apareamiento y de la cual forman parte receptores que
pertenecen a la familia de los acoplados a proteinas G. Hasta la fecha, en los
diferentes trabajos realizados, no ha sido descrita la expresion funcional de
receptores que sean capaces de acoplarse a dicha ruta, aun asi merece la pena
hacer una breve revisién de los trabajos efectuados.
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El primer receptor funcionalmente expresado en S. pombe fue el receptor
de dopamina D,s (Sander et al., 1994c). En este estudio se demostré un aumento
en la produccion del receptor heterélogo, comparado con el estudio realizado en
S. cerevisiae (Ver Tabla I1), y que dicho receptor retenia sus propiedades
farmacoldgicas.

El siguiente caso se baso en el estudio de la expresion del receptor B,-
adrenérgico humano (Ficca et al., 1995), pero modificado mediante la unién de
los primeros 14 aminoacidos del extremo amino-terminal del gen STE2. Este
receptor, al igual que en el caso anterior, retenia sus propiedades farmacolégicas.

2SI FACTOROL

RECEPTOR STE2

CONJUGACION

Figura 4: Esquema del trabajo efectuado por Medici et al., (1997), donde se
representa la capacidad de activacion de la ruta de apareamiento de las proteinas
quiméricas del receptor STE2, fusionado a la subunidad alfa de S. cerevisiae
GPA1; asi como, a una proteina quimérica, constituida por la region amino-
terminal de la subunidad Go de la levadura y el extremo carboxi-terminal de la
subunidad Gso. de mamiferos.

Los estudios realizados con el receptor de neuroquinina NK2 (Arkinstall
et al., 1995a), fueron los primeros donde se intent6 su acoplamiento funcional.
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Para ello, el receptor fue coexpresado con diferentes subtipos de subunidades de
proteinas G de eucariotas superiores (Gag, Gal6, GBl, GB2 y Gy3), no
lograndose la interaccion funcional, aparentemente debido a la produccion de
moléculas de proteina G inactivas.

A pesar de ello, S. pombe ha sido utilizada en estudios de interaccion para
otro tipo de receptores, como los gque activan la PLC a través de la activacion de
una tirosina quinasa. Mediante la coexpresion del receptor PDFGa con su
molécula efectora PLCa2, ambos de mamifero, se pudieron analizar los
mecanismos de activacion de dicho receptor (Arkinstall et al., 1995b).

El objetivo fundamental de nuestro trabajo se basa en conseguir la
expresion funcional del receptor metabotropico del L-glutamato (mGIluR1) de rata
en la levadura S. pombe, e intentar su acoplamiento con la ruta de apareamiento
de dicha levadura.

El desarrollo de este trabajo, por lo tanto, implica profundizar en el
conocimiento de ambos elementos que se detallan a continuacion.
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2. LA CONJUGACION EN S. pombe.

Las levaduras se reproducen normalmente siguiendo el ciclo de division
mitdtica, pero bajo ciertas condiciones, dos células haploides pueden sufrir un
proceso de fusion para formar una célula diploide. Este proceso ocurre entre dos
células de tipo sexual opuesto, donde intervienen un tipo de proteinas de bajo
peso molecular, conocidas con el nombre de feromonas. Las células de cada tipo
sexual liberan feromonas, que inducen una serie de cambios en las células de tipo
sexual opuesto y que concluyen en el proceso de apareamiento.

El resultado es la formacion de una célula diploide, que puede
multiplicarse por division mitotica, o sufrir meiosis y, posteriormente, el proceso
de esporulacion, dando lugar a esporas haploides que germinan en las condiciones
adecuadas, para completar el ciclo de apareamiento. Las feromonas estan
implicadas también en el desencadenamiento del proceso de esporulacion, como
veremos mas adelante.

Al igual que Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe
puede sufrir un proceso de apareamiento. Aun asi, esta levadura difiere en
aspectos basicos al proceso que tiene lugar en S. cerevisiae. S. pombe, en
condiciones normales, es capaz de crecer siguiendo el ciclo mitético, pero cuando
ambos tipos sexuales se encuentran en cocultivo y existe un agotamiento de los
nutrientes, estas células pueden abandonar el ciclo mitético y conjugarse dando
lugar a un diploide inestable. Este diploide inestable sufre inmediatamente un
proceso de esporulacion, dando lugar a cuatro ascosporas haploides que, en las
condiciones adecuadas, darén lugar a cuatro células haploides (Figura 5).

Como dato significativo, debemos mencionar que muchos de los eventos
que tienen lugar en el proceso de apareamiento en S. pombe, son similares a rutas
de transduccion de sefiales de eucariotas superiores.

2.1. EL TIPO SEXUAL EN S. pombe.

S. pombe presenta dos tipos sexuales reconocidos como P o h*y Mo h’,
definidos por el locus matl. Las células haploides, que presentan el segmento
denominado matl-P en dicho locus, con los genes matl-Pc y matl-Pm,
pertenecen al tipo sexual P o h* y las que presentan el mat1-M, que codifica los
genes matl-Mc y matl-Mm, son M o h". Los genes Matl-Pc y Matl-Mc son
imprescindibles para la expresion de las feromonas y sus receptores, y la
expresion de todos los genes Matl es necesaria para llevarse a cabo el proceso de
esporulacion (Willer et al., 1995).
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Figura 5: Esquema del ciclo mitético y el proceso de conjugacion de la levadura
S. pombe. S. pombe crece normalmente siguiendo un ciclo mitético, aunque el
agotamiento de los nutrientes y la presencia de ambos tipos sexuales, desencadena
el proceso de conjugacion, dando lugar a un diploide inestable que, en ciertas
condiciones, es capaz de seguir un ciclo mitético similar al haploide.
Seguidamente, el diploide puede sufrir el proceso de esporulacién dando lugar a
cuatro ascosporas haploides, que, en condiciones adecuadas, daran cuatro células
haploides, que seguiran el mismo ciclo mitético. (Ver péagina anterior).

En la célula de S. pombe existen dos loci, mat2 y mat3, donde la
informacion que confiere el tipo sexual (matl-P y matl-M) estd almacenada,
aunque no expresada. La transferencia, mediante un proceso de recombinacion
intracromosomal, al locus matl de la informacién almacenada en los loci mat2 o
mat3, hace viable su expresion. Asi, en las cepas denominadas homotalicas,
donde este hecho se da con una frecuencia alta, se produce el cambio en el tipo
sexual, de forma gue los cultivos de tales cepas son siempre una mezcla de ambos
tipos sexuales.

Aunque las cepas homotalicas son por tanto relativamente inestables en
cuanto a su tipo sexual, si se han desarrollado cepas heterotalicas (de un tipo
sexual determinado), mediante la deleccién de uno de los locus; mat2 o mat3.
Dichas cepas son conocidas como h™® (Stable) y h*™ (Normal) (Hayles y Nurse.,
1992).

2.2. REGULACION NUTRICIONAL DEL PROCESO DE APAREAMIENTO
EN S. pombe.

A diferencia de lo que ocurre en la levadura S. cerevisiae, S. pombe
presenta el proceso de apareamiento reprimido durante el desarrollo del ciclo
mitdtico.

La condicion sine qua non para que se produzca el proceso de
apareamiento es el agotamiento de los nutrientes del medio. Este hecho provoca
una disminucion del AMPc intracelular, que parece jugar un papel clave en la
activacion del proceso de apareamiento. Durante el desarrollo del ciclo mitético,
los niveles de AMPc permanecen elevados, pero cuando se produce la
eliminacion de los nutrientes, estos disminuyen provocando la activacion del
proceso de apareamiento (Fukui et al., 1986a, Maeda et al., 1990 y Mochizuki et
al., 1992).

Los mecanismos empleados por la célula para detectar las modificaciones

en el medio extracelular y la regulacion del proceso conjugativo no se conocen en
detalle, aunque si se han dilucidado algunos aspectos basicos:
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2.2.1. Regulacion mediante una proteina G heterotrimeérica.

La presencia de fuentes de nitrogeno (Isshiki et al., 1992) o glucosa
(Nocero et al., 1994) en el medio es detectada mediante la intervencion de una
proteina G heterotrimérica, que en presencia de estos nutrientes, se encuentra en
estado activo.

La subunidad o de la proteina G de S. pombe, implicada en la regulacion
nutricional del proceso de apareamiento, esta codificada por el gen gpa2™ (Isshiki
etal., 1992 y Nocero et al., 1994) . Dicho gen fue clonado mediante la hibridacién
cruzada de DNA gendmico de la levadura S. pombe, utilizando como sonda el
cDNA que codifica la subunidad o de Dyctiostelium. Actualmente se desconocen
los genes que codifican las subunidades GB y Gy.

Su asociacion con la regulacion en los niveles de AMPc se puso de
manifiesto en el trabajo realizado por Ishiki et al., (1992). En dicho estudio, la
interrupcion del gen gpa2® causé la reduccion de los niveles de AMPC
intracelular, de forma que el proceso de apareamiento podia tener lugar durante el
ciclo mitético. De hecho, mutantes en dicho gen, que codifican una subunidad o
constitutivamente activa, inhibian dicho proceso.

Estos resultados mostraron que Gpa2p incrementaba la sintesis de AMPc,
supuestamente a través de la activacion de la adenilato ciclasa.

2.2.2. El equilibrio intracelular del AMPc.

La adenilato ciclasa de S. pombe esta codificada por el gen cyrl®, clonado
por complementacién homologa de su analogo en S. cerevisiae (Maeda et al.,
1990, Yamawaki-Kataoka et al., 1989 y Young et al., 1989). Las cepas
interrumpidas en dicho gen se caracterizan por presentar unos valores muy bajos
de AMPc intracelular y, aungque pueden reproducirse siguiendo el ciclo mit6tico
normal, estan desreguladas en cuanto al proceso de apareamiento, de forma que,
dichos mutantes, pueden conjugarse en medios ricos. En cambio, su
sobreexpresion impide el proceso de apareamiento (Kawamukai et al., 1992;
Maeda et al., 1990 y Davey y Nielsen, 1994).

Los niveles intracelulares de AMPc vienen definidos pues por un
equilibrio en la actividad de la adenilato ciclasa, que a su vez, esta regulada por su
activador Caplp (Kawamukai et al., 1992) y la accién degradativa de la AMPc-
fosfodiesterasa Cgs2p (Pdelp) (Mochizuki et al., 1992 y DeVoti et al., 1991).

De hecho, los interrumpidos en el gen Cgs2* producen un aumento en los
niveles de AMPc intracelular, que conlleva la inhibicién del proceso de
conjugacion y la incapacidad de entrar en fase estacionaria a causa de la
limitacion de nutrientes en el medio.
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La actividad de Cgs2p, al igual que de la Cyrlp, esta regulada por la
subunidad Gpa2p potenciando, e inhibiendo su actividad respectivamente.

Por lo tanto, los altos niveles de AMPc actuan inhibiendo el proceso
conjugativo y su actividad se realiza a través de la proteina quinasa dependiente
de AMPc (PKA). Dicha proteina esta formada por dos subunidades conocidas
como catalitica (Pkalp) (Maeda et al., 1994 y Yu et al., 1994) y regulatoria
(Cgslp) (DeVoti et al., 1991). Asi, la eliminacion de la subunidad Pkalp
desregula el proceso conjugativo, mientras que su sobreexpresion, o bien la
eliminacion de la subunidad Cgslp, inhibe dicho proceso.

Aunque el complejo Pkalp-Cgslp actua como el principal regulador
nutricional, se ha descrito una segunda subunidad catalitica, Scklp, que puede
complementar la desregulacion ocasionada por la perdida de la actividad Pkalp,
aunque, su posterior interrupcion, no aumenta los defectos descritos para los
interrumpidos Pkal (Jin et al., 1995) (Figura 6).

Posteriormente, el complejo PKA va a producir la activacion de al menos
dos rutas distintas; una directamente relacionada con el proceso de apareamiento
y la otra con la gluconeogénesis. Ambas rutas son activadas independientemente,
ocasionando efectos distintos y, aunque utilizan el mismo sistema regulatorio, en
funcion de los niveles de AMPc, se ha observado que una disminucion en los
niveles de fuentes de nitrdgeno es més eficiente en desencadenar el proceso
conjugativo; mientras que una disminucion en los niveles de glucosa produce la
expresion de genes implicados en la gluconeogénesis.

Actualmente parece confuso el mecanismo discriminatorio para
diferenciar la activacion de un proceso u otro, pero podrian existir otros factores
que regulen la actividad de PKA, definiendo su participacién en un sentido u otro.

2.2.3. Regulacion de Stellp.

Uno de los genes que estan regulados por la actividad de la PKA es el gen
stel1”. Este gen codifica un factor transcripcional, perteneciente a la familia de
proteinas HMG (High Mobility Group), que tiene la capacidad de unirse a
secuencias consenso de DNA denominadas TR-box (TTTCTTTGTT) y que estan
presentes en la region 5’ de multitud de genes implicados en el proceso de
apareamiento y esporulacion (Kitamura et al., 1996; Sipiczki, 1988 y Watanabe et
al., 1988). De hecho, Stellp puede ser considerado como pieza clave en el
desencadenamiento del proceso de apareamiento, ya que activa la transcripcion de
los genes del locus matl y la expresion de genes que continuaran con el proceso
de conjugacion, incluidos los codificantes para las feromonas o sus receptores.
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Gluconeogénesis

Apareamiento

Figura 6: Esquema de la ruta de AMPc implicada en la regulacion nutricional del
proceso de apareamiento. La presencia de nutrientes permite la activacion de la
proteina G heterotrimérica, de forma que la subunidad Ga-GTP (Gpa2p) activa la
adenilato ciclasa (Cyrlp), la cual también es estimulada por la Caplp,
produciendo la conversion del ATP en AMPc. El aumento en los niveles de
AMPc produce la activacion del complejo Cgslp-Pkalp, que actia como el
principal regulador del proceso de apareamiento. La posterior conversion del
AMPc en AMP por la fosfodiesterasa Cgs2p permite la desactivacion del
complejo Cgslp-Pkalp.

Cabe resaltar que dicho gen estd fuertemente regulado por diferentes
mecanismos transcripcionales y post-traduccionales. En primer lugar, la presencia
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de una TR-box en la regién promotora 5’ de este gen sugiere que la transcripcion
de dicho gen presenta un mecanismo de retroalimentacion positivo (Sugimoto et
al., 1991).

2.2.3.1. Ruta de respuesta a stress en S. pombe.

Uno de los principales reguladores de la expresion de Stellp es el factor
de transcripcion heterodimérico, formado por las proteinas Atflp y Pcrlp (Takeda
et al., 1995; Shiozaki y Russell, 1996; Watanabe y Yamamoto, 1996 y Kanoh et
al., 1996). Ambos son requeridos para la induccion de Stellp y, de hecho, se ha
descrito un sitio de unién para Atflp en la region 5’ de dicho gen.

Hasta la fecha, se desconoce si estos estan regulados por el complejo
PKA, aunque si son activados por una MAPK denominada Sty1p.

En S. pombe se ha descrito una cascada de proteinas quinasas que es
activada por diferentes sefiales de estrés: osmético, oxidativo, térmico, radiacion
U.V.y que también se ha relacionado con el control morfogenético y a la carencia
de nutrientes en el medio (Kato et al., 1996; Millar et al., 1995; Shiozaki y
Russell, 1995a y Warbrik y Fantes, 1991). Esta cascada est4d formada por las
proteinas Mcs4p, un regulador de la respuesta, Waklp (MAPKKK) (Shiozaki et
al., 1997; Shieh et al., 1997 y Samejima et al., 1997), Wislp (MAPKK) (Shiozaki
y Russell, 1995a; Shiozaki y Russell, 1995b; Warbrik y Fantes, 1991 y Degols et
al.,, 1996) y Stylp (MAPK) (Shiozaki y Russell, 1995a; Shiozaki y Russell,
1995b; Kato et al., 1996 y Millar et al., 1995), que activan el factor de
transcripcion denominado Atflp.

La activacion de la ruta provoca la fosforilacion de la proteina Wak1p
que, a su vez, fosforila a Wislp y ésta, a Stylp que, finalmente, activara el factor
Atflp. La activacion de este factor Atflp aumenta la transcripcion del gen ste1l*
(Shiozaki y Russell, 1996 y Wilkinson et al., 1996) y, de hecho, en cepas
mutantes de la ruta descrita, el proceso de apareamiento es menos eficiente
(Kanoh et al., 1996; Kato et al., 1996; Shiozaki y Russell, 1996; Takeda et al.,
1995 y Wilkinson et al., 1996).

2.2.3.2. Otros elementos de regulacion.
2.2.3.2.1. Redlp

Rcdlp es esencial para la transcripcion del gen stell™, en respuesta al
agotamiento de las fuentes de nitrégeno del medio, aunque no parece estar
implicado cuando se produce el agotamiento de glucosa. Hasta la fecha, se
desconoce el mecanismo por el cual ejerce la regulacién; aun asi, Rcdlp parece
actuar formando parte de otra ruta dependiente del agotamiento de las fuentes de
nitrégeno, e independiente de los otros elementos que intervienen en la activacién
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de Stellp. Ademas, se ha implicado en la activacion post-traduccional de Stellp
(Okazaki et al., 1998).

2.2.3.2.2. Paclp y Pac2p.

Paclp es una ribonucleasa esencial en S. pombe, pero, cuando es
sobreexpresada, interfiere con la expresion de Stellp, quizds mediante la
degradacion de una molécula de RNA imprescindible para su transcripcion (lino
etal., 1991).

Pac2p constituye una proteina de funcion desconocida, que parece
reprimir la expresion de Stellp en medios ricos. Asi, en cepas interrumpidas en
este gen, las condiciones de induccion en el proceso de apareamiento son menos
estrictas (Kunitomo et al., 1995 ).

2.2.3.2.3. Patlp.

Patlp es una proteina quinasa que act(ia inhibiendo de forma general el
proceso de apareamiento durante el ciclo mitético, de forma que su inactivacién
desencadena la meiosis, 0 bien la expresion del locus matl, independientemente
de la ploidia o las condiciones nutricionales del cultivo (Davey y Nielsen, 1994;
lino et al., 1985a; McLeod y Beach, 1988 y Nielsen y Egel, 1990). Ante este
hecho, junto con la capacidad de fosforilacion de Stellp in vitro, es légico
suponer la posible intervencion de Patlp en su regulacion (Li y McLeod, 1996).

2.2.3.2.4. Esclpy Saklp.

Esclp es un factor transcripcional en cuya estructura se ha descrito el
motivo helice-loop-helice, lo cual sugiere su interaccién con un segundo factor
transcripcional, que podria ser Stellp (Benton et al., 1993). De hecho, en cepas
donde dicho gen ha sido interrumpido, se reduce la eficiencia del proceso de
apareamiento.

Saklp forma parte de la familia de proteinas RFX, con capacidad de
unién a DNA. Este regulador transcripcional parece actuar en un paso posterior a
la PKA, activando la transcripcion de los genes implicados en el proceso de
apareamiento, aungue no es requerido para la expresién de genes implicados en la
gluconeogénesis. De esta forma, Saklp podria actuar como un activador de
Stellp, ademas de regular la expresion de otros genes ya que es esencial en S.
pombe (Wu 'y McLeod, 1995) (Figura 7).

En resumen, la activacion de Stellp, fuertemente regulada por diferentes

elementos, juega un papel fundamental para desencadenar el proceso de
apareamiento.
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Figura 7: Representacion de la regulacion de Stellp. La expresion de Stellp es
inducida por la activacion de la ruta de proteina quinasas implicada en la
respuesta a estrés y el factor Rcdlp, tras la inactivacion de la proteina Patlp.
Ademas, la proteina Stellp presenta un mecanismo de retroalimentacion positivo.
Por el contrario, la expresion de Stellp estd inhibida por el complejo Cgslp-
Pkalp activado y la proteina Pac2p. Esclp, Saklp, Rcdlp y Patlp parecen influir
en la actividad de la proteina Stellp, aunque se desconoce exactamente como se
produce dicha interaccion.

2.2.4. Expresion del locus mat1.

Como hemos comentado anteriormente, Stel1p induce la expresion de los
genes implicados en el proceso de apareamiento en ambos tipos celulares vy,
ademas, controla la expresion de genes dependientes del tipo sexual, como los
codificantes para feromonas y sus receptores, a traves del locus matl.

Los genes expresados en ambos tipos celulares presentan, en sus regiones

reguladoras 5’, al menos una copia de la TR-box, que permite de forma eficiente
la union de Stellp.
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Por otro lado, Stellp activa la expresion del locus matl y, por tanto, del
modulo mat1-Mc (en las células M) y mat1-Pc (en células P), que juegan un papel
fundamental en la expresion de genes dependientes del tipo sexual.

En células M, los genes dependientes del tipo sexual presentan en su
region reguladora 5’ una TR-box incompleta (TCTTTGTT), con la que es capaz
de interaccionar Stellp, pero Unicamente en presencia del factor Matl-Mcp
(Kelly et al., 1988; Kjaerulff et al., 1994 y Kjaerulff et al., 1997). Este factor es
capaz de interaccionar con una secuencia consenso, denominada M-box
(ACAATG), proxima a la TR-box, permitiendo la union de Stellp y su expresion.
AUn asi, para la expresion optima de estos genes, se requiere el producto del gen
mapl®, que codifica un factor de transcripcion (Yabana et al., 1996), de forma
que la interaccién de Maplp con Stellp y Matl-Mcp produce un aumento de la
expresion de los genes dependientes del tipo sexual M (Figura 8).
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Figura 8: Regulacion de la expresion de los genes dependientes de tipo sexual en
las células M. Los genes dependientes del tipo sexual presentan en su region
reguladora 5’ una TR-box incompleta (TCTTTGTT), con la que es capaz de
interaccionar Stellp, pero Unicamente en presencia del factor Matl-Mcp. Este
altimo, Matl-Mcp, es capaz de interaccionar con una Secuencia CONSenso
denominada M-box (ACAATG), préxima a la TR-box, permitiendo la unién de
Stellp y su expresion. Aun asi, para la expresion éptima de estos genes se
requiere el producto del gen map1”™.
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En células P, los genes especificos de este tipo sexual requieren la
presencia de los dos factores de transcripcion; Mat1-Pcp y Maplp (Nielsen et al.,
1996; Kelly et al., 1988 y Yabana et al., 1996), que interaccionando con Stellp
dan lugar a su expresion. En este caso, hay que resaltar la presencia de Maplp
como imprescindible, ya que, a diferencia de lo que ocurre en células M, su
interrupcion produce esterilidad.

2.3 RUTA DE RESPUESTA A FEROMONAS DE S. pombe.
2.3 1. Feromonas.

Tras la expresion del locus matl, S. pombe secreta unos péptidos de bajo
peso molecular denominados feromonas. Las células h™ producen un péptido
denominado “factor M”, que activa la respuesta de las células h*, y las células h*
por su parte, producen un péptido "factor P", que sélo activa a las células h'. La
expresion de los genes que codifican estas feromonas no sélo estd regulada por
Stellp y es dependiente del tipo sexual, sino que la propia activacion de la ruta,
donde actlan como agonistas, aumenta sus niveles de expresion.

El factor M esta codificado por los genes mfm1*, mfm2* y mfm3*, cuya
expresion (Davey, 1992 y Kjaerulff et al., 1994) da lugar a un precursor que es
farnesilado, procesado por proteasas y metilado antes de ser transportado al medio
extracelular por el producto del gen maml® (Christensen et al., 1997). El
resultado es un nanopéptido con el residuo de cisteina carboxi-terminal metilado y
farnesilado.

El factor P esta codificado por el gen map2*, que codifica un precursor
que es sometido a un proceso proteolitico. El resultado es un péptido de 23
aminoacidos que no estd modificado (Imai y Yamamoto, 1994).

Estas feromonas, posteriormente, van a activar a las células de tipo sexual
opuesto, tras interaccionar con su receptor especifico localizado en la membrana
plasmética celular. La unidon de las feromonas a sus respectivos receptores
activara una nueva ruta de transduccion de sefiales formada por una cascada de
MAPKSs y proteinas G monomeéricas y heterotriméricas.

2.3.2. Receptores del proceso de apareamiento.

Los receptores que interaccionan con las feromonas son los codificados
por los genes mam2* y map3™. El gen mam2* codifica el receptor especifico del
factor P, por lo que Unicamente es expresado en células h, y el gen map3*
codifica el receptor especifico del factor M y se expresa en células h* (Kitamura y
Shimoda., 1991 y Tanaka et al., 1993).
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La estructura deducida a partir de su secuencia proteica muestra que
ambos receptores constituyen proteinas relacionadas con la superfamilia de
receptores asociados a proteinas G. Presentan un dominio amino-terminal
extracelular, seguido de una region con 7 dominios transmembranales y, a
continuacion, un fragmento carboxi-terminal intracitoplasmatico.

A diferencia de los otros miembros de la ruta de proteinas quinasas su
expresion es dependiente, l6gicamente, del tipo sexual.

2.3.3. Proteina G heterotrimérica.

La union de la feromona al receptor va a producir un cambio
conformacional que es transmitido a la proteina G heterotrimérica a la que se
asocia. La activacion de estos receptores provoca el intercambio del GDP, unido a
la subunidad Ga. asociada al receptor, por GTP, produciendo la disociacion de la
proteina heterotrimérica en Gay Gy, subunidades que interaccionaran con otras
moléculas efectoras de la ruta.

El gen que codifica la subunidad Ga, gpal®, fue clonado mediante
estudios de hibridacion cruzada, utilizando como sonda los cDNAs que codifican
la subunidad Gila y Gxa de rata (Obara et al., 1991). Su interrupcién produce la
ausencia de respuesta a feromonas, lo cual demuestra, a diferencia de lo que
ocurre en S. cerevisiae, que la subunidad Ga. parece ser la activadora de la ruta de
MAPKSs, al igual que ocurre en eucariotas superiores.

La subunidad Gp implicada en este proceso estad codificada por el gen
gpb1™ (Kim et al., 1996) y, hasta la fecha, se desconoce el gen que codifica la
subunidad 1.

2.3.4. Cascada de proteina quinasas.

El médulo de MAPKSs involucrado en esta ruta estd formado por Byr2p
(MAPKKK), Byrlp (MAPKK) y Spklp (MAPK). La transmisién de la sefial es
llevada a cabo mediante reacciones de fosforilacién, de forma que Byr2p fosforila
Byrlpy éste, a su vez, a Spklp.

Los genes byr2" y byr1* fueron clonados como supresores en multicopia
del defecto en esporulacién de un diploide rasl interrumpido (Nadin-Davis y
Nasim, 1990; Nadin-Davis y Nasim, 1988 y Wang et al., 1991b), mientras que el
gen spkl™ se aislé de forma casual en un rastreo para genes cuya sobreexpresion
confiriera un fenotipo de resistencia a estaurosporina, aungue, como se demostrd
posteriormente, no estaba relacionado con dicho efecto (Toda et al., 1991y Gotoh
et al.,, 1993). La interrupcion de cualquiera de ellos impide la respuesta a
feromonas, inhibiendo el proceso conjugativo y de esporulacion.
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La activacion de dicha ruta depende de la activacion de su primer
componente Byr2p. Dicha proteina parece mantenerse en una conformacion
inactiva, debido a la interaccion de su dominio amino-terminal regulatorio con su
dominio carboxi-terminal catalitico. Un cambio conformacional, inducido por la
sefial ocasionada por la feromona, conllevara, por tanto, la activacion de la ruta
(Tu et al., 1997). Diferentes estudios genéticos han implicado a Gpalp, Raslp,
Shkl1p y Stedp en la activacion de Byr2p (Figura 9).

=

=

Figura 9: Esquema de la ruta de proteinas quinasas implicada en el proceso de
apareamiento. La union de las feromonas a su receptor especifico produce la
liberacion de la subunidad Go-GTP (Gpalp), que es capaz de activar la cascada
formada por las proteinas Byr2p, Byrlp y Spklp. La activacion de Byr2p
requiere, ademas, la presencia de la proteina Raslp, Shklp y Stedp.
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2.3.5. Activacion de Byr2p.
2.3.5.1. La proteina G monomérica Ras1p.

Cabe resaltar el hecho de que en la activacion de la ruta de apareamiento
también esta involucrada una proteina G monomérica de tipo ras: Raslp (Nielsen
et al., 1992; Fukui y Kaziro, 1985 y Fukui et al., 1986b). Esta proteina no es
esencial en S.pombe, y ademéas de en el proceso de apareamiento, estd
involucrada en diferentes procesos morfogenéticos. Cepas interrumpidas en el gen
rasl®, presentan una morfologia redondeada y no son capaces de conjugar.
Atendiendo a esto Gltimo, podemos decir que Raslp no parece formar parte de la
ruta de proteina quinasas que transmiten la sefial feromdnica, pero si puede actuar
regulando sus componentes y, en concreto, Byr2p.

El ciclo de activacion-desactivacion es similar al descrito para las
proteinas G heterotriméricas. Raslp se encuentra en forma inactiva unido a una
molécula de GDP, que puede ser sustituida por GTP, pasando a una forma activa.
El cambio esta regulado a través de su GEF (Guanine nucleotide Exchange
Factor), Ste6p (Hughes et al., 1990), y de su GAP, (GTPase Activating Proteins)
Gaplp (Imae et al., 1991). Ste6p, regulada por Stellp, va a provocar la liberacion
de GDP, dando lugar a Ras1-GTP, cuya molécula de GTP puede ser hidrolizada
por Gaplp, volviendo a su conformacion inactiva. Se ha comprobado que la
forma activa de Ras1p es capaz de interaccionar con Byr2p (Masuda et al., 1995y
Bauman et al., 1998).

2.3.5.2. Shkip.

Mediante la técnica de la polimerasa en cadena, con oligos degenerados,
se clono una proteina homologa a STE20p de S. cerevisiae: Shklp (PAK quinasa)
(Ottilie et al., 1995 y Marcus et al., 1995), que es capaz de interaccionar con
Byr2p y Raslp. Shklp, ademds, interacciona con Cdc42p, proteina perteneciente
a las GTPasas de tipo Rho, lo que le confiere un papel fundamental en el control
de la morfologia celular, aparte de su implicacion en el proceso de apareamiento.

Shkl1p parece unirse a Byr2p, produciendo posiblemente su fosforilacion,
un cambio conformacional hacia la forma activa que es estabilizada por la unién
de Raslp y Stedp ( Tu et al.,, 1997 y Barr et al., 1996). De hecho, ste4™ fue
clonado por complementacion de un mutante estéril (Leupold et al., 1991 y
Sipiczki, 1988). Aun asi, debemos mencionar que hasta la fecha no hay pruebas
de una interaccion directa de Byr2p con la subunidad Gpalp encargada de
transmitir la sefial feromonica, aunque no podemos descartar la existencia de otros
mediadores (Figura 10).
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2.3.6. Activacion de Spklp.

La activacion de la cascada conlleva como resultado final la activacion de
Spklp que, presumiblemente, sera capaz de fosforilar otras moléculas efectoras
aun no identificadas. Un posible candidato seria el factor Stellp (Sugimoto et al.,
1991) (Figura 9).

Dominio catalitico
I —-
et

Dominio regulatorio

Figura 10: Modelo de la activacion de Byr2p. Byr2p presenta un dominio
regulatorio y otro catalitico, que interactlan entre si. La activacion de Raslp
permite su asociacion con Byr2p, y la activacion de otra proteina de tipo rho
implicada también en el control morfogenético, Cdc42p, a través de su GEF
Rallp. La activacion de Cdc42p, a su vez, produce la activacion de Shklp, capaz
de interaccionar con Byr2p. Finalmente, el complejo estabilizado por Stedp
produce la fosforilacion de Byr2p y, por tanto, su activacion.
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Ademas de lo expuesto anteriormente, la activacion de la ruta va a
suponer no sélo un aumento en la expresion de genes que integran la propia ruta,
como los codificantes para los receptores y las feromonas, sino de otro grupo de
genes cuya expresion esta estrictamente sujeta a la activacion de dicha ruta.

Dentro de este grupo se encuentran los genes del locus matl, matl-Pmy
matl-Mm, imprescindibles para la meiosis (Willer et al., 1995), y los genes
necesarios para la fusion celular y nuclear fusl™ (Petersen et al., 1995) o los
mecanismos de readaptacion sxa2" (Ladds et al., 1996, 2000).

El mecanismo que regula la expresion de estos genes permanece sin
esclarecer. Sabemos que genes como el sxa2™, dependiente ademas de tipo sexual,
presentan una M-box alterada (ACAAT), por lo que podria afectar a la union del
factor Mat1-Mcp. Su capacidad de union a la M-box podria ser incrementada por
la actividad de la ruta de feromonas. Aun asi, esta explicacion no es valida ya que,
en el caso del gen fusl™, su expresion se produce en ambos tipos sexuales y si es
dependiente de la activacion por feromonas.

2.4. CAMBIOS CELULARES INDUCIDOS POR LA ACTIVACION DE LAS
FEROMONAS.

La expresion de este nuevo grupo de genes va a provocar una serie de
cambios celulares, que preparan a la célula para el proceso de conjugacion
propiamente dicho. Dentro de estos cambios, se encuentran la parada en fase G1
del ciclo mitotico, la aparicion del tubo germinativo y la fusion celular y nuclear o
cariogamia, que culmina con el proceso de meiosis y esporulacion.

24.1. Parada en fase G1 del ciclo mitotico.

Los factores P y M inducen la parada del ciclo mitdtico en su fase G1.
Este hecho asegura que ambos tipos sexuales estén en el correcto estadio del ciclo
para que se produzca la conjugacion.

En S. pombe el agotamiento de las fuentes de nitrégeno del medio
produce una parada en fase G1 del ciclo mitdtico, lo cual ha dificultado la
comprobacién de dicho efecto. Mediante el empleo de cepas mutantes,
desreprimidas para el proceso de apareamiento durante el ciclo mitético (cyrl y
patl-114), si se ha demostrado que uno de los efectos provocados por la
activacion de la cascada de feromonas es la parada en G1 (Davey y Nielsen,
1994).

S. pombe tiene una Unica proteina quinasa dependiente de ciclinas (CDK),
responsable del control de la progresion a través del ciclo mitotico. Esta proteina
Cdc2p es activada en la transicion de la fase G1-S, mediante la asociacion a la
ciclina de tipo B Cig2p (Fisher y Nurse, 1996, Martin-Castellanos et al., 1996,
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Mondesert et al., 1996 y Obara-Ishihara y Okayama, 1994), aunque parece existir
redundancia funcional con otra ciclina Cdc13p implicada en la iniciacion de la
fase de mitosis (Booher y Beach, 1988, Booher et al., 1989, Hagan et al., 1988 y
Moreno et al., 1989). A pesar de que aun no esta claro el mecanismo por el cual
se produce este efecto, se supone que la inhibicion del complejo Cdc2p-Cig2p y
Cdc2p-Cdc13p de la fase G1 se produce mediante un proceso degradativo.

La activacion de la ruta de feromonas induce la degradacion de Cdc2p-
Cig2p. De esta forma, se produce una parada en G1 que es transitoria, sino se
produce la eliminacion del complejo Cdc2p-Cdc13p (Stern y Nurse, 1998). En
este ultimo caso, el proceso degradativo es dependiente de Rumlp (Moreno y
Nurse, 1994).

Rumlp es un potente inhibidor del complejo Cdc2p-Cdc13p, blogueando
la transicion de la fase G2-M. De esta forma, las células entran en la fase S sin
haber completado el proceso de division celular (Martin-Castellanos et al., 1996 y
Correa-Bordes y Nurse, 1995). Los interrumpidos en Rumlp, por lo tanto,
presentan un ciclo mitético desregulado, pero también son defectivos en el
proceso de conjugacion, ya que son incapaces de parar en fase G1, por carencia de
nutrientes o la activacion de la cascada de feromonas.

Rumlp se acumula rapidamente durante la parada transitoria en fase G1,
debida a la perdida de Cdc2p-Cig2p. Posteriormente, Rumlp se une a Cdcl3p,
provocando su degradacion (Figura 11).

2.4.2. Cambios morfogenéticos. formacion de shmoo.

Las células de S. pombe contintan creciendo durante la parada en fase G1
provocada por las feromonas, pero este crecimiento quimiotropico se produce por
la elongacidn celular hacia la fuente de la feromona, dando lugar a la formacion
del shmoo (Davey, 1991; Davey y Nielsen, 1994 y Fukui et al., 1986a). Esta
formacion va a permitir la interaccién de ambos tipos celulares y su fusion, que
tiene lugar en el extremo del shmoo.

Los mecanismos que permiten la formacion del shmoo son similares a los
que utiliza la célula durante el crecimiento polarizado que tiene lugar en el ciclo
mitético, aunque la reorientacion del citoesqueleto de actina esta regulada por
otras moléculas que actian como marcadores.
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Figura 11: Esquema del nivel de expresion de la proteina quinasa dependiente de
ciclinas Cdc2p, asociada a las ciclinas Cdcl3 y Cig2p a lo largo del ciclo
mitdtico. La activacion de la ruta de feromonas va a producir la degradacién del
complejo Cdc2p-Cig2p, produciendo una parada transitoria en la fase G1. La
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acumulaciéon de Rumlp, seguidamente, provoca la degradacion del complejo
Cdc2p-Cdc13p.

En el ciclo mitdtico, el crecimiento celular esta restringido en un principio
al polo implicado en la ultima septacion, pero en un momento del ciclo, conocido
como NETO (New End Take Off), la célula sufre una reorganizacion, que permite
el crecimiento por ambos polos. Posteriormente, una nueva reorganizacion
permite la construccion del septo en el medio de la célula, para producirse la
citoquinesis (Mata y Nurse, 1998 y Marks y Hyams, 1985). Este crecimiento
polarizado conlleva una serie de cambios en la orientacion del citoesqueleto de
actina y los microtubulos, pero la eleccion del sitio adecuado hacia el que se
orientan estd determinada por proteinas que actian como marcadores; Tealp y
Mid1p, este dltimo imprescindible para la septacion (Mata y Nurse, 1998; Snell y
Nurse, 1994; Shormann et al., 1996 y Chang et al., 1996). En este proceso,
ademas, interviene la proteina G monomeérica Raslp. Esta proteina forma parte de
un médulo Rho-GTPasa, que interrelaciona la posicién de crecimiento elegida
con el citoesqueleto de actina (Figura 12).
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Figura 12: Representacion esquematica de la reorganizacion del citoesqueleto a
lo largo del ciclo mitdtico en S. pombe.

Ademas de interaccionar con la cascada de feromonas, Raslp,
independientemente, puede interaccionar con una nueva proteina GEF, Rallp
(Scd1p) que es capaz de activar la GTPasa de tipo Rho Cdc42p (Chang et al.,
1994, Farwell et al., 1992, Fukui y Yamamoto, 1988 y Miller y Johnson, 1994).
El complejo formado Rallp-Cdc42p, estabilizado por Ral3p (Scd2p), origina la
Cdc42p-GTP activa, que es capaz de interaccionar con Shklp (PAK) (Marcus et
al., 1995 y Ottilie et al., 1995). Esta proteina, como hemos comentado
anteriormente, esta implicada en la activacién de Byr2p, aunque puede actuar
activando otras moléculas efectoras involucradas en el control morfogenético.
Aun asi, debemos mencionar que se desconoce en detalle cémo se produce la
comunicacién, desde la posicion elegida para el crecimiento, a la ruta de Cdc42p
(Figura 13).

Figura 13: Esquema de activacion de Shklp en el control morfogenético. La
activacion de Raslp por una nueva proteina GEF, Ral2p, es capaz de activar, a
través de otra proteina GEF, Rallp, la proteina de tipo Rho Cdc42p. La activacion
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de esta proteina, produce la activacion de Shklp, también involucrada en el
control morfogenético.

Ademas, existe otro factor Ral2p (Fukui et al., 1989 y Imai et al., 1991),
gue interviene en esta ruta, ya que cepas interrumpidas en este gen presentan el
mismo fenotipo de mutantes rasl inactivos. Esta proteina podria actuar como una
GEF, especifica para el control morfogenético llevado a cabo por Raslp.

En el caso del proceso de formacidn del shmoo, el crecimiento polarizado
debe utilizar el mismo mecanismo, aunque debemos hacer la salvedad de que la
eleccion de la direccion a la que sera dirigido el citoesqueleto se debe producir
por otros marcadores. Un posible marcador seria la acumulacion de receptores
unidos a feromona en la zona celular donde existe mayor concentracion de esta.
Esta acumulacién podria representar la sefial necesaria para la reorganizacion del
citoesqueleto.

2.4.3. Fusion celular.

Una vez formado el shmoo, las células de tipo sexual opuesto pueden
entrar en contacto, a través de éste, mediante un proceso de aglutinacion,
inicialmente reversible. La aglutinacion, que tiene lugar a través de los tubos
germinativos, estd mediada Unicamente por puentes de hidrogeno y, aunque se
desconocen las proteinas implicadas en el proceso, Map3p (en células P) y
Mamdp (en células M) podrian ser las aglutininas implicadas (Miyata et al., 1997;
Yabana y Yamamoto, 1996).

El siguiente paso es la degradacion de la pared celular. Se ha demostrado
la existencia de una 1,3-B-glucanasa (Tipo Il) con una alta actividad especifica en
el proceso de apareamiento (Reichelt y Fleet, 1981); aunque la degradacién de la
pared celular y la fusion de las membranas debe ser un proceso fuertemente
regulado, para evitar la lisis celular debido al choque osmoético. Un posible
mecanismo de desencadenamiento del proceso puede ser debido a la alta
concentracién de feromonas que se produce en el sitio de contacto de ambas
células. Este hecho esta apoyado en estudios realizados con mutantes del
transportador mam1™ que, aunque son capaces de liberar el suficiente factor M
como para inducir la meiosis de una cepa diploide, son incapaces de conjugar
(Christensen et al., 1997 y Egel et al., 1994). Ademas, no es de extrafiar que en
dicho proceso intervenga una nueva cascada de proteinas quinasas relacionada
con el mantenimiento de la integridad celular, donde Pmkip es la MAPK
(Zaitsevskaya-Carter y Cooper, 1997 y Toda et al., 1996).

Por otro lado, la fusion celular va a depender de Fuslp (Petersen et al.,
1995). En estudios realizados con cepas deleccionadas en fus1®, se ha descrito la
ausencia de fusion celular, aungue si se produce la aglutinacion. La expresién de
este gen requiere la activacion de la ruta de feromonas y, una vez expresado,
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Fuslp se localiza en el extremo del tubo germinativo. Fuslp contiene tres
dominios caracteristicos de forminas (dominios FH), que pueden actuar
agrupando y estabilizando componentes que se asocian directamente con los
filamentos de actina y, por lo tanto, con el citoesqueleto (Petersen et al., 1998).

2.4.4. Cariogamia.

Inmediatamente después de la fusion citoplasmatica, la fusion nuclear
tiene lugar en el cuello formado por los tubos germinativos, dirigida por los
cuerpos polares del huso (Chikashige et al., 1997).

Hasta la fecha, Unicamente se ha descrito un mutante defectivo en
cariogamia. Cepas deleccionadas en el gen tht1*, que codifica una glicoproteina
producida en el proceso de conjugacion, son incapaces de producir la fusion
nuclear y la meiosis (Tange et al., 1998).

2.5. MEIOSIS.

El resultado final del proceso de conjugacion es la formacion de un cigoto
diploide, que, puede mantenerse siguiendo el ciclo mitético si es transferido a un
medio rico, o bien entra inmediatamente en un ciclo meiético. De esta forma, tras
la fusion celular, se produce la sintesis premeittica de DNA, dando lugar a un
cigoto tetraploide que, tras procesos de recombinacion y segregacion
cromosomal, sufre dos ciclos de division meiotica, dando lugar a 4 ndcleos
haploides que son encapsulados, originando 4 ascosporas (Ver Figura 5).

La sefial que activa la meiosis y posterior esporulacion es similar a la que
activa el proceso de apareamiento (el agotamiento de nutrientes), donde también
esta implicada la ruta de MAPKSs dependiente de feromonas.

2.5.1. El inhibidor Patl1p.

Patlp es una serin/treonina proteina quinasa que actda regulando de forma
negativa el proceso de conjugacion. Como hemos comentado en apartados
anteriores, dicha proteina ejerce esta funcién a varios niveles, inactivando la
transcripcion de los genes del locus matl, mediante la inhibicién de Stellp y, por
Gltimo, controlando el proceso de esporulacién, debido a su interaccién con
Mei2p.

La activacion de Mei2p, cuya expresion esta regulada por la eliminacién
de los nutrientes del medio, es esencial para la entrada en meiosis (Watanabe y
Yamamoto, 1994 y Watanabe et al., 1988). Mei2p es fosforilada por Patlp,
produciendo su inactivacién. Por lo tanto, el desencadenamiento de la meiosis
conlleva la inactivacion de Patlp, que es llevada a cabo por Mei3p (Watanabe et
al., 1997; Beach et al., 1985 e lino y Yamamoto, 1985.).
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2.5.2. Expresion de Mei3p.

Tras la fusion celular, la activacion de la ruta dependiente de feromonas
va a provocar la expresion de los genes matl-Pm (de la célula P) y mat1-Mm (de
la célula M) dentro de la misma célula. La presencia de ambos factores de
transcripcion va a producir la expresion de Mei3p (Willer et al., 1995 y Van
Heeckeren et al., 1998).

Mei3p es capaz de interaccionar con Patlp, inhibiendo su actividad
quinasa. A consecuencia de esto, se produce la acumulacion de Mei2p en su
forma activa, desencadenando la meiosis (McLeod y Beach, 1988) (Figura 14).

Mei2p
I il
G- >

Transcripcion

Figura 14: Esquema de la iniciacion de la meiosis. La activacion de Stellp
produce la expresion de Mei2p, que esta inhibida por la actividad de Patlp. Tras
la fusion celular, la presencia de los factores de transcripcion del locus matl de
ambos tipos celulares (Matl-Pmp, Matl-Mmp, Matl-Pcp y Matl-Mcp) en el
cigoto activa la expresion de Mei3p. Mei3p actua inhibiendo Patlp y permitiendo
la activacion de Mei2p.
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2.6. MECANISMOS DE DESENSIBILIZACION.

Las células que han fallado en llevar a cabo el proceso de conjugacion,
son capaces de recuperarse de la estimulacién de las feromonas y volver al ciclo
mitotico. De hecho, este proceso parece ser importante para el proceso de
conjugacion en si, ya que mutantes con esta capacidad de recuperacion alterada
presentan una eficiencia de apareamiento reducida (Rusu, 1992; Imae y
Yamamoto, 1992 y Fukui et al., 1986b).

El proceso de adaptacion o desensibilizacion ocurre incluso en presencia
de feromonas, lo cual implica que la célula dispone de diferentes mecanismos
para llevarlo a cabo, mecanismos que conllevan a la desactivacion de los
componentes que intervienen en el proceso de apareamiento.

2.6.1. Degradacion de feromonas.

Uno de los mecanismos esta basado en la degradacién del agonista
desencadenante de la sefial.

De hecho, las células M son capaces de producir una proteasa especifica,
que es secretada al medio, y produce la degradacion del factor P (Imae y
Yamamoto, 1992; Lads y Davey, 2000 y Lads et al., 1996). El gen sxa2*, cuya
expresion depende de la activacion de la ruta de feromonas, codifica una serin-
carboxil peptidasa, que es capaz de inactivar el factor P, por la eliminacién de su
residuo de leucina carboxi-terminal.

De manera analoga, se ha descrito la clonacion del gen sxal®, que
codifica una posible aspartil proteasa y que podria actuar degradando el factor M
(Imae y Yamamoto, 1992). Aun asi, a diferencia de sxa2”, dicho gen es
constitutivamente expresado en ambos tipos celulares, lo cual podria significar su
implicacién en otros procesos. Ademads, la degradacion del factor M podria
deberse a otros procesos, como la modificacion o eliminacion de los grupos
farnesilo o metilo, imprescindibles para su funcionalidad.

2.6.2. Internalizacion y modificacion de receptores.

Otro de los mecanismos puede basarse en la endocitosis de los receptores
unidos a su ligando. En S. pombe, no se ha descrito el proceso de internalizacion,
aunque si podemos hacer una cierta aproximacién teniendo en cuenta los estudios
realizados en Saccharomyces cerevisiae. En dicha levadura, la union de la
feromona provoca un cambio conformacional del receptor que permite la
fosforilacién y ubiquitinacion de su extremo carboxi-terminal, de forma que va a
permitir su internalizacion y posterior degradacion en las vacuolas (Rohrer et al.,
1993; Reneke et al., 1988; Raths et al., 1992; Geli y Riezman, 1998 y Hicke y
Riezman, 1996).
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Por otra parte, la fosforilacion de receptores asociados a proteinas G
supone uno de los mecanismos mas rapidos para la desensibilizacion frente a su
agonista ya que, dicha fosforilacion, va a provocar su disociacion de la proteina G
heterotrimérica. Aun asi, debemos mencionar que hasta la fecha no esta claro
como la fosforilacion de los receptores de feromonas en las levaduras afecta al
proceso de desensibilizacion y si implica su disociacién de la proteina G o,
simplemente, constituye una sefial de endocitosis (Chen y Konopka, 1996;
Reneke et al., 1988 y Zanolari et al., 1992).

2.6.3. Regulacion de la proteina G heterotrimeérica.

Recientemente se ha identificado una familia de proteinas conocidas
como RGS (Regulators of G protein signalling), que intervienen directamente en
el proceso de desensibilizacion, por incrementar la actividad GTPasa de la
subunidad Ga. Esto provoca una disminucion en el tiempo de vida media del
complejo Ga-GTP, por lo que se asocia mas rapidamente a las subunidades Gpy,
desactivando la sefal.

En S. pombe, se ha identificado una posible proteina perteneciente a esta
familia, Rgslp, y, de hecho, cepas interrumpidas en este gen son estériles e
hipersensibles a la estimulacién por feromonas (Watson et al., 1999).

2.6.4. Proteina fosfatasas de las rutas de MAPK.

La activacion de las rutas de proteina quinasas se basa en reacciones de
fosforilacidn entre los constituyentes de dichas rutas, por lo que la defosforilacion
de éstos podria contribuir al proceso de desensibilizacion.

Tanto serin/treonina fosfatasas como tirosin fosfatasas podrian actuar
produciendo la defosforilacion de los componentes de la ruta de activacion de
feromonas en S. pombe. Hasta la fecha no se han identificado fosfatasas
relacionadas con dicha ruta, pero si se han clonado fosfatasas que actuan dentro
de la ruta de Stylp (Pyplp y Pyp2p) (Shiozaki y Russell, 1995b y Millar et al.,
1995), o bien en la de Pmk1p (Pmplp) (Sugiura et al., 1998), lo cual no descarta
la existencia de fosfatasas que regulen la activacion de la ruta implicada en el
proceso de apareamiento.
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3.RECEPTORES DEL L-GLUTAMATO.

En los ultimos afios los avances obtenidos en el campo de las
investigaciones neurolégicas han supuesto la base para que empecemos a conocer
la fisiologia del S.N. La base fisioldgica de dicho sistema pivota en buena medida
en la denominada sinapsis neuronal.

La transmision de sefiales a través del sistema nervioso se lleva a cabo
mediante sinapsis neuronales, mediadas por una gran variedad de receptores que
interaccionan con moléculas activadores especificas, conocidas como
neurotransmisores. En cada neurona (neurona presinaptica) se produce una sefial
eléctrica muy breve, cuya transmision a otra neurona (neurona postsinaptica) se
efectla a través de la sinapsis por un neurotransmisor, una sustancia quimica.
Hasta hace bien poco, los neurotransmisores por excelencia eran moléculas
especializadas, como son la acetilcolina o derivados de las catecolaminas, aunque,
en los dltimos afios, se ha visto la gran importancia en la funcionalidad del S.N.
de moléculas més sencillas, como el caso del L-glutamato o L- Aspartato.

La principal sustancia transmisora en la mayoria de las sinapsis del SNC
es el aminoécido L-Glutdmico, en su forma de sal sodica. Este amino&cido no es
capaz de cruzar la barrera hematoencefélica, por lo que debe ser sintetizado en las
neuronas y células gliales del cerebro y, posteriormente, ser almacenado en
vesiculas situadas en las zonas sinapticas, mediante un proceso dependiente de
ATP y Mg*".

El L-glutamato estd implicado en procesos tan importantes como la
plasticidad neuronal o la neurotoxicidad.

Los procesos de plasticidad sinaptica o neuronal estdn intimamente
relacionados a mecanismos tan importantes como la memoria y el aprendizaje
que, a su vez, se han relacionado con procesos sindpticos de larga duracion
denominados LTD (Long-Term Depression) y LTP (Long-Term Potentiation).

Por otro lado, se ha comprobado la implicacién de este neurotransmisor
en procesos neurotoxicos como isquemia, hipoglucemia y trauma cerebral, asi
como se ha asociado a procesos neurodegenerativos como la enfermedad de
Huntington o Alzheimer.

Los receptores del glutamato que median estas funciones se han
clasificado en dos grandes grupos, dependiendo de sus caracteristicas
farmacoldgicas, electrofisiolégicas y  bioquimicas: RECEPTORES
IONOTROPICOS y METABOTROPICOS.
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3.1. RECEPTORES IONOTROPICOS DEL L-GLUTAMATO.

Los receptores ionotropicos constituyen una familia de unidades relacionadas que
forman un canal iénico-receptor cation especifico (Figura 15).

Figura 15: Representacion esquemaética de la unidad funcional formada por los
receptores ionotrépicos. La asociacion de 5 oligomeros de subunidades de la
misma familia, ordenadas siguiendo una pseudo-simetria, forman un poro
permeable a cationes.

La wunidad funcional estd formada por un complejo proteico
transmembranal constituido por 5 oligémeros de subunidades de la misma familia
(heteromérico u homomérico), que se ordenan siguiendo una pseudo-simetria
alrededor de un poro permeable a cationes. Todas las subunidades presentan una
estructura comun formada por 4 dominios transmembranales, con una disposicion
caracteristica, flanqueados por un largo dominio amino-terminal y un corto
dominio carboxi-terminal, ambos extracelulares (Hollman y Heinemann, 1994).
La disposicion de los 4 dominios transmembranales, donde los 3 primeros se
sitian aproximadamente en el centro de la proteina y el 4° cerca de la porcion
carboxi-terminal, crea un gran dominio intracelular, situado entre los 2 Gltimos
dominios transmembranales (Figura 16).

Estos receptores se han implicado en procesos de transmision de sefiales
rapidas y, de hecho, median la transmision excitatoria rapida.

Los receptores ionotropicos fueron clasificados en dos grupos principales,
de acuerdo a su afinidad frente a determinados agonistas:

1. NMDA (N-metil-D-aspartato).
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El canal formado por estos receptores no solo es permeable al Na* y K*
sino también al Ca”*. Ademas, a diferencia de los otros, esta regulado por glicina,
necesaria para su activacién, y poliaminas, que la promueven, y estd blogueado
por Mg?, de una manera voltaje-dependiente, e inhibido por Zn*".

NH,

<
C

>
> COOH
D

KRR
BB

RS

Figura 16: Estructura general de los receptores ionotropicos.

Existen dos subgrupos formados por el denominado NMDAR1 y por los
denominados NMDAR2A-NMDR2D caracterizados por un dominio carboxi-
terminal largo. Los estudios realizados parecen demostrar que NMDARL1
constituye la subunidad fundamental para formar el complejo canal i6nico-
receptor, en una configuracion homomérica o heteromérica con diferentes
subunidades de NMDAR2. Los receptores NMDAR2A-D presentan una
homologia en su secuencia proteica entre el 42%-56% entre si, aunque con
respecto al resto de las familias (incluido el NMDARL) es del 21%-27%.

NMDARL1 presenta una homologia del 25%-29% con el resto de
receptores no-NMDA. Ademas, se han descrito hasta un total de 8 subtipos,
resultantes de las diferentes combinaciones de tres formas alternativas de
procesamiento del RNAm; la insercién de 63 pb en el dominio amino-terminal, la
deleccién de 111 pb del extremo carboxi-terminal y el uso de un sitio alternativo
de procesamiento en el extremo carboxi-terminal, dando lugar a la deleccion de
356 pb.
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La multitud de diferentes combinaciones que pueden formar origina un
patrén funcional con caracteristicas electrofisioldgicas y farmacoldgicas distintas
para cada caso.

Este receptor se ha implicado en el proceso de LTP y en excitotoxicidad
(Miller y Oliva, 1992 y Nakanishi, 1992).

2 AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasol propionato)/Kainato.
2.1. AMPA.

Dentro de este subgrupo se han aislado hasta la fecha 4 subunidades de
aproximadamente 900 aminoacidos, denominadas GIuR1-GIluR4 o, en su caso,
GIuRA-GIURD, con un porcentaje de homologia intergrupo del 68%-73%.
Ademas, segun el procesamiento del RNAm, la inclusién o no de 115 pb en la
secuencia entre el 3°y 4° dominio transmembranal aumenta la diversidad de estos
receptores.

La unidad funcional difiere en propiedades electrofisioldgicas y
selectividad iénica dependiendo de las distintas combinaciones de diferentes
subunidades. Cada unidad distinta presenta una relacién intensidad de
corriente/voltaje determinada, y una permeabilidad a iones concreta. De hecho,
las combinaciones que contengan el subtipo GIuR2 son muy poco permeables a
cationes divalentes, como el Ca*" y Mg*" (Westbrook, 1994; Feldmeyer y Cull-
Candy, 1994 y Nakanishi, 1992).

2.2. Kainato.

Muy parecidos a los anteriores, se han aislado hasta la fecha 5
subunidades, subdivididas en dos subgrupos de acuerdo a su afinidad por el
kainato.

2.2.1. Receptores de baja afinidad al kainato:

Denominados GIuR5-GIuR7, con wuna homologia del 75%-80%
intergrupo y del 40% con los receptores AMPA. También se han descrito algunas
variantes de procesamiento.

2.2.2. Receptores de alta afinidad al kainato:

Denominados KA1-KA2, presentan una homologia entre si del 70%, y

esta homologia desciende a unos valores del 37%-43% con el resto de receptores
AMPA/Kainato. No se han descrito variantes de procesamiento.

68



Introduccion.

En ambos casos, al igual que en el caso anterior, estas subunidades
difieren en propiedades electrofisiologicas y selectividad idnica (Westbrook,
1994; Feldmeyer y Cull-Candy, 1994 y Nakanishi, 1992).

3.2. RECEPTORES METABOTROPICOS DEL L-GLUTAMATO.

A diferencia de los anteriores, los receptores metabotropicos del L-
glutamato constituyen una familia caracterizada por estar acoplados a las
denominadas proteinas G, con maltiples vias de transmision de sefales.

En 1985, se vio que el &cido L-Glutamico era capaz de estimular a la
fosfolipasa C, a través de su union a un receptor que no pertenecia a la familia de
los ionotropicos (Sladeczek et al., 1985 y Sugiyama et al., 1987), o permitia la
movilizacion de Ca?'i en diferentes tipos celulares del S.N.C (Mayer & Miller,
1990, Nicoletti et al., 1986 y Irving et al., 1990). Estas evidencias, llevaron a
pensar que, al igual que otros muchos neurotransmisores, el L-Glutamato no sélo
activaba canales idnicos, sino que también era capaz de actuar a través de
proteinas G.

Poco después, el primer receptor fue clonado por expresion funcional, en
dos laboratorios simultaneamente, y lo denominaron mGIuUR1l (receptor
metabotropico del L-glutamato de rata) (Houamed et al., 1991 y Masu et al.,
1991). La secuencia de mGIuR1 fue utilizada tanto para el disefio de oligos
degenerados para la técnica de PCR, como para la generacion de sondas para el
rastreo de genotecas de cDNA. Esto dio como resultado la aparicidén de siete
nuevos genes relacionados y algunas variantes, resultantes del distinto
procesamiento del mismo mMRNA (Abe et al., 1992, Minakami et al., 1993,
Nakajima et al., 1993, Okamoto et al., 1994, Pin et al., 1992, Saugstad et al.,
1994, Tanabe et al., 1992 y Duvoisin et al., 1995). A partir de 1995, técnicas
parecidas se han empleado para clonar sus homdlogos en humanos (Desai et al.,
1995 y Daggett et al., 1995).

Su nomenclatura es muy simple, denominandose mGIuR1 hasta mGIuR8
(Humanos HMGIUR1) y las variantes de procesamiento se nombran segln el
alfabeto griego o romano, en mindscula.

Todas son proteinas largas, entre 854 y 1179 aminoacidos, con un amino-
terminal de aproximadamente 500 aminoacidos, donde se encuentra la secuencia
de un posible péptido-sefial que, junto con secuencias consenso de glicosilacion,
indican su naturaleza extracelular.

A continuacidn, siete segmentos hidrofobicos, muy cercanos entre si,
cuya secuencia indicaria su localizacién a través de la membrana, son los
comunmente denominados dominios transmembranales (TMD). Todos estos
segmentos estan unidos por horquillas intra y extracelulares. Los intracelulares (i)
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son los que unen los segmentos | 'y Il (i1), 111y IV (i2) y V con VI (i3), donde i4
corresponde al carboxilo terminal. Los extracelulares (e) son los que unen los
segmentos 11y 111 (e1), IVy V (e2) y VI con VII (e3).

El carboxilo terminal, con varias secuencias consenso de fosforilacion,
probablemente intracelular, es variable en cuanto a longitud y no estd muy
conservado a lo largo de la familia (Figura 17).

C NH,

COOH

Figura 17: Estructura general de los receptores metabotropicos.

También se conservan un grupo de 21 residuos de cisteinas, que salvo una
en el TMDG6 y otra en el TMD7, estan distribuidas en el dominio amino-terminal o
en las horquillas extracitoplasmaticas. Recientemente se ha comprobado la
dimerizacion de estos receptores, donde los residuos de cisteina nombrados estan
implicados (Pin y. Duvoisin, 1995 y Romano et al., 1996)

Las regiones mas conservadas entre los diferentes subtipos, corresponden

a un segmento hidrofébico en el dominio extracelular, que se postula podria ser el
dominio de unioén a ligando, las zonas que rodean a este fragmento, las horquillas
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intracitoplasmaticas uno y tres, que posiblemente estén implicados en la unién a
proteina G, asi como el séptimo fragmento transmembranal.

Mediante la construccion de receptores hibridos con perfil farmacolégico
diferente, asi como la similitud a nivel de secuencia con las proteinas PBPs de
bacterias, ha posibilitado hipotetizar la estructura terciaria del dominio de union a
ligando, deduciéndose su posicion en el extremo amino-terminal extracelular
(Takahashi et al., 1993 y O’Hara et al., 1993). Dicho dominio se encuentra
localizado entre dos dominios globulares, como una bisagra. Se ha hipotetizado
que, una vez que el aminoacido se une a este dominio, la bisagra se pliega,
dejando al aminodcido atrapado en una especie de bolsillo. Este modelo esta
sustentado por varios mutantes construidos in vitro, en los que la afinidad a L-
Glutamato y acido Quiscualico esta muy alterada.

En cuanto a la zona de los receptores que interacciona con las proteinas
G, se ha estudiado en profundidad. EI método utilizado para estudiar la zona
implicada fue la construccion de receptores hibridos (Pin et al., 1994). En estos
estudios se concluyd que, tanto la horquilla i2, que es la menos conservada, asi
como la zona del carboxilo terminal proxima al segmento VI, estan implicadas en
el acoplamiento especifico a fosfolipasa C y que, si bien la secuencia
aminoacidica no esta conservada, si se dan caracteristicas estructurales comunes.
Ademas, estas zonas son ricas en amino&cidos basicos y pueden dar lugar a la
formacién de a-hélices anfipaticas, elementos también presentes en otros
receptores acoplados a proteinas G. Trabajos posteriores del mismo grupo,
asientan aun mas la idea de la esencialidad de la horquilla i2, asi como la
cooperacion con otras horquillas intracelulares. Probablemente, los dominios il e
i3, altamente conservados entre todos los miembros de la familia, tengan un papel
importante en la activacion de las proteinas G (Gomeza et al., 1995).

Los receptores acoplados a proteinas G constituyen una superfamilia de
genes. No obstante, las caracteristicas mencionadas, junto a su gran tamafio, en
comparacion a los anteriormente descritos, y la baja homologia que presentan
frente a los que forman esa superfamilia, hace que sean considerados una nueva
familia de receptores acoplados a proteina G.

3.2 1. Clasificacion

La clasificacion se basa en el grado de homologia de su secuencia
proteica, los mecanismos de transduccion de sefiales y el perfil farmacoldgico que
presentan los miembros de esta nueva familia. Se han definido tres grupos: I, Il 'y
I11, con una identidad del 70% entre los miembros del mismo grupo, bajando a un
45% cuando se trata de intergrupo (Nakanishi et al., 1992 y Pin y Duvoisin, 1995)
(Figura 18).
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Figura 18: Dendrograma y clasificacion farmacologica de los receptores
metabotropicos del glutamato.

El grupo | esta constituido por mGIuR1 y mGIuR5 vy, a su vez, mGIuR1
presenta 4 subtipos; mGIuR1a, b, c y e, segun el procesamiento del RNAm. El
receptor mGIUR5 presenta también otros dos subtipos; mGIluR5a y b. El Il esta
formado por mGIuR2 y mGIuR3 y el Il lo constituyen los restantes, con 2
subtipos del mGIuR4: ay b.

Esta clasificacion esta también sustentada por el hecho de que cada grupo
comparte el mecanismo de transduccién, como se ha visto por su expresién en
oocitos de Xenopus y en otras lineas celulares: CHO, BHK y HEK 293 (Pin y
Duvoisin, 1995).

El grupo | actla estimulando la fosfolipasa C, dando como resultado un
aumento del recambio de fosfatidilinositol y la liberacion de Ca®* de los
reservorios intracelulares. Hasta la fecha, no se ha puesto en claro el tipo de
proteina G involucrada. Los resultados obtenidos indican la posibilidad de que sea
de tipo Gqg, aunque no se descartan de tipo Gi 0 Go (Abe et al., 1992; Aramori y
Nakanishi, 1992; Houamed et al., 1991; Gabellini et al., 1993 y Masu et al.,
1991).

Los grupos Il y 11l actdan inhibiendo la adenilciclasa. En el grupo Il se
observé una fuerte inhibicion de la produccién de AMP ciclico, aunque en el
grupo Il no sobrepas6 el 50%. Esta diferencia podria deberse a problemas de
acoplamiento del receptor a la proteina G en el sistema utilizado. De todas formas,
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en ambos casos, la proteina G involucrada es de tipo Gi, resultado derivado de la
inhibicién total que se produce por el tratamiento con PTX.

Otra caracteristica que define los diferentes grupos es su perfil
farmacoldgico. Mediante analisis de sustancias que tienen afinidad por otros
receptores de glutamato y nuevas sustancias, obtenidas por sintesis quimica con
estructuras relacionadas a las ya conocidas, se ha podido establecer el perfil
farmacoldgico de los diferentes grupos. Cada grupo tiene un perfil farmacologico
distinto, aunque es independiente del mecanismo de transduccion, como se ha
comprobado en estudios mediante la construccion de receptores hibridos (Pin et
al., 1994 y Takahashi et al., 1993).

El grupo | de receptores presenta el siguiente orden de potencias para
agonistas en todos los sistemas ensayados: Quiscualato (Quis) > Glutamato (Glu)
> |botenato (Ibo) > (2s,1°s,2"s)-2-(carboxiciclopropil) glicina (L-CCG-1) >1
amino-ciclopentano-1,3-dicarboxilato  (ACPD). En  proximos apartados
profundizaremos en la farmacologia de este grupo.

El grupo Il de receptores da el siguiente orden de potencias para
agonistas: 2-(2,3- dicarboxiciclopropil) glicina (DCG-IV) > L-CCG-l > Glu >
ACPD > Ibo > Quis. Como antagonista se ha propuesto el a-metil-L-CCG-I.

El grupo 111 de receptores se distingue por el siguiente orden de potencias
para agonistas: L-2-amino-4-fosfonobutirato (L-AP4) > Glutamato (Glu) > (L-
CCG-I) > L-serina-O-fosfato (L-SOP). Se ha definido un agonista selectivo: o -
metil-L-AP4 para este grupo (Roberts, 1995; Pin y Duvoisin, 1995 y Hayashi et
al., 1994).

Dentro de los analogos del acido L-Glutdmico descritos, son especificos
para los receptores metabotropicos con diferente actividad: ACPD, CCG, con sus
isdmeros L-CCG | y L-CCG Il, DCG IV y L-SOP. Aun asi, hay que resaltar que
la ambigliedad existente en la sensibilidad a algunos agonistas solo puede
resolverse por la expresién heteréloga del receptor en su forma pura.

3.2.2. El Grupo I de receptores metabotropicos.

Durante los ultimos afios, los receptores metabotrépicos pertenecientes al
grupo | han sido estudiados en profundidad, permitiendo desvelar su importancia
dentro del S.N.C.

Los receptores mGIuR1 y mGIuR5 estan presentes en un gran ndmero de
estructuras clave en el S.N.C. incluyendo el hipocampo, la corteza cerebral, el
tdlamo vy el cerebelo, lo cual indica su posible implicacion en una variedad de
desordenes, incluyendo la epilepsia, neurotoxicidad, nocicepcion o enfermedades
neurodegenerativas.
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Este hecho, implica que el desarrollo de agonistas y antagonistas
especificos de este tipo de receptores, capaces de modular la sinapsis
glutamatérgica de forma selectiva, podria suponer el desarrollo de terapias
eficaces, evitando los elevados efectos colaterales en la practica clinica
ocasionados por los agentes de receptores ionotrépicos (Olney, 1994).

En este apartado, se intentara dar una vision mas detallada de este tipo de
receptores y de su fisiologia.

Los receptores metabotropicos del grupo | actian estimulando la
fosfolipasa C, dando como resultado un aumento del inositoltrifosfato (Ins3P) y la
liberacion de Ca®* de los reservorios intracelulares (Ca®*i) (Conn y Pin, 1997)
aunque, en algunos casos, pueden acoplarse a la adenil ciclasa (Aramori y
Nakanishi, 1992). Los receptores mGluR1ly mGIuR5, cuando son expresados en
oocitos, son capaces de responder a los agonistas del grupo I, produciendo
corrientes amplias de larga duracion y oscilantes, tipicas de receptores acoplados
a PLC, produciendo una liberacion de Ca®*i a través del Ins3P.

De hecho, recientes estudios, usando células que expresan Unicamente el
receptor mGIuR1 o el mGIuR5, indican la existencia de funciones diferentes para
ambos subtipos. El grupo de Nakanishi (Kawabata et al., 1996; Nakahara et al.,
1997 y Nakanishi et al., 1998) ha presentado la primera evidencia de regulacién
de la liberacion de Ca®"i, mediada por la fosforilacion por PKC de un aminoécido.
Estos autores intentaban explicar por qué la estimulacion de mGluR1a produce un
pico unico de movilizacion intracelular, mientras que la estimulacion de mGIluR5a
produce una movilizacion con oscilaciones. A pesar de que ambos receptores lo
hacen a traves de la via del Ins3P, la explicacion de dichas oscilaciones estaria
dada por la fosforilacion mediada por PKC, en el caso de mGIluR5a, por la
fosforilacién de un residuo de treonina en la posicion 840.

Para intentar esclarecer cuales son las proteinas G que estan involucradas
en la activacion de PLC, los receptores del grupo | se han expresado en diferentes
lineas celulares. En estos estudios, se ha observado que la produccion de Ins3P,
inducida por agonistas, es sensible a PTX en algunas células (Nicoletti et al.,
1988), mientras que es insensible en otras (Sladeczek et al., 1985). Estos
resultados indicarian que, en su entorno natural, estos receptores podrian
acoplarse a proteinas G del tipo Gi/Go o Gq.

El mGIuR1 engloba a cuatro subtipos de receptores, mGluRla o «,
mGIuR1b o B, mGIuRlc y mGIluRle, que son distintas variantes de
procesamiento.

mGIuR1a o a presenta un marco abierto de lectura de a 3.597 pb, con una

longitud total de 4.282 pb, teniendo multiples codones de terminacion. El péptido
predicho es de 1.199 aminoécidos, con una masa molecular relativa calculada de

74



Introduccion.

133.229 Da. La proteina tiene tres dominios estructurales, un dominio amino-
terminal de 593 aa y un dominio carboxiloterminal de 367 aa, ambos separados
por un dominio central de 239 aa que contiene los 7TMD (Houamed et al., 1991 y
Masu et al., 1991).(Figura 19).

mGIuR1b tiene una insercién de un exdn de 85 pb. Este exdn contiene un
codon de terminacién, dando lugar a un extremo carboxi-terminal delecionado en
318 aminoacidos y con una secuencia de 20 aminodcidos distinta en la cola final
(Tanabe et al., 1992).

mGIuR1c tiene una insercién distinta, pero da una deleccion similar,
siendo en este caso 11 los aminoacidos distintos (Pin et al., 1992).

La ultima variante aislada tiene insertado un exdn con un codon de terminacion
antes de los 7 TMD, dando como resultado una deleccion de 578 aa (Pin et al.,
1994). La proteina resultante, por lo tanto, corresponderia sélo al dominio amino-
terminal. Numerosas especulaciones se han hecho sobre ella, ya que podria ser
secretada, o anclada a la membrana por una modificacion post-traduccional. Su
importancia fisiologica queda por establecer.

El receptor mGIuR5 engloba a dos subtipos de receptores; mGIluR5a y
mGIuRS5b originados por distintas variantes de procesamiento.

mGIuRb5a presenta un marco abierto de lectura de 3.513 pb, que codifica
un péptido de 1171 amino&cidos, con una masa molecular relativa de 128.289 Da.
El dominio amino-terminal est4 constituido por 579 aminoacidos, seguido por el
dominio que incluye los 7TMD de 247 aminodcidos vy, finalmente, el dominio
carboxi-terminal de 345 aminoacidos (Abe et al., 1992).

La variante mGIuR5b presenta la insercion de 96 pb, insertando 32
aminodcidos en la posicion 2.627 del extremo carboxi-terminal del mGluR5a
(Minakami et al., 1993).

3.2.2.1. Farmacologia del Grupo | de receptores metabotrépicos.
La expresion de los diferentes receptores metabotrépicos en sistemas
heter6logos de mamiferos ha permitido caracterizar la actividad de diferentes

compuestos y el aislamiento de nuevos agentes selectivos para los diferentes
subtipos.
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Figura 19: Representacion esquematica del receptor metabotropico mGluR1a.
Los primeros 20 aminoacidos de color azul oscuro corresponden al péptido sefial.
El posible dominio de uni6n a L-Glutdmico se encuentra sefialado por un
cuadrado de color azul. Los residuos de cisteina, conservados a lo largo de la
familia, corresponden a los residuos de color negro. Los posibles sitios de
glicosilacion estan sefialados con el simbolo (Y). Los residuos de color gris
corresponden a los implicados en la interaccion con proteinas G.
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Mediante el empleo de los subtipos mGIuRla y mGIluR5a, se ha
determinado el perfil farmacoldgico del grupo I, donde el &cido quiscuélico es el
agonista méas potente. El rango de potencia de los agonistas del grupo | (mas
detallado) es el siguiente: Quiscualico (Quis) >3,5-dihidroxifenilglicina (DHPG)
= Glutamato (Glu)> 1S,3R-1-amino-1,3- ciclopentanodicarboxilato (ACPD) =
Ibotenato (Ibo) > (2S,1°S, 2°S)-2-(carboxiciclopropil)glicina (L-CCG-I)> 3-
hidroxifenilglicina (3-HPG)> trans-aceti-dina-2,4-dicarboxilato (t-ADA) (Pin &
Duvoisin, 1995; Conn & Pin, 1997). Dentro de estos, el DHPG, el 3-HPG vy el t-
ADA son agonistas especificos de este grupo (Schoepp et al., 1994; Brabet et al.,
1995 y Hayashi et al., 1994).

Un nuevo derivado de la fenilglicina, el (RS)-2-cloro-5-
hidroxifenilglicina (CHPG), ha sido descrito como agonista especifico del
mMGIuUR5 en células transfectadas, lo cual permite distinguir farmacol6gicamente a
los dos miembros del grupo |, aunque es muy poco potente (Doherty et al., 1997).

A partir de 1993, se descubrieron los derivados de la fenilglicina como
antagonistas de los receptores metabotropicos. EI primer antagonista descrito para
el Grupo | fue el a-metil-4-carboxifenilglicina (MCPG) (Birse et al., 1993 y
Watkins y Collingridge, 1994), aunque actuaba también como antagonista del
Grupo Il (Hayashi et al., 1994). Otros derivados como el (S)-4-carboxifenilglicina
(4CPG) vy (S)-4-carboxi-3-hidroxifenilglicina (4C3HPG) fueron descritos como
los mas potentes antagonistas del Grupo I, aunque también tenian actividad
agonista frente al Grupo Il (Hayashi et al., 1994). Por ultimo, el derivado
LY367385 (Clark et al., 1997) fue selectivo del receptor mGIluR1, aunque los
derivados MCPG y 4CPG presentaron una mayor afinidad por mGIuR1 frente a
mGIuRS5, en células transfectadas (Joly et al., 1995).

Otros potentes antagonistas del Grupo 1, como el 4acido (RS)-1-
aminoindan-1,5-dicarboxilico (AIDA) (Pellicciari et al., 1995 y Moroni et al.,
1997), (S)-(+)-2-3"-carboxibiciclo [1.1.1]pentaglicina (CBPG) (Pellicciari et al.,
1996) vy el etil-7-(hidroxiimino)ciclopropano(b)cromen-la-carboxilato (EtCCC)
(Annoura et al., 1996), han sido sintetizados recientemente.

Muchos de los resultados obtenidos en sistemas de expresion heterélogos
de lineas celulares han sido confirmados en sistemas neuronales nativos, mediante
cortes de tejido cerebral o cultivos celulares primarios, midiendo la acumulacion
de Ins3P, y en médula espinal de ratas neonatas, midiendo la despolarizacion
postsinaptica de motoneuronas (Watkins y Collingridge, 1994; Birse et al., 1993 y
Ugolini et al., 1997).

Sin lugar a dudas, destacan por su importancia, los ensayos realizados en
cultivos celulares de granulocitos de cerebelo de rata, o en cortes de cerebelo.
Esta estructura presenta una elevada expresion del receptor mGIuR1, mientras que
el mGIuR5 esta practicamente ausente. Este hecho permite distinguir entre ambos
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receptores del Grupo |, obteniendo resultados similares a los obtenidos en
sistemas de expresion del mGluR1 (Chavis et al., 1995 y Batchelor et al., 1997).

Tabla I11: Valores de la potencia de diferentes agentes agonistas y antagonistas

en los diferentes sistemas ensayados.

Sistemas celulares

Sistemas neuronales

Células del Médula
mGIluR1 MGIuR5  hipocampo Granulocitos espinal
0 corteza neonatal
Agonista (EC50 en mM)
Glu 9-13 3-10 50
Quis 0.2-3 0.03-0.3 2
(1S,3R)-
ACPD 10-80 5-7 47.2 102 58.1
DHPG 27.6
3-HPG 68-100 14-35 98
t-ADA 190 30
CHPG No activo 750
Antagonistas (1C50 o Kd en mM)
MCPG 40-200 >200 130 243 341-243
4CPG 15-65 >500 35 51 208
4C3HPG 10-40 345 41
AIDA 214 >1000
EtCCC 23 40
LY 367385 8.8 >100

Por ultimo, debemos mencionar que, aunque en las diferentes variantes de
procesamiento de los receptores metabotropicos del Grupo | no se observaron
modificaciones en el perfil farmacoldgico, si se ha descrito una menor potencia de
los agonistas en los subtipos mGIuR1b y mGluR1c frente al mGluR1a, cuando
son expresados en células HEK293 (Flor et al., 1996 y Prézeau et al., 1996).
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3.2.2.2. Distribucion de los receptores metabotropicos del Grupo | en el cerebro
de mamiferos.

El aislamiento del cDNA que codifica el receptor mGIuR1 permitio
estudiar la distribucién de estos receptores en el S.N.C. de rata. La distribucion
del RNAm, por hibridacion in situ, reveld6 una expresién abundante de este
receptor en neuronas del hipocampo y cerebelo (Masu et al., 1991; Shigemoto et
al., 1992 y Fotuhi et al., 1993). Posteriores experimentos, utilizando anticuerpos
frente al receptor mGluR1a (Martin et al., 1992; Baude et al., 1993 y Hampson et
al., 1994), confirmé la amplia distribucion del receptor en cerebelo, lo cual se
correlaciona con las anormalidades neurofisioldgicas y el sindrome de severa
descoordinacion motora observada en ratones deficientes en el receptor mGIluR1
(Conquet et al., 1994 y Aiba et al., 1994).

Otras areas de expresién del receptor mGIuR1 son el bulbo olfatorio, la
amigdala, el tdlamo y el ganglio basal, lo cual podria relacionarlo directamente
con afecciones motoras extrapiramidales, como la enfermedad de Parkinson o la
enfermedad de Hungtington.

En el hipocampo, en la capa CALl y CA3, se ha detectado la presencia del
receptor mGluR1a, pero Gnicamente en las membranas postsinapticas de neuronas
“no principales” y en la periferia de las uniones sinapticas, a diferencia de lo que
ocurre con los receptores ionotropicos localizados en el centro de dicha unioén.
Esta distribucion, en cierta forma, sugiere que los receptores ionotropicos
responden a una estimulacion presinaptica normal, mientras que la activacién de
los metabotrdpicos se debera a una fuerte estimulacién presinaptica (Baude et al.,
1993).

El hipocampo presenta una elevada expresion del receptor mGIluR5a, con
una localizacién perisinaptica similar a la del mGluR1a (Shigemoto et al., 1993 y
Romano et al., 1995). En la capa CA1, mGIuR5 esta presente tanto en membranas
presindpticas como postsinapticas y, aunque en la capa CA3 la expresion es
conjunta con el receptor mGIuR1, las células piramidales de la capa CAl
Unicamente expresan el receptor mGIuR5. Esto confirma los resultados obtenidos
en ratones carentes de este receptor, ya que en estos el denominado LTP es
incapaz de inducirse, mientras que en ratones carentes de mGIluR1 si (Lujan et al.,
1996).

Ademas, se ha detectado su presencia en medula espinal. La presencia de
los receptores mGIuR1 y mGIuR5 en las laminas | y Il del asta dorsal de la
médula espinal sugiere un importante papel de estos en el control de la
transmisién de sensaciones nociceptivas (del dolor).
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3.2.2.3. Neurofisiologia del Grupo | de receptores metabotrépicos.

Los receptores metabotropicos han sido implicados en multitud de
procesos del SNC mediados por canales ionicos. Los agonistas del grupo | causan
la despolarizacion neuronal y excitacién, mientras que los antagonistas inhiben
estos procesos.

Ademas, la activacion de estos receptores puede modular la transmision
sindptica, mediante la regulacion del sistema gabérgico o la activacion de los
receptores ionotropicos.

3.2.2.3.1. Excitabilidad neuronal.

De forma general, el grupo | estd implicado en efectos excitatorios
postsinapticos.

El incremento de la excitabilidad neuronal esta producida principalmente
por la modulacion de canales de K*. Como es bien sabido, el potencial de
membrana en las células nerviosas depende en gran medida del gradiente del K™ a
través de la membrana. Por lo tanto, la actuacién sobre estos canales permitira, en
algunas circunstancias, modificar dicho potencial.

IKM es una corriente de K*, dependiente del voltaje, que es activa durante
el potencial de reposo y que se inactiva lentamente después de una
despolarizacion. IKAHP es una corriente lenta de K*, en direccion al exterior y
dependiente del wvoltaje, que es la contribuyente principal a la lenta
hiperpolarizacién que se produce a continuacion de un potencial de accion, la cual
esta mediada principalmente por los canales de K* dependientes de Ca®". IKleak
es una corriente de K* que no es sensible al voltaje y que determina el potencial
de membrana en reposo.

Los agonistas de receptores metabotrdpicos del glutamato son capaces de
regular varios subtipos de canales de K*. La inhibicion de IKM y de IKAHP se
observé en neuronas del hipocampo y del ndcleo del tracto solitario, con una
farmacologia compatible con las del grupo | de receptores, aunque
desconociéndose el mecanismo exacto. Lo que si esta perfectamente claro es que
IKAHP puede ser inhibida sin cambios en el Ca®'i (Glaum y Miller, 1992 y
Charpak et al., 1990). Aunque parece que PKC esta involucrada en este proceso,
no esta demostrado que siempre éste sea el mecanismo. De hecho, en la regién
CA3 del hipocampo, la reduccién en la conduccion del K™ no esta mediada por
PKC o PKA.

El resto de corrientes de K*, IKleak, también pueden ser inhibidas por el
agonista ACPD (Glaum y Miller, 1992).
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NEURONA PRESINAPTICA NEURONA POSTSINAPTICA

Figura 20: Funcién de los receptores metabotropicos en las sinapsis
glutaminérgicas. En la neurona postsinaptica, los receptores metabotrépicos del
Grupo | modulan los receptores ionotropicos AMPA y NMDA vy los canales
ionicos de Ca*"y K*. En la neurona presinéptica, los receptores metabotropicos de
los Grupos 11y 111 inhiben el proceso de liberacion del L-Glutdmico a través de la
inhzibicién de la adenil ciclasa (AC), asi como regulan la actividad de canales de
Ca™".

VSCC; canales de Ca*" dependientes de voltaje, L-VSCC; canales de Ca®* de tipo L, N-
VSCC; canales de Ca?* de tipo N, IK; canales de K y BK, canales de K* activados por
ca*.

La activacion de este tipo de receptores también pueden actuar sobre los
diversos tipos de canales de Ca*, independientemente de los anteriores. De
hecho, se ha descrito la regulacion de canales no especificos de catién activados
por Ca®* (CAN) en el hipocampo, o bien la activacién del intercambiador
Na‘/Ca* en la amigdala, lo cual implica un posible papel en procesos epilépticos
(Keele et al., 1997).

También modulan corrientes a través de canales de Ca®* de tipoN, Lo

dependientes de voltaje (Stefani et al., 1996). En el hipocampo y corteza, se ha
descrito la inhibicién de los canales N, aungue se facilita la funcion de los canales
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tipo L (Swart y Bean, 1992; Chavis et al., 1995). Ademas, también se ha descrito
en cerebelo, lo cual podria ser importante en el fendmeno de plasticidad neuronal
LTD (Chavis et al., 1996). En neuronas corticales se ha descrito la inhibicion de
los canales de Ca”" tipo N, mediante agonistas especificos de los grupos | y Il de
receptores metabotrépicos (Choi y Lovinger, 1996).

Recientes estudios han demostrado que el agonista selectivo DHPG puede
producir la activacion de neuronas postsinapticas en el hipocampo (Davies et al.,
1995), corteza (Libri et al., 1997), amigdala (Keele et al., 1997), ndcleo
supradptico hipotaldmico (Shrader y Tasker, 1997) y en motoneuronas de la
medula espinal (Ugolini et al., 1997).

Aun asi, la carencia de agentes especificos de subgrupo ha impedido
dilucidar el subtipo de receptor involucrado. La obtencion de ratones deficientes
en alguno de los receptores ha permitido perfilar el papel exacto de cada subtipo.
Asi, en neuronas de la region CA1l del hipocampo, en ratones carentes del
mGIuR1, el agonista ACPD produjo efectos excitatorios similares al raton normal
(Aiba et al., 1994 y Conquet et al., 1994), mientras que en ratones defectivos del
subtipo mGIuR5 se observo la ausencia de estos efectos. Esto implica que el
MGIUR5 media los efectos excitatorios en las neuronas piramidales de la regién
CAl, donde el mGIuR1 no es expresado, pero no descarta el posible papel
compensatorio de mGIuR1 en otras regiones, donde ambos son coexpresados.

3.2.2.3.2. Modulacién de la transmision sinaptica.
3.2.2.3.2.1. Inhibicion presinaptica.

La transmision sinaptica no s6lo esta regulada por los receptores
metabotropicos postsinapticos, sino también a nivel presinaptico, modulando la
liberacion del neurotransmisor, en este caso el L-Glutamato.

Esta accion esta limitada casi exclusivamente a los receptores del grupo Il
y HI (Glaum y Miller, 1994), aunque se ha observado excepcionalmente la
implicacién de los del grupo | en el hipocampo, en las sinapsis entre las células
colaterales de Shaffer y las células piramidales de la regiéon CAL. En esta region,
la excitacién postsinaptica es inhibida por el agonista DHPG, pero esta
acompafiada por un aumento en el test de facilitacion de doble-pulso, una prueba
comun de mecanismos presinapticos. Esta accién estd mediada por mGIuR5,
porque no es bloqueada por el antagonista 4CPG (un antagonista preferencial de
mGIuR1) (Manzoni y Bockaert, 1995) y concuerda con la immunolocalizacién
presinaptica descrita para dicho receptor en neuronas de la region CAL.

Un dato de interés es el trabajo realizado por Harvey et al. (1996), donde
la inhibicion del potencial postsindptico por DHPG estaba facilitado por la
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activacion de los receptores NMDA. Este resultado indica una posible
implicacion en plasticidad sinaptica, donde ambos estan involucrados.

3.2.2.3.2.2. Modulacion de GABA.

Otra funcion de los receptores metabotropicos dentro del SNC es la
modulacion de las transmisiones sinapticas mediadas por el neurotransmisor acido
y-aminobutirico (GABA). En diferentes areas del SNC como el hipocampo,
tdlamo, bulbo olfatorio y el nucleo del tracto solitario se ha descrito la reduccion
en la transmision de la sinapsis gabérgica. EI mecanismo por el cual tiene lugar
aun es desconocido, aunque se ha postulado la implicacién de la activacion de
receptores del grupo 11y I11.

Independientemente a esto, en el hipocampo, interneuronas gabergicas
pueden ser activadas por receptores metabotrépicos pre o postsindpticos. Asi, en
la region CAS3, receptores del grupo I, situados en la membrana de dendritas
somaticas de interneuronas gabérgicas, aumentan su excitabilidad (aumenta la
liberacion de GABA), mientras que receptores del grupo I, localizados en
terminales inhibitorias, reducen la liberacion de GABA (Poncer et al., 1995). En
la region CA1, también el grupo | ha sido involucrado en modular la transmisién
de interneuronas gabérgicas a células piramidales. La activacion de estos
receptores, presumiblemente localizados presindpticamente, puede contribuir a la
generacién de un estado de hiperexcitabilidad, que podria estar relacionado con
procesos epilépticos o con la plasticidad sinaptica, como se observo en ratones
carentes del receptor mGIuR1 (Doherty y Dingledine, 1998 y Bordi et al., 1997).

3.2.2.3.2.3. Modulacioén de otros neurotransmisores.

Recientes estudios han implicado a los receptores metabotropicos en
interacciones con otros sistemas.

En el hipocampo, el agonista DHPG es capaz de disminuir los efectos
inhibitorios producidos por la activacion del receptor adenosina Al, mediado por
un mecanismo dependiente de PKC. Este efecto podria ser importante en procesos
patoldgicos ocasionados por hipoxia, donde la adenosina actia como una
sustancia protectora (Budd y Nichollis, 1998).

Ademas, en cultivos de astrocitos el receptor mGIuR5 se ha asociado con
la regulacion del receptor P-adrenérgico. El agonista DHPG potencia la
acumulacion de AMPc inducida por la activacion del receptor adrenérgico,
aunque este efecto es independiente de la ruta de PKC (Balazs et al., 1998).

El sistema dopaminérgico se encuentra tambien regulado por los

receptores metabotrépicos de diferentes formas. El agonista ACPD produce un
incremento de la despolarizacion de células dopaminérgicas del mesencéfalo
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(Mercuri et al., 1993), excitacion que es antagonizada por el agente 4C3HPG
propio del grupo 1. Por otro lado, en el nucleo ventral del cerebro medio, el
DHPG es capaz de disminuir la amplitud del potencial de accion excitatorio
postsinaptico y la despolarizacion de neuronas dopaminérgicas (Wigmore y
Lacey, 1998) y el ACPD, en sustancia negra, media la excitacion o la inhibicion
de las neuronas dopaminérgicas, efecto que es blogueado por el antagonista del
grupo | 4CPG (Meltzer et al., 1997).

Finalmente, en cultivos primarios de neuronas del nucleo estriado, los
agonistas del grupo | potencian la acumulacion de AMPc, inducida por la
activacion del receptor dopaminérgico D1 y que es bloqueada por 4CPG (Paolillo
et al., 1998). De hecho, la inyeccion dentro del nucleo estriado, de DHPG
produce un comportamiento de movimiento rotacional contralateral propio de la
activacion dopaminérgica. Por otro lado, cuando el ACPD es inyectado en el
nucleo accubems, se incrementa la actividad locomotora en ratas. Actividad que
es inhibida por el antagonista MCPG vy por el haloperidol, antagonista
dopaminérgico, lo cual sugiere la implicacién de este sistema (Attarian y Amalric,
1997). En otro estudio, el antagonista MCPG, inyectado en el nucleo accubems,
inhibe el efecto locomotriz producido por anfetamina y se sugiere que la
localizacion de los receptores metabotropicos es postsinaptica a las neuronas
dopaminérgicas (Kim y Vezina, 1998a).

Todos estos resultados sugieren la implicacién de los receptores del
Grupo | en patologias como el Parkinson o la enfermedad de Huntington.

3.2.2.3.2.4. Regulacién de receptores ionotrépicos

La activacion de los receptores metabotrépicos produce la regulacion de
las corrientes idnicas mediadas por los receptores ionotropicos; NMDA y AMPA,
en numerosas areas del SNC y en diferentes tipos celulares.

El agonista ACPD es capaz de potenciar las respuestas a NMDA en la
region CA1 del hipocampo, cerebelo, neocortex, cortex visual y medula espinal
(Harvey y Collingridge, 1993; Mannaioni et al., 1996, Pisani et al., 1997 y
Ugolini et al., 1997). Aun asi, en algunos estudios, parece que el ACPD atenua la
actividad de estos receptores. Esta discrepancia puede ser explicada por la
diferente composicion de los receptores ionotrépicos en los diferentes tipos
celulares.

El ACPD también es capaz de potenciar las respuestas de los receptores

AMPA en corteza cerebral y cortex visual (Ugolini et al., 1997 y Wang y Daw,
1996), pero no en el hipocampo (Harvey y Collingridge, 1993).
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El agonista DHPG produce efectos similares a los obtenidos por ACPD
en el hipocampo, nucleo estriado y medula espinal (Fitzjhon et al., 1996; Pisani et
al., 1997 y Ugolini et al., 1997).

La potenciacion de las respuestas excitatorias por los receptores
metabotrdpicos se puede explicar debido a la inhibicion de los canales de K*
(IKMy IK leak), que producen un aumento en la excitabilidad celular, aunque la
PKC ha sido propuesta como la mediadora en la potenciacion de receptores
ionotropicos. Antagonistas especificos de la PKC son capaces de bloguear la
respuesta de NMDA mediada por los receptores metabotropicos, en regiones
como el ndcleo estriado y médula espinal (Pisani et al., 1997 y Ugolini et al.,
1997).

PKC es capaz a su vez de fosforilar los receptores NMDA y AMPA
(Roche et al., 1994) y, por lo tanto, la activacion de los receptores metabotropicos
parece modular el estado de fosforilacion de los receptores ionotrépicos, dando
lugar a una potenciacion de su respuesta. Este mecanismo también podria explicar
su participacion en algunas formas de plasticidad sinaptica (LTP) o nocicepcion.

3.2.2.3.3. Regulacién de la eficiencia sinaptica a largo plazo.

El tejido cerebral contiene un enorme conjunto de neuronas que Se
interconectan mediante la sinapsis. Las células nerviosas son capaces de modificar
la eficacia de las sinapsis quimicas, a través de un mecanismo denominado
plasticidad sinéptica.

El grupo | de receptores metabotropicos ha sido implicado en diferentes
formas de plasticidad sinéptica, tales como la potenciacion a largo plazo (LTP) y
la depresion a largo plazo (LTD) (Bliss y Collingridge, 1993 y Riedel, 1996). El
LTP y LTD son modificaciones estables de la eficacia de la sinapsis, provocadas
por una estimulacion aferente de tipo tetanico, y que pueden ser considerados
como modelos de los mecanismos celulares que se dan en procesos como el
aprendizaje o la memoria (Bear y Malenka, 1994).

3.2.2.3.3.1. LTP y memoria.

El hipocampo, una de las primeras areas que se relacion6 con el
aprendizaje, es donde mejor se estudié este mecanismo, aunque inicialmente sélo
se implicaba a receptores ionotrdpicos (Bliss y Collingridge, 1993). El agonista
ACPD es capaz de facilitar la potenciacién del LTP tras un proceso de
tetanizacion, o bien en ausencia de esta estimulacion eléctrica. En este Gltimo
caso, la induccién depende de la conexion intacta entre las zonas CALl y CA3 del
hipocampo (Bortolotto et al., 1999) y es dependiente de PKC. Estos resultados
sugieren que la activacién de los receptores NMDA por PKC seria suficiente y
Unica para generar el LTP (Ben-Ari y Aniksztejn, 1995). Aun asi, se ha propuesto
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otro mecanismo donde los receptores metabotrdpicos, mediante la activacion de
PKC, independientemente de la activacion de los receptores NMDA, pueden estar
implicados en la generacion del LTP (Figura 21).

Mediante el empleo de antagonistas, se ha intentado dilucidar entre un
mecanismo u otro. El antagonista MCPG (del grupo 1) puede inhibir el LTP
inducido tetanicamente, asi como el provocado por ACPD (Bashir et al., 1993).
Aun asi, fue incapaz de bloguear el proceso de LTP, si el hipocampo habia sido
previamente estimulado tetanicamente al tratamiento con el antagonista. Este
resultado sugiere que el grupo | de receptores metabotrépicos es capaz de
producir un cambio molecular, mediado por PKC, e independiente de la
coactivacion de los receptores NMDA, y que, una vez activado, se mantiene
durante bastante tiempo para la generacion del LTP (Bortolotto et al.,1994).

Posteriores estudios en ratones defectivos para el receptor mGIuR1 o
mGIuR5, han confirmado la implicacion de estos receptores en la induccion del
LTP. De hecho, en ratones carentes de mGIuR1 se observo una reduccion en la
induccion del LTP (Bordi, 1996). Por otro lado, en ratones carentes del receptor
MGIUR5 se observd también una reduccién en la induccién de LTP, pero mediada
por los receptores NMDA (Lu et al., 1997).

—»

Figura 21: Modelo del proceso de LTP. A: Un simple estimulo provoca la
despolarizacion de la neurona postsinaptica, principalmente debido a la
estimulacion por el L-Glutamato de receptores AMPA. De igual forma, se
estimulan interneuronas gabérgicas que permiten la hiperpolarizacion, tras el
potencial de accion de la neurona postsindptica. B: En el caso de un estimulo de
alta frecuencia (tetanizacién), no solo la activacion de los receptores AMPA, sino
la de los receptores NMDA y metabotropicos del Grupo I, producen un aumento
en la eficacia sindptica. EI L-Glutdmico es capaz de activar los receptores
metabotropicos del Grupo | asociados a la fosfolipasa C (PLC), produciendo DAG
e Ins3P que, a su vez, producen la liberacién de Ca?* del reticulo endoplasmético
y la activacién de la proteina quinasa C (PKC). Esta Gltima, posteriormente, puede
fosforilar otras proteinas sustrato activandolas, incluyendo los receptores
ionotropicos AMPA y NMDA. (Ver paginas siguientes).
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Lo mas interesante al respecto fue que, en ratones defectivos para el
grupo | de receptores metabotrdpicos, las pautas de comportamiento en diferentes
pruebas, a los que fueron sometidos, indicaban que dichos receptores estaban
fuertemente implicados en los procesos de aprendizaje y memoria (Conquet et al.,
1994; Aiba et al., 1994 y Lu et al., 1997). Aunque la deficiencia de ambos
receptores es congeénita y pudiera ser que estos receptores solo fueran necesarios
en el desarrollo para establecer un estado plastico determinado, y no ser
necesarios para los procesos descritos.

La respuesta se obtuvo mediante la elaboracion de pruebas a animales
tratados farmacoldgicamente con potentes antagonistas del grupo I, como el
MCPG y AIDA (Bordi 1996 y Ohno y Watanabe 1996; 1998), o este ultimo
asociado a un antagonista del receptor NMDA, donde los efectos de disminucion
en la capacidad de aprendizaje y memoria fueron agravados.

3.2.2.3.3.2. LTD.

Junto con LTP, LTD, en las areas de cerebelo o hipocampo, es otro
ejemplo de plasticidad sinéptica de larga duracion.

En multitud de trabajos, el grupo | de receptores metabotrdpicos se ha
implicado farmacologicamente en la induccion de LTD en cerebelo (Hartell,
1994). Ademas, ratones defectivos en el receptor mGIluR1, mostraron un reducido
LTD en cerebelo, con déficits severos en coordinacion motora (Conquet et al.,
1994 y Aiba et al, 1994). Estos resultados fueron anteriormente propuestos por
estudios farmacologicos (Hartell, 1994) o con anticuerpos policlonales contra
mGIuR1, que permitieron bloquear completamente la LTD (Shigemoto et al.,
1994). Por ultimo, en ratones defectivos en mGIuR5 se ha descrito un LTD
normal en cerebelo.

En el hipocampo se ha descrito el bloqueo de la induccion del LTD por el
antagonista MCPG (Bolshakov y Siegelbaum, 1994 y O’Mara et al., 1995),
aunque en este Ultimo caso otros estudios contradecian estos resultados (Oliet et
al., 1997).

Una posible explicacion se debe a que el LTD es un proceso complejo y
se podrian distinguir dos formas; de “despotenciacion” o presinéptica, cuando nos
referimos a revertir del estado de LTP ya establecido y que es sensible a MCPG, y
otro postsinaptico, dependiente de los receptores NMDA (Oliet et al., 1997 y
Nicoll et al., 1998).

Destaca el trabajo realizado por Schnabel et al. (1999), donde la
activacion del grupo | de receptores metabotrépicos con ligandos especificos,
como el DHPG o CHPG (especifico del subtipo mGIuRS5), inducen un LTD en la
zona CAl del hipocampo. LTD que se ve atenuado por la aplicacion del
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antagonista MCPG vy, sorprendentemente, del antagonista de NMDA (R)-2-
amino-5-fosfonopentanoato (AP5). Estos resultados indicarian en cierta forma
que los dos tipos de LTD, metabotropico y NMDA dependientes, no son
completamente independientes.

3.2.2.4. Implicacion del Grupo | en procesos patoldgicos.

Como hemos podido comprobar a lo largo de la introduccion, la sinapsis
glutamatérgica esta implicada en la mayoria de las principales funciones del SNC
y, por tanto, el L-glutamato ha sido involucrado en multitud de desordenes de este
sistema.

La sobreestimulacion de los receptores del glutamato provoca el
fendmeno de excitotoxicidad y la muerte neuronal, lo cual lo liga directamente
con estados patologicos del SNC, como los producidos por isquemia, dafio
cerebral e hipoxia. Esta excitotoxicidad también se ha relacionado con la epilepsia
y con patologias neurodegenerativas como el Parkinson y la enfermedad de
Huntington.

De esta forma, la generacion de farmacos que modifiquen la transmision
glutamatérgica podrian suponer importantes beneficios y, en concreto, la
generacion de agentes frente al Grupo | de receptores metabotropicos, que
actuaran de forma selectiva frente a un subgrupo, podrian suponer una terapia
eficaz frente a patologias como las mencionadas, evitando los importantes efectos
secundarios que han limitado el uso clinico de antagonistas de los receptores
ionotropicos (Olney, 1994).

En este apartado, intentaremos dar una vision de la implicacion de estos
receptores en las patologias mencionadas.

3.2.2.4.1. Nocicepcion.

El L-glutdmico ha sido implicado en la transmisién del dolor agudo y
crénico. En la médula espinal, la respuesta a estimulos térmicos 0 mecanicos esta
mediada por la activacion de receptores AMPA vy, si el estimulo se mantiene y/o
su frecuencia e intensidad es aumentada, parece ser que son activados los
receptores NMDA (Dickenson, 1995). Este proceso conlleva una sensibilizacion o
un incremento en la respuesta frente a un estimulo determinado.

El estudio experimental de esta sensibilizacién en la médula espinal se
basa en el proceso denominado “wind-up”, que consiste en el aumento del nimero
de impulsos generados por una neurona, después de sucesivos y repetitivos
estimulos. Este mecanismo se ha sugerido como el principal causante de la
hiperalgesia, y recientes estudios sugieren la implicacion de los receptores
metabotropicos en dicho proceso. En primer lugar, estudios immunocitoquimicos
han detectado la presencia del Grupo | de los receptores metabotrépicos en las
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laminas | y Il del asta dorsal de la médula espinal (Valerio et al., 1997). En
segundo lugar, los antagonistas MCPG y 4C3HPG producen una fuerte inhibicion
del proceso “wind-up”, mientras que el agonista ACPD potencia las respuestas de
AMPA y NMDA (Boxall et al., 1996).

Estos resultados sugieren que, ademas de los receptores ionotropicos, el
Grupo | de receptores metabotrépicos son importantes en la transmision de la
nocicepcion en la médula espinal. De hecho, la PKC podria actuar fosforilando
los receptores NMDA (Young et al., 1997).

Cabe resaltar los trabajos efectuados por Fisher y Coderre, (1996),
basados en la prueba de la formalina. La inyeccion subcutanea de esta substancia
produce dos fases: un inmediato dolor agudo durante un periodo de 5 minutos,
seguido de una segunda fase de un dolor crénico entre 20 y 60 minutos de
duracion. Los antagonistas de receptores NMDA y los antagonistas 4CPG y
4C3HPG son capaces de reducir esta segunda fase, mientras que los agonistas
DHPG o ACPD la aumentan. Estos resultados implican la interaccion entre los
receptores metabotrépicos y NMDA en este tipo de dolor.

Para comprobar la implicacion de un subtipo determinado de receptor en
la nocicepcidn, se procedio a estudiar la inhibicién producida por anticuerpos
especificos frente a mGIUR1 y mGIuR5 en un ensayo de dolor crénico por
constriccion (Fundytus et al., 1998). El resultado mostr6 que ambos anticuerpos
eran capaces de disminuir la respuesta en este ensayo, aunque no se observaron
efectos significativos en otro tipo de ensayos propios de dolor agudo
(estimulacién quimica y calor), lo cual demuestra la importancia de estos
receptores en la transmision del dolor cronico, y no del agudo (Young et al.,
1997).

En resumen, la generacion de antagonistas frente al Grupo | podria
generar terapias eficaces frente al dolor crénico.

3.2.2.4.2. Implicacion en procesos epilépticos.

El neurotransmisor L-Glutamato juega un papel fundamental en la
epileptogénesis. De hecho, antagonistas selectivos de receptores ionotropicos
actlan como potentes anticonvulsivantes en diferentes modelos de epilepsia
(Chapman et al., 2000).

La implicacion de los receptores metabotrépicos en este proceso ha sido
confirmada mediante el empleo de agonistas como el ACPD. La inyeccion de
ACPD en el sistema limbico de ratas es capaz de provocar ataques epilépticos,
seguido de una degeneracion neuronal selectiva (Tizzano et al., 1993). En
concreto, este efecto se ha asociado con el grupo | de receptores metabotrdpicos,
ya que en estudios posteriores el empleo del agonista especifico DHPG provocaba
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los mismos efectos y, ademas, estos efectos no eran bloqueados por el empleo de
antagonistas de NMDA o AMPA/Kainato (Tizzano et al., 1995). El mecanismo
de accién sugerido involucra los niveles de Ca®* intracelular. La activacion de
estos receptores provoca un aumento de los niveles de Ca*" intracelular, de forma
que el empleo de inhibidores de la movilizacién del Ca*" intracelular disminuye
estos efectos.

Al igual que en el caso anterior, utilizando ratas genéticamente propensas
a sufrir crisis epilépticas, se ha confirmado la actividad anticonvulsivante del
antagonista 4C3HPG. Aunque este compuesto presenta actividades agonistas
frente al grupo II, el uso del agonista L-CGG-I para este mismo grupo fallg, lo
cual sugiere que la accion anticonvulsivante es mediada por el antagonista del
Grupo | (Tang et al., 1997).

Por ultimo, la exposicion al agente 4-aminopiridina (L-AP4), un
bloqueador de canales de K* dependientes de voltaje, provoca la generacion de
descargas espontaneas y lleva a un estado de excitacion neuronal epileptiforme. El
antagonista MCPG es capaz de antagonizar estos efectos en la amigdala (Arvanov
et al., 1995), lo cual indica la importancia de los receptores metabotropicos en la
transicion del estado neuronal normal al epileptiforme. Debemos mencionar que,
aunque MCPG es activo frente al Grupo | y II, los datos anteriormente
mencionados implican la intervencion del Grupo | en la induccion de respuestas
epilépticas.

Estos estudios muestran la posibilidad de obtener agentes antiepilépticos
desarrollando antagonistas del Grupo 1.

3.2.2.4.3. Implicacion en procesos neurodegenerativos.
3.2.2.4.3.1. Isquemia.

El neurotransmisor L-Glutamato juega un papel clave en el dafio cerebral
asociado a la isquemia. Por lo tanto, agentes que disminuyeran su acumulacion
presindptica o bloquearan sus efectos postsinapticos, podrian ser agentes
terapéuticos en esta patologia.

En primer lugar, los receptores NMDA y AMPA/Kainato han sido
implicados directamente en esta patologia. La activacién de estos receptores,
como hemos comentado anteriormente, permite la entrada masiva de iones Ca?
intracelularmente, y la neurotoxicidad inducida por el L-Glutamato se debe
principalmente a la acumulacién de Ca?* intracelular (Figura 22).

Recientemente, ademas, se ha demostrado que los receptores

metabotropicos tienen un papel importante en el proceso de neurotoxicidad
(Nicoletti et al.,1996). Se ha descrito que los agonistas Quiscualico, DHPG vy t-

92



Introduccion.

ADA son capaces de amplificar la excitotoxicidad neuronal inducida por el
agonista NMDA (Bruno et al., 1995a), lo cual implica directamente al grupo I.
Pero, ademas, en estudios posteriores, se comprobo el efecto neuroprotector de
antagonistas del Grupo | y agonistas del Grupo Il y Il contra el dafio neuronal
mediado por NMDA (Bruno et al., 1995b).

NEURONA PRESINAPTICA

mGIuR2/3/4/7/8

mGIuR1/5

NEURONA POSTSINAPTICA

C a2+

Caz*
Ca2+
EUROTOXICIDAD

Ca2+

Figura 22: Implicacion de los receptores metabotrépicos del Glutamato en
neurotoxicidad. A nivel presinaptico, los receptores metabotrépicos del Grupo 11y
Il inhiben la liberacién de L-Glutdmico. A nivel postsinaptico, el Grupo | de
receptores aumentan el efecto excitotdxico, debido a la activacion de la PLC. La
generacion de DAG y Ins3P aumentan la concentracién de Ca®* intracelular y
producen la activacién de la PKC, la cual, mediante fosforilacion, puede producir
la activacién de los receptores ionotropicos, aumentando su efecto neurotoxico.

Un modelo de isquemia global utilizado frecuentemente, se basa en la
oclusion de las arterias car6tidas en animales de experimentacion. En dicho
modelo, se comprob6 la capacidad de neuroproteccion en las células piramidales
de la zona CALl del hipocampo (altamente sensible a isquemia cerebral) del
antagonista 4C3HPG, cuando es administrado 20 minutos antes de la oclusion
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(Henrich-Noack et al., 1998). Aunque este agente actla como antagonista del
grupo I, también es un agonista del grupo I, actividad que podria intervenir en el
efecto protector. Este dato se confirmo con el agonista especifico del receptor
MGIuR2, LY354740, en cuyo caso el dafio celular ocasionado por la oclusién
arterial fue reducido (Bond et al., 1998).

Por ultimo, recientemente se ha comprobado que el antagonista especifico
del receptor mGIuR1, LY357385, actua eficientemente como neuroprotector en
procesos excitotoxicos inducidos por agonistas de NMDA y en el modelo de
oclusion arterial, aunque la actividad neuroprotectora del antagonista de los
receptores del grupo I (mGIluR1 y mGIuR5), LY 367366, fue menos eficaz. Este
resultado sugiere la implicacion directa del receptor mGIuR1 en la generacion de
los efectos neurotoxicos (Bruno et al., 1999).

Los receptores del grupo | también se han implicado en otros procesos
neurodegenerativos agudos, como es el dafio cerebral post-traumatico. En
distintos estudios se ha descrito que el blogueo de este tipo de receptores reducen
los efectos neurodegenerativos post-traumaticos, mientras que el empleo del
agonista DHPG los aumenta (Gong et al., 1995; Mukhin et al., 1996; 1997). Por
otra parte, el empleo de oligodeoxinucleétidos sin sentido frente al receptor
mGIuR1, y no frente al mGIuR5, actian como neuroprotectores en este modelo
experimental.

Por lo tanto, el desarrollo de antagonistas frente al Grupo | de receptores
metabotropicos y, en concreto, frente al mGIuR1 deberian proporcionar una
terapia protectora frente a isquemia cerebral, procesos neurodegenerativos agudos
como hipoxia o hipoglucemia, o bien dafio traumético cerebral.

3.2.2.4.3.2. Implicacion en la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de
Huntington.

Recientemente, se ha implicado a la excitotoxicidad como un mecanismo
gue forma parte de la patogénesis de enfermedades cronicas degenerativas como
el Parkinson o Huntington.

Consistente con esta hipétesis, se ha visto que antagonistas de receptores
NMDA pueden atenuar los efectos del agente 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), utilizado para desarrollar un modelo experimental de
Parkinson.

En el Parkinson la degeneracion del sistema neuronal dopaminérgico, que
conecta la sustancia negra con el nlcleo estriado, se ha propuesto como la
causante de los sintomas de esta enfermedad. La inyeccion en el ncleo estriado
de agonistas como el ACPD o el DHPG inducen una activacion motora
extrapiramidal dependiente del sistema dopaminérgico, poniendo de manifiesto la
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interaccion entre este sistema y los receptores metabotropicos (Kearney et al.,
1997). Por tanto, antagonistas del Grupo | podrian actuar terapéuticamente frente
al Parkinson.

Por otro lado, se ha descrito que cuando el agonista de NMDA, &cido
quinolinico, es inyectado en el nacleo estriado, causa lesiones que presentan una
sintomatologia similar al mal de Huntington. Utilizando los efectos producidos
por el modelo de acido quinolinico, se ha descrito la accion protectora del
antagonista 4C3HPG, de la misma forma que para agentes antagonistas de
NMDA (Orlando et al., 1995).

3.2.2.4.3.3. Implicacion en Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la acumulacion en las
neuronas de la proteina B-amiloide, resultante de la proteina precursora APP
(proteina precursora amiloide). Los procesos de maduracion de APP normales no
producen formas amiloidegénicas, pero un procesamiento alternativo produce un
conjunto de derivados amiloidegénicos, incluyendo el péptido B-amiloide. La
sobreexpresion de APP, por lo tanto, puede acelerar la secrecion de péptidos B-
amiloides que, en altas concentraciones o0 en presencia de factores
amiloidetro6ficos, puede dar lugar a la formacion de placas o agregados insolubles,
gue podrian ser toxicos para las neuronas.

Se ha demostrado que la estimulacion del receptor mGluR1a, expresado
en la linea celular HEK 293, acelera el procesamiento de la proteina APP hacia
formas no amiloidegénicas solubles, reduciendo la formacién de la proteina -
amiloide (Lee et al., 1995). Ademas, dicho efecto fue bloqueado eficientemente
por el antagonista MCPG (Nistch et al., 1997).

Por tanto, agonistas del Grupo | de receptores metabotrdpicos serian un
nuevo tipo de agentes terapéuticos frente a la enfermedad de Alzheimer.
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Objetivos.

Los objetivos propuestos en la elaboracién del presente trabajo se
enumeran a continuacion:

1. Expresion funcional del receptor mGluR1a del S.N.C. de rata en la
levadura S. pombe.

2. Expresion funcional del receptor mGIluR1a en lineas celulares de
humanos.

3. Caracterizacién de los liquidos asciticos desarrollados frente al
fragmento amino-terminal del receptor mGluR1a.
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Materiales y Métodos.

1. MATERIALES
1.1. PRODUCTOS QUIMICOS Y ENZIMATICOS
Los productos quimicos y enzimaticos utilizados en este trabajo fueron

suministrados por diferentes casas comerciales. En la Tabla IV se indica la
procedencia de tales productos:

PRODUCTOS UTILIZADOS PROCEDENCIA

Productos quimicos. Merck (Darmstad, Alemania).
Sigma Chemical Co. (St. Louis,
Missouri, EE.UU.).

Fluka (Buchs, Suiza).

Probus (Barcelona, Espaiia).
Panreac (Barcelona, Espafia).

Medios de cultivo. Difco (Detroit, Michigan, EE.UU.).

Endonucleasas de restriccion, DNA Boehringer  Mannheim  GmbH
polimerasas (enzima Klenow y T4 DNA | (Penzberg, Alemania)
polimerasa), T4 DNA Ligasa y fosfatasa | BRL Inc. (Gaithersburg, Maryland,

alcalina (CIAP). EE.UU.).
Electroforesis de proteinas y Pharmacia LKB Biotechnology
marcadores de pesos moleculares. (Upsala, Suecia).
Bio-Rad. (Richmond, California,
EE.UU.).
Amersham Ibérica (Little Chalfont,
Reino Unido).
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PRODUCTOS UTILIZADOS

PROCEDENCIA

Electroforesis de &cidos nucleicos.
Marcadores de pesos moleculares: DNA
del bacteriéfago lambda digerido con
Hindlll (marcador 11), digerido con
Hinadlll 'y EcoRl (marcador VI) y DNA
Plus 1Kb Ladder.

Merck (Darmstad, Alemania).
Sigma Chemical Co. (St. Louis,
Missouri, EE.UU.).

Boehringer Mannheim  GmbH.
(Penzberg, Alemania).

Bio-Rad Laboratories (Richmond,
California, EE.UU.).

BRL Inc. (Gaithersburg, Maryland,
EE.UU.).

Pharmacia LKB Biotechnology
(Upsala, Suecia).

Gibco, BRL.
Cultivos celulares; Nunc
Material fungible esterilizado: Frascos, | Millipore
pipetas, etc. Costar

1.2. MEDIOS DE CULTIVO.

En la realizacion del presente trabajo se utilizaron los medios de cultivo
que se describen a continuacion. Todos los medios se esterilizaron en el autoclave
por tratamiento a 121 °C durante 20°. A los medios sélidos se les afiadié Bacto-
agar a una concentracion final de 20 g/l. El agua empleada en la fabricacion de los
medios era agua purificada mediante 6smosis inversa con el sistema Milli RO 8
Plus Millipore (Bedford, Massachusetts, EE.UU.).
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MEDIOS DE E. coli COMPOSICION Y UTILIDAD

LB (Luria-Bertani). Bacto-triptona 10 g/l.
Extracto de levadura 5gll.
NaCl 10 g/l.

El pH se ajusta a 7.5 con NaOH 0,1 N.

Este medio rico se suplementa con ampicilina a 100 pg/ml cuando se
utiliza para la seleccién de plasmidos que portan el gen de resistencia a
antibioticos B-lactdmicos.

En los casos en que se quiso detectar actividad p-galactosidasa, este
medio se suplementé con el sustrato 5-Bromo-4-Cloro-3-indolil-p-D-
galactopirandsido (X-gal), hasta una concentracién final de 50 ug/ml, y
con el inductor isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG), hasta una
concentracion final de 50 ug/ml

2XYT
Bacto-triptona 16 g/l.
Extracto de levadura 10 g/l.
NaCl 5gll.

El pH se ajustaa 7 con NaOH 5 N.

Este medio rico con baja proporcién de sales se suplementa con
kanamicina a 50 pg/ml cuando se utiliza para la seleccion de plasmidos
que portan el gen de resistencia a este antibiotico.
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MEDIOS DE COMPOSICION Y UTILIDAD
S. pombe.
Extracto de levadura 54ll.
YES. Glucosa 30 g/l.

Adenina, Uracilo, Lisina,
Leucina e Histidina. 50-250 mg/I.

Medio de cultivo rico. Este medio se suplementa con Phloxine
B a 2.5mg/l. cuando se utiliza para comprobar la haploidia de las
diferentes cepas.

Potasio hidrogeno phtalato 39/l
EMM (Edinbugh Na;HPO, 2.2gll.
Minimal Medium) NH,CI 59/l
Glucosa 20 g/l.
Sales (50x) 20 ml/l.
Vitaminas (1000x) 1 ml/l.
Minerales (10000x) 0.1 ml/l.
Sales (50x):
MgCl 6H,0 52.5 g/l.
CaCl; 2H,0 0.735 g/l
KCI 50 gl/l.
Na,SO, 2 g/l

Vitaminas (1000x):
Acido Pantoténico 1 g/l.
Acido Nicotinico 10 g/l.

Myo-inositol 10 g/l.
Biotina 10 mg/l.
Minerales (10000x):
Acido Borico 5gll.
MnSQO, 4 gll.
ZnS0,4 7H,0 4 gll.
FeCl, 6H,0 29/l
Acido Molibdico 0.4 g/l.
Kl 1 g/l
CuSO, 5H,0 0.4 g/l.
Acido citrico 10 g/l.
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MEDIQOS DE S. pombe. COMPOSICION Y UTILIDAD

Medio sintético para el crecimiento de levaduras y que no permite el
crecimiento de cepas auxotrofas. Dicho medio era suplementado con
Adenina, Uracilo, Lisina, Leucina e Histidina a una concentracion de 50-
250 mg/I. El aminoacido o base nitrogenada utilizado como marcador de
seleccion en una determinada transformacion no era incluido en la mezcla.

Las soluciones de sales, vitaminas y minerales eran esterilizadas por
separado y afiadidas al medio una vez atemperado a 50-60°C.

Este medio se suplementa con &cido 5-fluororético (5-FOA) a 500
pg/ml cuando se utiliza para la seleccion de cepas ura4, o con geneticina
(G418) a 100 pg/ml para la seleccion de cepas que portan el gen de
resistencia a kanamicina (Kan").

MEDIOS DE CULTIVO DE PROCEDENCIA

LINEAS CELULARES

RPMI 1640. ICN Flow / BIO*Whittaker

DMEM. B1O*Whittaker

En ambos casos, el medio era suplementado con 50ml de Suero Fetal
Bovino (BIO*Whittaker), inactivado a 56°C durante 30°, 5 ml de L-
Glutamina 200mM (Biological Industries) y 2.5 ml de una solucién de
Penicilina (10000 U/ml)- Estreptomicina (10mg/ml). En el caso del medio
DMEM, ademas, se suplement6 con 5 ml de Piruvato sédico 100mM y 5ml
de HEPES 1M.

El mantenimiento de las lineas transfectadas se realizd con la adicion al
medio de Higromicina (Boehringer Mannheim) a una concentracion final de
250 pg/ml y/o de G418 (Gibco) a una concentracion final de 500ug/ml.
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1.3.- PLASMIDOS.

En la realizacion de este trabajo se utilizaron diferentes plasmidos
pertenecientes a distintos sistemas. Sus caracteristicas mas importantes y su
procedencia se relacionan en las siguientes tablas:

PLASMIDOS DE| *M.S.. CARACTERISTICAS. PROCEDENCIA
E.coli.

Bluescript skt Amp Alto nimero de copias. Stratagene
) + Seleccidn por actividad -

Bluescript KS galactosidasa.

MCS  diferente  entre

ambos plasmidos.

pIC20H Amp® | Alto nimero de copias. Vieira y Messing,
Seleccion por actividad - | 1982
galactosidasa.

p34H Amp® | Alto nimero de copias. Modificacion de
p34E MCS simétrico y | PGEM3 (Promega).
diferente  entre  ambos
plasmidos.
pGEM-T AmpR | Alto nimero de copias. Promega.

Seleccion por actividad p-
galactosidasa.

Permite la subclonacion
directa de  fragmentos
amplificados por PCR.

pT7Blue-T Amp® | Alto nimero de copias. Novagen.
Seleccidn por actividad p-
galactosidasa.
Permite la subclonacion
directa de  fragmentos
amplificados por PCR.
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PLASMIDOS | *M.S. *M.S. CARACTERISTICAS. PROCE-
DE S. pombe | E.coli S. pomb DENCIA
e

PIRT2 Amp® | LEU2 | Multicopia con | Derivado de
secuencia de replicacion | pUC118.
auténoma (ars1").

pIRT2U AmpR | urad* Multicopia con | Derivado de
secuencia de replicacion | pUC118.
auténoma (ars1”).

pREP1 Amp® LEU2 Plaésmido de expresion | Maundrell,
inducible en ausencia de |1993.
tiamina.
Multicopia con
secuencia de replicacion
auténoma (ars1").

PLASMIDOS *M.S. *M.S. | CARACTERISTICAS. PROCE-
DE LINEAS £ coli  LINEA DENCIA.
CELULARES. CELULAR
pRS119 AmpR Portador del cDNA|Lilly

del gen mGLUR1a. Laboratories
pRS120 Amp"® Portador del cDNA |Lilly

del gen mGIluR1b. Laboratories
pREP4 Amp® | Higromicin Plasmido no | Invitrogen.

a integrativo de expresion
constitutiva.
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1.4. CEPAS.

CEPAS DE GENOTIPO PROCEDENCIA
E. coli.

DH5 a SupE44 lacU169(g 80 lacZ M15) hsdR17 | Stratagene.
recAl endAl tyrA96 thy-1 relAl F'
GM2163 F aral4 dami13::Tn9(Cm") decm6 galK2 | Marinus, 1973.
galT22 gInV-44 hisG4 hsdR2 lacY1 leuB6
mcr201 merA mrr™ mtld rpsL136 thil thr*
tonA31 tsx78 xy15.

La cepa de E. coli DH5a es una cepa deficiente en recombinacion,
utilizada para amplificar plasmidos y cdsmidos. Esta cepa es muy adecuada
como huésped en experimentos de subclonacion en vectores de tipo pUC, por
permitir la seleccion de los plasmidos recombinantes basandose en la
incapacidad de los mismos de producir a.-complementacién de la actividad p-
galactosidasa. Tiene, ademas, una eficiencia de transformacion muy elevada
(>10° transformantes/pg usando DNA plasmidico de tipo pUC).

La cepa GM2163 de E. coli es una cepa deficiente en la modificacion
del DNA por metilacion en adenina y citosina. Se utilizo para la amplificacion
de plasmidos que, posteriormente, serian tratados con enzimas de restriccion
sensibles a este tipo de metilacion.

CEPAS DE GENOTIPO PROCEDENCIA
S. pombe.
972 h*. Dr. S. Moreno.
975 h*N, Dr. S. Moreno.
80 h* leul-32. Dr. S. Moreno.
125 h* leul-32 ura4d18. Dr. S. Moreno.
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CEPAS DE GENOTIPO PROCEDENCIA

S. pombe.

124 h™ leul-32 ura4d18. Dr. S. Moreno.

JZ300 h™ cyrl:urad” leul-32 ade6.M216 ura4d18. | Maeda et al., 1990.

JZ298 h*Neyrl:urad” leul-32 ade6.M216 ura4d18 | Maeda et al., 1990.

JC. h™ leul1-32 proteasa’. Dr. J. Correa.

JCAl h* leul-32 ura4d18 proteasa’. Este trabajo.

JCA2 h*" leul-32 ura4d18 proteasa’. Este trabajo.

JCB1 h* cyrl:urad™ leul-32 ade6.M216 ura4d18 | Este trabajo.
proteasa’.

JCB2 h*N cyri:urad* leul-32 ade6.M216 ura4di8 | Este trabajo.
proteasa’.

JCC1 h™ cyrl:urad” leul-32 ura4d18 proteasa’. Este trabajo.

JCC2 h*Ncyri:ura4* leul-32 ura4d18 proteasa. | Este trabajo.

JAAS83 h™ cyrl:ura4:flp leul-32 ade6.M216 | Este trabajo.
ura4d18

JAB2 h® leul-32 ura4d18 gpal:KAN. Este trabajo.

JABS h™ leul-32 ura4d18 mam2:KAN. Este trabajo.
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CEPAS DE
S. pombe.

GENOTIPO PROCEDENCIA

JADSS h*®  cyrl:ura4:flp leul-32

ura4d18 gpal:KAN'".

ade6.M216 | Este trabajo.

JADM5 h*®  cyrl:urad:flp leul-32

ura4d18 mam2:KAN".

ade6.M216 | Este trabajo.

JADN9 h*®  cyrl:urad:flp leul-32

ura4d18 gpal:urad”.

ade6.M216 | Este trabajo.

JADJ6 h*® cyrl:urad:flp leul-32
ura4d18 mam2:urad”.

LiNEAS
CELULARES

ade6.M216 | Este trabajo.

CARACTERISTICAS

PROCEDENCIA

45.EM18 Linea linfoblastoide | Departamento

originada por la transformacion
de linfocitos B de humanos con
el virus Epstein-Barr.

Microbiologia Il de UCM.
Unidad de Inmunologia.

RGT18

Originada a partir de la linea
AV12-644 de hamster
transformada con adenovirus.
Porta el gen GLAST que
codifica el transportador del
acido L-Glutdmico de cerebro
de rata y el cDNA del receptor
mGIluR1a.

Desai et al., 1995.
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1.5. EQUIPO INSTRUMENTAL.

En la realizacion de este trabajo se han utilizado los siguientes equipos

instrumentales:

Agitadores
Autoclaves

Balanza de precision
Bafios termostatizados
Bafios de agitacion

Centrifugas

Citometros de flujo

Congeladores
Cubeta electroforesis DNA
Electroporador

Equipo fotografico
Espectrofotometros

Estufas de cultivo
Fuentes de alimentacion

Granatarios

Horno eléctrico

Incubador de agitacion
Maquina productora de hielo
Microscopio Confocal
Microscopios Opticos

Neveras a 4°C

pHmetros

Sistema de filtracion

Sistema de purificacion de agua

Transiluminador de UV

Supermixer y Heidolph Reax 2000.
Selecta y Clinomatic.

Sauter D-7470.

Selecta Frigiterm; SBS y TFB.
Selecta Unitronic 320 y New
Brunswik Scientific G76.

Beckman J2-21 'y  Medifuge
(Heraeus); Selecta; MSE; Sigma
101M; Centrifuge A (Heraeus) y
Sorvall Microspin 24.

FACScan de Becton-
Dickinson.FACStar PLUS de
Becton-Dickinson.

Philips 'y Selecta (-20°C) vy
Herafreeze (Heraeus) (-80°C).
Bio-Rad wide minisubcell, Bio-Rad
subcell y BRL H6.

Electro Cell Manipulator 600, BTX.
Electroporation system.

Polaroid MP4 Land Camera.
Beckman 35 y Bausch-Lomb
Spectronic 20.

Heraeus electronic.

LKB 2197, Bio-Rad 250/215 y Bio-
Rad 2000/200.

MettlerPc-400, Bosch P115 vy
Precisa 310 C-3010 D.

Selecta.

Gallenkamp IH-460.

Scotsman AF-10.

MRC 1.000 Bio-Rad.

Nikon Optiphot con contraste de
fases, fluorescencia y equipo
fotografico HFX y Wild con contrate
de fases.

Vedereca y Kelvinator.

Crison micropH 2002.

Millipore.
Millipore (Milli-Q plus y Milli-RO8
plus).

Ultraviolets Products Co.
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Chromatovue C-61.
1.6. SOPORTE INFORMATICO.

En la realizacion de este trabajo se manejaron programas informaticos con
multiples aplicaciones en el campo de la biologia molecular. A continuacion,
hacemos un breve apunte de los programas utilizados.

Bancos de genes y proteinas del EMBL (European Molecular Biology
Laboratory) y bancos de secuencias internacionales interconectados (NIH). A
traves de la red Internet suministrada por la U.C.M. se emplearon los programas
para busqueda de secuencias homdlogas depositadas en los bancos citados:
FASTA, BLITZ y BLAST.

CLONING. Programa que permite el desarrollo de mapas plasmidicos a
partir de su secuencia y su andlisis con diferentes enzimas de restriccion.

PC/GENE Permite el andlisis de secuencias proteicas o nucleotidicas.
(Sequence Analysis, IntelliGenetics).

OLIGO. Programa que permite el estudio de oligonucledtidos disefiados
para la reaccion de polimerasa en cadena (PCR).

1.7. CALCULOS MATEMATICOS.

Los célculos matematicos realizados de los ensayos de union a ligando
radiactivo en las lineas celulares de mamifero se efectuaron siguiendo las
indicaciones de Hulme E. C.(1992).
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2. METODOS.
2.1. CONDICIONES DE CULTIVO Y CONSERVACION DE CEPAS
211 E. coli.

Las cepas de E. coli se crecieron de forma general en el medio liquido LB
a 37°C y a 200-250 rpm. En los cultivos de matraz, para garantizar la aireacion,
no se sobrepasd un quinto de la capacidad total del mismo. El cultivo en medio
solido se llevé a cabo usualmente en medio LB y a la misma T2,

Las estirpes utilizadas se conservaron en placas con medio sélido a 4°C o
congeladas en alicuotas de glicerol al 50 % (v/v) a -20 °C y en alicuotas de
glicerol al 25 % (v/v) a -70°C, en medio LB.

2.1.2. 5. pombe.

Las cepas de S. pombe se crecieron generalmente en medio YES o EMM
liquido a 32°C y con 200-220 rpm de agitacién. En los cultivos en matraz, y para
favorecer la oxigenacion de las células, nunca se sobrepasé un quinto de la
capacidad total del mismo. El cultivo en medio solido se llevé a cabo
normalmente en los mismos medios y a la misma T2

Las estirpes utilizadas se conservaron a 4°C en placas con medio solido o
congeladas a —70 °C en alicuotas de glicerol al 25 % (v/v) en el medio adecuado.

2.2. DETERMINACION DE LA CINETICA DEL CRECIMIENTO.
2.2.1. Crecimiento en masa. turbidimetria

El crecimiento de los cultivos se determindé mediante la medida de su
turbidez, por lectura de la absorbancia a 600 nm. Las muestras se diluian
convenientemente hasta que su densidad optica (D.0.) a 600 nm no superara el
valor de 1. Se empled el espectrofotometro Bausch-Lomb Spectronic 20.

2.2.2 Recuento total de células
El recuento total de células se realizd con camara de Neubauer, mediante
observacion microscopica directa en un microscopio de contraste de fases. Para

que la muestra fuera estadisticamente significativa, el nimero de células contadas
por camara era siempre superior a 30 y, normalmente, inferior a 300.
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2.3. TECNICAS DE GENETICA CLASICA EN S. pombe: RANDOM SPORE
ANALYSIS.

La obtencidn de diferentes cepas con el genotipo adecuado se realizo
mediante técnicas de genética clésica. Para ello, cultivos en fase exponencial de
cepas de tipo sexual opuesto con marcadores de seleccion adecuados se cruzaron,
y tras confirmar mediante microscopia Optica la aparicion de ascas, se sometieron
a la técnica de “random spore analysis”.

Las condiciones de cruce utilizadas en este trabajo fueron generalmente
en medio EMM a 26°C durante 3 dias. Una vez obtenidas las ascas, el cultivo era
resuspendido en 1ml de agua estéril y se afiadian 5ul de glusulasa (Endo
Laboratories Inc.) incubandose a 37°C durante 2-3 h. Este tratamiento permitia la
eliminacion de la pared que rodea las cuatro ascas del zigoto, asi como las células
vegetativas. Posteriormente, se lavaban con agua estéril a 3000 rpm durante 5.
Este Ultimo paso se repetia tres veces mas para eliminar los restos de glusulasa.

Finalmente, las ascas eran sembradas en el medio adecuado en un nimero
de 200-1000 ascas por placa, tras su recuento en camara de Neubauer.

2. 4. TECNICAS DE MICROSCOPIA.

En la realizacion de este trabajo se utiliz6 un microscopio Nikon Optiphot,
empledndose un objetivo de contraste de fases de 40 aumentos y un ocular de 10
aumentos. Las diferentes muestras se observaron montadas en fresco.

El microscopio utilizado en la microscopia de fluorescencia fue el
microscopio Nikon Diaphot, con l&mpara de mercurio y con los filtros adecuados.

2.5. ENSAYO DE PROTEASAS.

Se siguieron las técnicas descritas por Jones (1991), aunque con algunas
modificaciones. Las cepas de S. cerevisiae empleadas como control se muestran
en la Tabla XIV:

2.5.1. Ensayo de actividad proteasa A, test APE.

Tras el crecimiento de las cepas a estudio, en placas del medio adecuado,
se procede a la comprobacion de la actividad proteasa A. Para ello, la
permeabilizacion de las células se logra con una sobrecapa de agar que contiene
dimetilformamida y en la que se disuelve el éster B-naftil N-acetil-DL-
fenilalanina (Sigma). Tras la lisis celular, el éster es hidrolizado por la proteasa A
liberada, produciendo B-naftol, que, a continuacion, reacciona con una solucion
de la sal de diazonio Fast Garnet GBC (Sigma), dando lugar a una coloracion roja.
En ausencia de la actividad proteasa A, la coloracién es amarillo-rosacea.
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CEPAS DE GENOTIPO. PROCE-
S. cerevisiae. DENCIA.

TD28 MATa ura3 52 inos1-131 canR. Dr. F. del Rey.
(Salamanca).
BJ 2168 MATa leu2 trpl ura3-52 prbl-1122 pep4-3 | Yeast Genetic
prcl-407 gal2. Stock Center
(Berkeley,
California)
BJ 5461 MATa ura3-52 trpl lys2-80 leu241 his34200 | Yeast Genetic
pep4:HIS3 prb141.6R canl GAL. Stock Center
(Berkeley,
California)

2.5.2. Ensayo de actividad proteasa B, test HPA.

En este caso, el ensayo se basa en la capacidad de la proteasa B de
hidrolizar el substrato particulado Hide Powder Azure (Calbiochem). La
permeabilizacion de las células se logra con una sobrecapa de agar que contiene
SDS, de forma que, una vez liberada la proteasa B del interior celular, es capaz de
degradar el substrato homogeneizado, generando un halo traslucido, mientras que,
en ausencia de esta actividad, la colonia permanece cubierta por particulas del
compuesto.

El crecimiento se llev6 a cabo en medio YES durante 48 h. a 30°C, y tras
extender la sobrecapa se incuba a 37°C durante 48 h.

2. 6. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

Los métodos de manipulacion de los acidos nucleicos, empleados en la
realizacion del presente trabajo, se basaron fundamentalmente en los descritos en
los manuales Molecular Cloning: A Laboratory Manual. (Sambrook et al., 1989)
y Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., 1991). A continuacion,
mencionaremos los métodos utilizados indicando Gnicamente las fuentes donde se
detallan, salvo en los casos donde se han introducido modificaciones o variado las
condiciones del método original, que se explican de forma detallada.

2.6.1. Extraccion de DNA plasmidico de E. coli.

De forma general, se utilizd el método descrito por Birboim y Doly
(1979). Dicha técnica permite la obtencién de una solucion de DNA a una
concentracion 100 ng-500 ng/ul, dependiendo de la naturaleza del plasmido
extraido. Da buenos resultados para plasmidos multicopia que no excedan las 20
kb de tamafio.
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2.6.2. Extraccion rapida de DNA plasmidico de E. coli: método boiling.

Este método se utilizé principalmente para el analisis de clones de
transformacion, donde se requeria la obtencion de DNA de manera rapida y en
pequefia escala. Se siguid el procedimiento descrito por Holmes y Quigley (1981).

2.6.3. Extraccion de DNA total de S. pombe.

Para la obtencion de DNA total se siguié el método descrito por Moreno
et al., (1991). Dicho método esta basado en la obtencion de protoplastos mediante
el tratamiento de las células con el enzima zymoliasa 20T (Seikagaku Kogyo), y
posterior purificacion del DNA, tras la rotura de los mismos.

2.6.4. Extraccion de DNA plasmidico de S. pombe.

El método empleado es el desarrollado por Lorincz (1984). Este método
se basa en la rotura mecénica de las células con bolitas de vidrio Ballotini
(Sigma), pero tratadas con repelsilano para evitar la adsorcion de &cidos
nucleicos. La solucion de DNA obtenida era amplificada en E. coli v,
posteriormente, los plasmidos eran analizados.

2.6.5. Electroforesis en geles de agarosa.

La elaboracién de los geles de agarosa (FMC Bio Products), asi como la
preparacion de las muestras, se realizd siguiendo las técnicas descritas por
Sambrook et al., (1989). La concentracion de agarosa empleada fue del 0,8% de
forma general, aunque esta varié en un intervalo de 0,5-1,5 %, dependiendo del
tamafio de las bandas de DNA a analizar. Las cubetas utilizadas fueron de la casa
comercial Bio-Rad.

Tras la resolucion de los geles se visualizaron con un transiluminador de
luz UV a 254nm, fotografiandose con un digitalizador Gelprinter (Vicon
Industies, Melville, N.Y., USA.)

2.6.6. Extraccion de DNA a partir de geles de agarosa.

Para la extraccion de DNA, las muestras se sometian al proceso de
electroforesis convencional descrito en el apartado anterior, pero empleandose
agarosa de un alto grado de pureza; Seakem GTG (FMC Bio Products).

Para la posterior elucion del DNA se siguieron dos métodos diferentes,
dependiendo del tamafio de la banda. Las bandas de un tamario inferior a 0,3 Kb
se sometieron al método de la agarosa congelada, descrito por Sambrook et al.,
(1989), y para bandas de tamafio superior se usé el “kit” comercial Geneclean Il
(Bio 101, La Jolla, California.).
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2.6.7. Determinacion de tamario, pureza y concentracion de dcidos nucleicos.
2.6.7.1. Determinacion de tamafio.

La determinacion de forma aproximada del tamafio molecular de DNA se
llevé a cabo utilizando diversos marcadores comerciales (Boehringer Mannheim,
Gibco.), resultantes de la digestion con enzimas de restriccion del fago lambda y/o
del plasmido pBR328. Una determinacién mas precisa se basaba en obtener la
recta de regresion de estos patrones (definida por los logaritmos de los valores de
migracién y los tamafios moleculares correspondientes) y, a partir de esta, se
calculaban los tamarios moleculares problema.

2.6.7.2. Determinacion de la pureza.

El indice de pureza se estim6 midiendo la absorbancia (A) de la solucion
a 280 nmy a 260 nm, y determinando la relacion A260 nm/A280 nm. Para una
solucién acuosa de DNA o RNA puro, dicho valor puede variar entre 1.8-2.

2.6.7.3. Determinacion de la concentracion.

La determinacion de la concentracion de DNA, asi como de RNA, de una
solucion pura, se realizo midiendo la absorbancia de la solucion problema a 260
nm. De forma general, una unidad de absorbancia a esta longitud de onda
equivale a una concentracion de 50 ug/ml de DNA de cadena doble, 40 ug/ml de
RNA'y 30 ug/ml de oligonucle6tidos.

2.6.8. Tratamientos enzimaticos del DNA.
2.6.8.1. Digestion con endonucleasas de restriccion.

La digestion del DNA, con las distintas enzimas de restriccion
(Boehringer Manheim, Promega), se llevd a cabo segin se especifica en
Sambrook et al. (1989), utilizando los tampones y T2 especificadas por la casa
comercial.

2.6.8.2. Desfosfatizacion del extremo 5° del DNA.

Para evitar la recircularizacion del vector, en los procesos de
subclonacion, se procedié a la desfosfatizacion de los extremos 5° del DNA
linearizado. Esta se llevo a cabo por tratamiento con fosfatasa alcalina de intestino
de ternera (CIAP) (Boehringer Manheim), en el tampdn correspondiente,
siguiendo el procedimiento descrito por Sambrook et al. (1989).
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2.6.8.3. Ligacion de fragmentos de DNA.

De nuevo se siguié el procedimiento descrito por Sambrook et al.,
(1989), utilizando la DNA ligasa del fago T4 (Boehringer Manheim) con su
tampon correspondiente. Las ligaciones se realizaron durante al menos 12 h. a
13°C, en el caso en que los extremos a unir fueran cohesivos, y en el caso de
extremos romos, a 22°C durante el mismo periodo de tiempo.

2.6.9. Transformacion de E. coli.

La transformacidn de plasmidos en las diferentes cepas de E. coli se llevo
a cabo mediante el método de Hanahan, (1985), o bien por el método de
electroporacion. Las condiciones de transformacion, utilizadas en este ultimo
caso, fueron de 129 Q de resistencia y 2.5 kV durante 4.5 ms con el
electroporador Electro Cell Manipulator 600 de BTX.

2.6.10. Transformacion de S. pombe.

La transformacion de las distintas cepas de S. pombe se llevo a cabo por
dos métodos diferentes:

2.6.10.1.Método del acetato de litio.

Se sigui6 el método desarrollado por Warshawsky y Miller (1994),
basado en el tratamiento con acetato de litio de células enteras y posterior choque
térmico a 42°C. La eficiencia de transformacion obtenida con este método es de
5x10%-10° UFC/ug de DNA.

2.6.10.2. Método de electroporacion.

Las condiciones de transformacion empleadas con el electroporador
Electro Cell Manipulator 600 fueron de 186 Q de resistencia, 25 uF de
capacitancia 'y 1.5 kV durante 8 ms aproximadamente. La frecuencia de
transformacion esperada era de 10°-10* UFC./ug de DNA.

2.6.11. Secuenciacion del DNA

La secuenciacién del DNA se realiz6 por el procedimiento disefiado por
Sanger et al.(1977), basado en el empleo de 2',3'-dideoxinucle6tidos trifosfato
(dNTPs) y en la parada de la elongacién que produce la incorporacién de estos
en una cadena de DNA en formacion, por carecer del grupo 3'-OH necesario
para la unién al siguiente nucledtido mediante enlace fosfodiéster.

Para la extraccion del DNA se utiliz6 el “kit” Qiagen suministrado por
Pharmacia, siguiendo las indicaciones de la casa comercial.
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Se llevé a cabo en la Unidad de Secuenciacion Automatizada de la
Universidad Complutense de Madrid, empleando el sistema de secuenciacion
suministrado por las casas comerciales de Pharmacia LKB Biotechnology vy
Perkin-Elmer.

Principalmente, se utilizaron los oligonucledtidos "universal”" vy
"reversal”.

2.6.12. Amplificacion de DNA por la técnica de P.C.R.

La amplificacion de fragmentos de DNA, mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa, se llevo a cabo con el termociclador DNA Thermal Cycler (Perkin
Elmer Cetus), de acuerdo a las técnicas descritas en los manuales de Sambrook et
al., (1989).

La mezcla de reaccion general sigue la descripcion siguiente:

| Mezcla de reaccién Volumen  Concentracion final |

H,O destilada estéril csp 100 pl
MgCl, 25 mM 8 ul 2mM
Tampon 11 PCRx10 10 pl 1X
dGTP 2,5 mM 2 ul 0,05 mM
dATP 2,5 mM 2 ul 0,05 mM
dTTP 2,5 mM 2l 0,05 mM
dCTP 2,5 mM 2 ul 0,05 mM
Oligonucle6tido 1 * 100 picomoles
Oligonucledtido 2 * 100 picomoles
DNA molde &) <1lug/ 100 pl

* Segln concentracion del oligonucle6tido.
@ Seguln concentracion del DNA molde.

Los dNTPs fueron suministrados por la casa comercial Boehringer
Mannheim. El enzima Tag DNA polimerasa fue suministrada, al igual que el
tampdn y el MgCl,, por la casa comercial Perkin-Elmer y, en el caso de la enzima
Expand High Fidelity, junto con su tampén y MgCl,, por la casa comercial
Boehringer Mannheim.

Una vez preparada la mezcla de reaccion, se sometia al proceso de
desnaturalizacion del DNA molde por calentamiento a 97°C durante 10’.

A continuacion, se afiadia el enzima Taq DNA polimerasa (5 U por
reaccion) y se continuaba con el desarrollo de la reaccion, cuyas condiciones
variaban atendiendo a la naturaleza de los oligos y el tamafio del fragmento a
amplificar. Invariablemente, el ultimo ciclo de amplificacion presentaba una fase
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de sintesis a 72°C con una duracion de 10’, con el fin de rellenar zonas no
sintetizadas en los anteriores ciclos.

Los oligonucleédtidos utilizados en el desarrollo del presente trabajo
fueron suministrados por la Unidad de Secuenciacion Automatizada de la UCM y
distintas casas comerciales (Boehringer Mannheim, Amershan). En la Tabla XV
aparecen enumerados:

NOMBRE

Universal

POSICION DE

HIBRIDACION

Hibrida en posiciones previas al
sitio multiple de clonacion de
plasmidos tipo pUC.

SECUENCIAS A3

GTAAAACGACGGCCAG
T

Reversal

Hibrida en posiciones previas al
sitio multiple de clonacion de
plasmidos tipo pUC, en la cadena
de DNA contraria con respecto al
anterior.

AACAGCTATGACCATG

Glulup

Hibrida en la posicion 1246 del
extremo 5 del ORF del gen
mGIluR1a.

CTGCGAGGGCATGACA
GTGC

Glulrp

Hibrida en la posicién 2236 del
extremo 5’ del ORF del gen
mGluR1a.

TGTGTCCCGGTACAGA
ACGA

Sxa2up

Hibrida en la posicion 1 del
extremo 5’ del gen sxa2”.

GCCICGCGACAGCTGT
GTTTGTTTGC

Sxaz2xrp

Hibrida en la posicién 1150 del
extremo 5’ del gen sxa2™.

CCGCTICGAGGATTTTG
AGCCTATGAG

Sxaz2xup

Hibrida en la posicion 1142 del
extremo 5’ del gen sxa2”.

CCGCTCGAGTCTCTTTT
CAATGCTG

Sxazrp

Hibrida en la posicién 2761 del
extremo 5’ del gen sxa2™.

GCATGGATCCGAGTTT
CATAAACG

Fuslrp

Hibrida en la posicion 1018 del
extremo 5’ del gen fus1”.

GCCGAGATCTTTAACA
AGCAATAGC

Mam2up

Hibrida en la posicion 29 del
extremo 5’ del gen mam2™

AAGAACTGTCGACACA
ATAGTAAATCC

Mam2rp

Hibrida en la posicion 1707 del
extremo 5’ del gen mam2™

CGTAAGGTGAGCTCTT
GGAGACTCAA
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NOMBRE

Mam2pup

POSICION DE
HIBRIDACION

Hibrida en la posicién -1008
con respecto al codon de
iniciacion ATG, del extremo 5’
del gen mam2™.

SECUENCIAS5 A3’

TAGCACAGTCGACAAA
CACTTCTAT

Mamz2prp

Hibrida en la posicion 18 del
extremo 5° del ORF del gen
mam2”,

CCACCATGGTTGTCTCA
TAATG

Hibup

Hibrida en la posicién 2146 del
extremo 5’ del ORF del gen
mGIuUR1 y en la posicion 849 del
ORF del gen mam2™ (fusionado
al anterior).

GATCTACTAGTGGTGAC
CTTGATCTGTCAGCAGA

Gpalup

Hibrida en la posicion 16 del
extremo 5’ del gen gpal”.

ATGACCAAGTCGACAA
GTTTGCCT

Gpalrp

Hibrida en la posicién 2900 del
extremo 5’ del gen gpal™.

GTTACACGGAGCTCCGA
AGAAGCT

Gpslup

Hibrida en la posicion 1480 del
extremo 5’ del gen gpal”.

CACCCCCGGGTGCATGC
CGAGTAA

Gpslrp

Hibrida en la posicién 2903 del
extremo 5’ del gen gpal™.

TAAGTTAACCGAAGCTT
CGAAGAA

Goup

Hibrida en la posicion 645 del
extremo 5 del cDNA que
codifica la subunidad Ga(0) de
X. laevis.

GGATATCTCGCGAGAG
AAAATC

Gorp

Hibrida en la posicién 1216 del
extremo 5 del cDNA que
codifica la subunidad Ga(0) de
X. laevis.

ATCCTGCTTGTTAACGC
CTGCC

Mgr5up

Hibrida en la posicion 248 del
extremo 5 del cDNA que
codifica el receptor mGIuRS.

GCTTGGGATCCTTTCCT
AAAATGG

Mgr5rp

Hibrida en la posicion 1972 del
extremo 5 del cDNA que
codifica el receptor mGIuR5.

CTGGGATCCAGTCACAG
CCTGT

Mgr4up

Hibrida en la posicion 45 del
extremo 5 del cDNA que
codifica el receptor mGIuR4.

TCATGGATCCCTAGGCC
TTTCCGA
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NOMBRE

Mgrdrp

POSICION DE
HIBRIDACION

Hibrida en la posicion 1816 del
extremo 5’ del cDNA que
codifica el receptor mGIluR4.

SECUENCIA S A3

ACTCCAATTGGACGATG
GGGATG

K2

Hibrida en la posicién -225 del
extremo 5’°, respecto al codon de
iniciacion del gen Kan" del
plasmido pFA6a-k.

ACATTTTGATGGCCGCA
CGG

K3

Hibrida en la posicion 957 del
extremo 5°, respecto al codon de
iniciacion del gen Kan" del

plasmido pFA6a-k.

CTTAACTTCGCATCTGG
GC

Las condiciones de amplificacion segun las caracteristicas de la reaccion
se muestran en la Tabla XVI:

PAREJA DE *T.T. *T.T. *T.T. NUMERO
CEBADORES DESNATU- | HIBRIDA- | ELONGA- DE
RALIZACION CION CION CICLOS
Glulup-Glulrp. 92°C, 1" 60 °C, 1" 72°C, 1. 30 ciclos
Sxa2up-Sxaz2xrp. 92 °C, 1. 50 °C, 1. 72°C, 1. 5 ciclos
65°C, 1°. 25 ciclos
Sxa2xup-Sxaz2rp. 92 °C, 1. 44 °C, 1°. 72°C, 1. 5 ciclos
65°C, 1’ 25 ciclos
Reversal-Fuslrp. 92°C,1". 60 °C, 1" 72°C,1'y 30 ciclos
307",
Hibup-Universal. 92 °C, 1". 56°C,1". | 72°C, 30. 30 ciclos
Mam2up- 92°C, 1. 65°C,1'y | 72°C, 1. 30 ciclos
Mam2rp. 307,
Mam2pup- 92 °C, 1. 58°C, 1’y 72 °C, 1. 30 ciclos
Mamz2prp 307",
Gpalup-Gpalrp 92°C, 1" 65 °C, 2", 72°C, 2’ 30 ciclos
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ol NUMERO
ELONGA- DE
CION CICLOS

PAREJA DE *T.T.
DESNATU-

RALIZACION

ol
HIBRIDA-
CION

CEBADORES

Gpslup-Gpslrp 92°C, 1. 60°C,1'y | 72°C, 1’y 5 ciclos
307". 307". 25 ciclos
65°C,1'y
30”".
Goup-Gorp 92 °C, 1. 54°C,1’. | 72°C, 30 5 ciclos
65 °C, 1. 25 ciclos
Gpslup-Gorp 92°C, 1’. 54°C,1'y | 72°C, 1’y 5 ciclos
307". 307". 25 ciclos
65°C,1'y
30”".
Mgr5up-Mgr5rp 92°C, 1. 60°C,1'y | 72°C, 1’y 30 ciclos
30”". 307".
Mgrdup-Mgrérp 92°C, 1. 60°C,1'y | 72°C, 1’y 30 ciclos
30°". 307".
K2-Mam2rp 92°C, 1. 56°C,1'y | 72°C, 1. 30 ciclos
30”".
K2-Gpalrp 92°C,1’. |56°C, 1’y | 72°C, 1" 30 ciclos
30”".
K3-Mam2up 92 °C, 1. 56°C, 1’y 72°C, 1. 30 ciclos
30”".
K3-Gpalup 92°C,1". |56°C,1'y | 72°C, 1. 30 ciclos
30”".

2.6.13. Hibridacion DNA-DNA (Southern Blot).

Esta técnica se desarrollé6 mediante un procedimiento no radiactivo. Para
ello, se utilizé6 el kit DNA Labeling and Detection Kit Nonradiactive de
Boehringer Mannheim.

El fundamento de la técnica se basa en el marcaje de los fragmentos de
DNA, utilizados como sonda, con digoxigenina por el procedimiento de cebado al
azar. Para ello, los fragmentos de DNA previamente desnaturalizados, mediante el
empleo del fragmento Klenow de la DNA polimerasa | (Boehringer Mannheim) o
técnicas de PCR, sufren una reaccién de polimerizacion incorporando
desoxinucleétidos marcados con digoxigenina (dUTP).
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Después de la hibridacion de la sonda marcada a su DNA
complementario, se lleva a cabo la deteccion mediante un inmunoensayo. Para
ello, se emplea un anticuerpo antidigoxigenina unido al enzima fosfatasa alcalina,
que cataliza la reaccion de deteccion, tanto colorimétrica como luminiscente,
segun el sustrato empleado.

2.6.13.1. Transferencia del DNA a la membrana de nylon.

Primeramente, se realizd una electroforesis en gel de agarosa a bajo
voltaje. Una vez resuelto, el gel de agarosa se sometio a los procesos de
desnaturalizacion, neutralizacion y transferencia de DNA a membranas de nylon
(Boehringer Mannheim) de acuerdo a la técnica desarrollada por Southern,
(1977), y las modificaciones introducidas posteriormente por Sambrook et al.,
(1989).

Seguidamente, el DNA fue fijado a la membrana con calor, manteniendo
la membrana durante 2 h. a 80°C.

2.6.13.2. Prehibridacion e Hibridacion.
En este proceso se siguieron las instrucciones dadas por la casa comercial.

Tras fijar el DNA a la membrana, esta es sometida a un proceso de
prehibridacion en una solucién de reactivo bloqueante proporcionado por el “kit”
y DNA de esperma de salmon. La incubacion se realizo a 68°C durante al menos
1h.

Posteriormente, se lleva a cabo el proceso de hibridacién, en la misma
solucion de prehibridacion (sin DNA de esperma de salmon), pero con la sonda
marcada y previamente desnaturalizada. El periodo de incubacion se realizo
durante 18 h. a 68°C.

2.6.13.3. Deteccion inmunoldgica.

Tras una serie de lavados de la membrana, se procede al revelado de la
prueba siguiendo las instrucciones suministradas por el “kit”.

2.6.14. Extraccion de RNA total de S. pombe.

El método empleado fue el del fenol 4cido descrito por Ausubel et al.,
(1991). Dicho método se basa en el tratamiento de las células intactas con una
solucion de fenol &cido (pH 5) y SDS, a alta T@ (65°C). Este método permite la
obtencidn de cantidades reproducibles de RNA total, evitando la contaminacion
con DNA.
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2.6.15. Hibridacion DNA-RNA (Northern Blot).

La técnica empleada se efectu6 mediante un procedimiento no radiactivo.
Para ello se utilizd el “kit” comercial Polar Plex™ Luminiscent Kit de Millipore.

El fundamento de la técnica se basa en el marcaje de los fragmentos de
DNA, utilizados como sonda, con biotina por el procedimiento de cebado al azar.

Para ello, los fragmentos de DNA previamente desnaturalizados,
mediante el empleo del fragmento Klenow de la DNA polimerasa | (Boehringer
Mannheim), sufren una reaccion de polimerizacion que incorpora
desoxinucledtidos marcados con biotina (dUTP).

Después de la hibridacion de la sonda marcada a su RNA
complementario, se lleva a cabo la deteccion mediante una reaccion de
quimioluminiscencia. Para ello, se emplea estreptavidina, que se une a las
moléculas marcadas con biotina y, posteriormente, biotina unida al enzima
fosfatasa alcalina, que se unira a su vez a las moléculas de estreptavidina unidas a
las moléculas marcadas, y cataliza la reaccion de deteccion quimioluminiscente.

2.6.15.1. Electroforesis del RNA.

La resolucion de las moléculas de RNA se realizé mediante electroforesis
en geles de agarosa/formaldehido, siguiendo las indicaciones de Ausubel et al.,
(1991).
2.6.15.2. Transferencia del RNA a la membrana.

Seguidamente, el gel de agarosa se someti6 a los procesos de
desnaturalizacién, neutralizacion y transferencia del RNA a la membrana de

Inmobilon-S (Millipore), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Posteriormente, el RNA fue fijado a la membrana mediante su exposicion
a radiacion UV durante 45",

2.6.15.3. Prehibridacion e Hibridacion.
En este proceso se siguieron las instrucciones dadas por la casa comercial.

El proceso de prehibridacion e hibridacion se realiza con la solucion de
reactivo bloqueante (Denhardt) y DNA de esperma de salmén desnaturalizado.

La prehibridacion se realizé a 68°C durante 1 h. y la hibridacion, en la

misma solucion de prehibridacion con la sonda marcada y desnaturalizada, se
realiz6 al menos durante 12 h. a 68°C.
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2.6.15.4. Deteccion de la quimioluminiscencia.

Siguiendo las instrucciones suministradas por el “kit”, se procede al
revelado de la prueba.

2.7. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS Y TECNICAS INMUNOLOGICAS.
2.7.1. Preparacion de extractos celulares.
2.7.1.1. Obtencidn de la fraccion de membranas de S. pombe.

El método utilizado para la extraccion de la fraccion de membranas de
S.pombe se basa en el descrito por Sander et al., (1994c), con algunas
modificaciones que se detallan a continuacién:

2.7.1.1.1. De un preinéculo sembrado en el medio apropiado, se
sembraron de 250-500 ml del medio adecuado incubandose a 32°C y 200 rpm.
hasta alcanzar una D.O. 1 (1 x 10’ células/ml).

2.7.1.1.2. Se recogen las células a 5000 rpm. durante 5’ y se resuspenden
en el mismo volumen de agua a 4°C. (A partir de aqui, todo el proceso se realiza a
esta T9).

2.7.1.1.3. Tras recoger las células en las mismas condiciones, se

resuspenden en 4ml. de tampén STED 10 suplementado con inhibidores de
proteasas. La composicion de este tampdn y los suplementos se detallan a

continuacion:
STED 10

Tris-CIH pH 7.6 10 mM
EDTA pH 8 1mM
Sacarosa 10 %
PMSF 0.5 mM
Leupeptina 5 pg/mi
Pepstatina 1 pg/ml
Aprotinina 5 pg/ml
Antipaina 5 ug/mi
TPCK 5 ug/mi
TLCK 5 ug/ml

2.7.1.1.4. Se afiaden 17g. de Ballotini (Sigma) y se agitan en vortex
durante 5°. La rotura de las células se comprueba por observacion directa al
microscopio.
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2.7.1.1.5. Posteriormente, se afiaden 10 ml de STED10 suplementado y se
centrifuga a 4500 rpm durante 15°. Este paso permite la eliminacion de las células
sin romper y los restos de las paredes celulares.

2.7.1.1.6. Se recoge el sobrenadante y se centrifuga a 17000 rpm durante
45’ en una centrifuga refrigerada Beckman J2-21. El precipitado obtenido se
resuspende en 3-4 ml. del mismo tampoén vy, tras separar la mezcla en diferentes
alicuotas, se conserva a -70°C.

Por este método se obtiene un extracto celular enriquecido en la fraccion
de membranas, que es bastante reproducible en cuanto a la concentracion de
proteina total obtenida. Esta varia en un intervalo de 5-12 mg/ml.

2.7.1.2. Obtencion de la fraccion de membranas a partir de tejido.

El protocolo seguido se basoé en las especificaciones dadas en el manual:
Protein Methods (Bollag et al., 1996).

2.7.1.2.1. En primer lugar, las diferentes secciones de tejido, mantenidas a
-70°C, se pesaron en una bascula de precision y fueron sumergidas en un volumen
de 4 ml de tampdén STE10, con inhibidores de proteasas, por cada gramo de
tejido. A partir de este momento el proceso se realizé a 4°C.

2.7.1.2.2. Posteriormente, la seccion de tejido se proces6 con un
homogeinizador de tejidos (Schott-Gérote), mediante un tratamiento de 1’ a 8000
rpm, con pulsos de 30°’, para evitar el calentamiento de la muestra.

2.7.1.2.3. El extracto obtenido se centrifugd a 3000 rpm durante 5’°, tras
doblar su volumen con el tampon STE10, suplementado con inhibidores de
proteasas.

2.7.1.2.4. Se recoge el sobrenadante y se centrifuga a 17.000 rpm. durante
30’ en una centrifuga Beckman J2-21. El precipitado obtenido se resuspende en 1
ml del mismo tampo6n y, posteriormente, se separa la mezcla en diferentes
alicuotas que se conservan a -70°C.

2.7.2. Determinacion de proteina total.
Para determinar la cantidad de proteina total, presente en los extractos
celulares, se utilizé el método de Bradford (Bradford et al., 1976). La curva

patrén se realizd con concentraciones crecientes de seroalbimina bovina (Sigma)
(1 a 25 pg/ml). El reactivo de Bradford fue suministrado por Bio-Rad.
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2.7.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida.

La electroforesis, que permitio la resolucién de las proteinas a estudio, se
realiz6 segun el método descrito por Ausubel et al., (1991). Las condiciones
utilizadas en la electroforesis fueron condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)
y semidesnaturalizantes, con la ausencia de agentes reductores.

El porcentaje de la mezcla Acrilamida (AcrylagelTM-National
Diagnostics)/Bisacrilamida (Bis-AcrylagelTM-National Diagnostics) empleado
varié entre un 6%-12%, en funcion del tipo de muestra a analizar.

La electroforesis se llevo a cabo en cubetas verticales refrigeradas
(Miniprotean Il y Protean Il Bio-Rad). Como marcador de pesos moleculares, se
emple6 la mezcla comercial de Gibco BenchMark™ Prestained Ladder
compuesta por: 182 kDa; 115 kDa; 84 kDa; 62 kDa; 51 kDa; 38 kDa; 26 kDa; 20
kDa; 15kDa y 9 kDa, aunque debemos puntualizar que los tamafios moleculares
patron variaron en funcién del lote empleado.

Por regla general, los geles se corrieron a una intensidad constante de
40mA.

2.7.4. Revelado de proteinas en geles de poliacrilamida.

Para el revelado de proteinas en geles de poliacrilamida se emplearon dos
métodos:

2.7.4.1.Tincidn con nitrato de plata:
Se utilizo el “kit” comercial Bio-Rad Silver Stain de Bio-Rad.
2.7.4.2.Tincion con azul brillante Coomassie R-250:

Se utiliz6 el método descrito por Sambrook et al., (1989). Presenta menor
poder de resolucion que el anterior.

2.7.5. Deteccion inmunoldgica de proteinas (Western Blot).

Esta técnica se desarrollo utilizando el “kit” comercial Wenstern Blot Kit
ECL™ (Amershan Life Science).

El fundamento de la técnica se basa en la deteccion de la proteina
estudiada, mediante el empleo de anticuerpos especificos para esta proteina.
Posteriormente, una vez unido el primer anticuerpo, se lleva a cabo la deteccion
utilizando un segundo anticuerpo, antiraton 1gG (Amershan) o anticonejo 1gG
(Amershan) unido al enzima peroxidasa, y que cataliza una reaccién de deteccion
quimioluminiscente, en presencia del sustrato adecuado.
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2.7.5.1. Transferencia de geles a membranas de nitrocelulosa.

Tras el proceso de electroforesis en las condiciones adecuadas, se realiza
la transferencia de las proteinas a una membrana de nitrocelulosa (Inmobilon,
Millipore). Para este proceso, se usO la cubeta de transferencia (Bio-Rad). La
transferencia se realiz6 a una intensidad constante que variaba de 250 mA (3 h.) a
60 mA (18 h.).

2.7.5.2. Reaccion inmunoldgica.

Una vez producida la transferencia, la membrana se puso en contacto con
una solucion del tampén TTBS, que contenia como agente bloqueante leche en
polvo desnatada a una concentracion del 0.5% (solucion bloqueante).
Seguidamente, se puso en contacto con el primer anticuerpo a una dilucion
variable entre 1/50 a 1/3.000, dependiendo de la naturaleza del anticuerpo, en la
misma solucion bloqueante. La incubacion se realizé a T? ambiente durante 2 h, o
a 4°C durante 18 h.

El siguiente paso, tras varios lavados en la solucion TTBS, consistia en

poner en contacto la membrana con el segundo anticuerpo a una dilucion de
1/2500, en la misma solucién bloqueante. La incubacion se realiz6 a T@ ambiente

durante 1-2 h.
TTBS

Trizma 20 mM

CINa 50 mM

Tween 20 0.05%
Ajustar pH a 7.4.

2.7.5.3. Deteccion.

Tras otra fase de lavados con el tampon TTBS y, por dltimo, con TBS
(sin Tween 20), se procede al revelado de la prueba utilizando el sustrato
adecuado suministrado por el “kit” comercial.

2.7.6. Técnicas de inmunoprecipitacion.

Para los ensayos de inmunoprecipitacion se emple6 la Gamma Bind™
Plus Sepharose™ de Amersham. Este producto esta constituido por una forma
recombinante de Proteina G estreptocdccica, capaz de unirse a la region Fc de las
inmunoglobulinas G de distinto origen, unida covalentemente a una resina de
Shepharosa. De esta forma, a partir de un extracto proteico heterogéneo, incubado
con el anticuerpo apropiado, se pueden aislar los complejos antigeno-anticuerpo,
que, posteriormente, pueden ser analizados.

El protocolo de inmunoprecipitacion utilizado se describe a continuacion:
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2.7.6.1. A partir del extracto proteico a analizar, se cogen 250 pg de
proteina total y se llevan hasta 1ml en tampén BBI 1x. Posteriormente, se incuba
en agitacién a 4°C durante 1 h..

A partir de aqui el protocolo se realiza a 4°C.

BBI 5x.

Tris-CIH pH 7.6 500 mM
CINa 750 mM
EDTA pH 8 5 mM
TritonX-100 5%

2.7.6.2. Se centrifugan los extractos a 13000 rpm durante 10’ y se recoge
el sobrenadante. A dicho sobrenadante, se afiaden 5 pg de anticuerpo y se incuba
en agitacién durante 1 h. y 30°.

2.7.6.3. Mientras se lleva a cabo la segunda incubacion, se prepara la
resina. Para ello, retiramos el etanol en el que viene resuspendida, efectuando 3
lavados con tampon BBI 1x a 3000 rpm durante 1°.

Seguidamente, se resuspende en tampon BBI con una concentracién de
seroalbimina bovina de 10 mg/ml y se incuba durante 30°. Este paso se realiza
para evitar posibles uniones inespecificas.

Se lava 4 veces con el mismo tampon y en las mismas condiciones.

2.7.6.4. Posteriormente, se afiade la resina (10ul/1ml) al extracto con los
anticuerpos. Se incuba durante 1 h. y 30" en agitacion y se lava con el tampon
BBI 1x tres veces a 3000 rpm durante 1°.

2.7.6.5. Finalmente, se hace un ultimo lavado con Tris-CIH pH 7.6 50mM v, el
precipitado obtenido, se analiza mediante técnicas de electroforesis y deteccién
inmunoldgica (Western Blot).

2.8. TECNICAS DE CITOMETRIA DE FLUJO Y MICROSCOPIA
CONFOCAL.

2.8.1. Técnicas de citometria de flujo.

Los diferentes ensayos de citometria de flujo realizados en la elaboracién
del presente trabajo, se efectuaron en el Centro de Citometria de Flujo y
Microscopia Confocal de la UCM, utilizando un Citémetro de Flujo Facscan
(Becton Dickinson, San José, California).

Se detallan a continuacién los protocolos de los ensayos efectuados:
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2.8.1.1. Determinacion del contenido celular de DNA de S. pombe.

Como fluorocromo se emplea el ioduro de propidio (IP), que se intercala
especificamente en los &cidos nucleicos de cadena doble. Dicho fluorocromo sélo
puede penetrar en las células que han perdido la impermeabilidad a dicho
compuesto, por lo que no sélo permite determinar el contenido de DNA celular,
sino también obtener una medida aproximada del porcentaje de viabilidad celular
de una poblacién no fijada.

2.8.1.1.1. A partir de un cultivo en las condiciones adecuadas se recogen
de 1-2 x 10° células a 3000 rpm. durante 5’

2.8.1.1.2. Se resuspenden en 1ml de PBS y se lavan 3 veces mas en las
mismas condiciones.

2.8.1.1.3. Se resuspenden en 500 ul de una solucién de etanol al 70% y se
incuba durante 1’ a T2 ambiente. Es el proceso de fijacion.

2.8.1.1.4. Se recogen en las condiciones iniciales y se vuelven a lavar 3
veces con 1ml. de PBS.

2.8.1.1.5. Seguidamente, se resuspenden en 1ml de PBS con RNAsa a una
concentracion de 1mg/ml y se incuban a 37°C durante 1 h.

2.8.1.1.6. Se recogen las células y se resuspenden en una solucion de
ioduro de propidio en PBS al 0,001%.

2.8.1.1.7. Seguidamente, las muestras son sometidas a sonicacion con un
sonicador Soniprep 150, en las condiciones de amplitud 5 durante 10°’, para la
disolucion de posibles agregados y, posteriormente, son analizadas por citometria
de flujo.

2.8.1.2. Deteccion de la expresion de GFP (Green Fluorescent Protein) en
S. pombe.

Durante la elaboracion de este trabajo se utiliz6 la expresion del gen
silvestre que codifica la proteina verde de Aequorea victoria GFP, o mutado, con
la sustitucion del aminoacido Serina en la posicidn 65 por Treonina, GFP (S65T),
como gen marcador.

El método empleado para la deteccion-cuantificacion de dicha proteina se
realizd6 mediante técnicas de citometria de flujo y las diferentes muestras
analizadas se prepararon atendiendo al siguiente protocolo:

2.8.1.2.1. A partir de un cultivo en las condiciones adecuadas se recogen
de 1-2 x 10° células a 3000 rpm. durante 5’.
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2.8.1.2.2. Se resuspenden en 1ml de PBS y se lavan 2 veces mas en las
mismas condiciones.

2.8.1.2.3. Finalmente, se resuspenden en una solucion de ioduro de
propidio en PBS al 0,001%. El uso del fluorocromo ioduro de propidio, como
hemos comentado anteriormente, permite obtener a la vez un parametro asociado
a la viabilidad celular.

2.8.1.3. Deteccion del receptor mGIluR1 por inmunofluorescencia indirecta en
S. pombe.

Una de las formas de cuantificacion de la expresion del receptor
mGluR1a en S. pombe se basé en técnicas de inmunofluorescencia indirecta y
posterior analisis mediante citometria de flujo.

El fundamento de la técnica se basa en usar un primer anticuerpo capaz de
reconocer al receptor mGIluR1 (anti-mGluR1a monoclonal) y, en un segundo
paso, detectar este mediante un segundo anticuerpo (antiratén lg.) conjugado al
fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Anti-mouse polyvalent
inmunoglobulins FITC conjugate, Sigma.).

Cabe hacer mencion de la importancia del método empleado para la
fijacion de las muestras, ya que este debe ser lo suficientemente eficaz y, a la vez,
lo suficientemente suave como para no modificar la estructura de la proteina a
estudio. A continuacion se detalla el protocolo utilizado en este trabajo:

2.8.1.3.1. El primer paso a seguir es la fijacién de las células. Para ello,
una vez el cultivo a estudio se encuentra en las condiciones requeridas, se afiade
la solucion de fijacion, constituida por paraformaldehido al 20% en PBS, hasta
gue en el medio se alcance una concentracién final del 4%. Seguidamente, se
incubara durante 45-60’ en las mismas condiciones del crecimiento del cultivo.

2.8.1.3.2. Se recogen las células (1-5 x 10° por muestra) a 3000rpm
durante 5’ y se resuspenden en 1ml de PBS. Este lavado con PBS se repite dos
veces mas y, finalmente, se resuspende en 1ml de PBS-Sorbitol 1M.

2.8.1.3.3. A las diferentes muestras se afiade Zymoliasa 20T (Seikagaku
Kogyo) a una concentracion final de 10 mg/ml y se incuban a 37°C con agitacion
lenta (80 rpm.) durante 15-30’, con la intencion de eliminar la pared celular.

2.8.1.3.4. A partir de aqui, las diferentes centrifugaciones se realizaran a
1000 rpm durante 5°. Una vez recogidas las células, se resuspenden en 1ml de
PBS-Sorbitol 1M. Este paso se repite dos veces mas, para eliminar los restos de
zymoliasa. En este momento, las diferentes muestras se dejan a 4°C durante 12 h.
para que finalice el proceso de fijacion.
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2.8.1.3.5. Las diferentes muestras se lavan 3 veces con 1 ml. de PBS, para
eliminar el sorbitol de la muestra.

2.8.1.3.6. Posteriormente, a las diferentes muestras, se afiade el primer
anticuerpo a la dilucion deseada (1/100-1/1000, segun el anticuerpo empleado),
incubandose a T2 ambiente durante 1 h., o bien en el caso de epitopos
intracitoplasmaticos, durante 18 h. a 4°C con agitacion suave.

2.8.1.3.7. Se recogen las células y se lavan con 1 ml. de PBS 3 veces,
resuspendiendo en un volumen final de 100ul. Se afiade el segundo anticuerpo
conjugado a FITC a una dilucién 1:100 y se incuba a T& ambiente durante 2 h.,
con agitacion suave y en oscuridad.

2.8.1.3.8. Se recogen las células, se lavan dos veces con 1 ml de PBS y se
resuspenden, finalmente, en 500 ul de PBS. Posteriormente, se procede al anélisis
de las muestras por citometria de flujo.

2.8.1.4. Deteccion del receptor mGIuR1 en lineas celulares.

Al igual que en casos anteriores, se basa en técnicas de inmunofluorescencia
indirecta.

En este caso, se utilizd el “kit” comercial Cytofix/Cytoperm® Kkit,
comercializado por Pharmingen. En todo momento se siguieron las indicaciones del
fabricante.

En la Tabla XVII se representan los diferentes fluorocromos utilizados con
las longitudes de onda de excitacion y emision:

FLUOROCROMOS | A EXCITACION (nm) = A EMISION (nm)

(incluida GFP).

FITC 488 530
1P 488 630
GFP 488(396)* 510
GFP (S65T) 488(490)* 510

* Longitud de onda de excitacion méxima para la proteina GFP.
2. 8.2. Técnicas de microscopia confocal.
Los diferentes estudios de microscopia confocal se efectuaron en el

Centro de Citometria de Flujo y Microscopia Confocal de la UCM, utilizando un
microscopio confocal MRC 1.000 de Bio Rad.
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2.8.2.1. Visualizacion y localizacion de la expresion de GFP en S. pombe.

El método empleado en la preparacion de las muestras se describe en el
apartado 2.8.1.2. de técnicas de citometria de flujo de esta seccion.

2.8.2.1. Visualizacion y localizacion del receptor mGIuR1 en S. pombe.

El método empleado en la preparacion de la muestra fue el especificado
en el apartado 2.8.1.3. de técnicas de citometria de flujo de esta seccién.

2.8.2.2. Visualizacion y localizacion del receptor mGIluR1 en lineas celulares.

El método empleado se ajusta al desarrollado en el apartado 2.8.1.4. de
técnicas de citometria de flujo de esta seccién.

2.9. INMUNOCITOQUIMICA DE CORTES DE TEJIDO.

La técnica de tincion inmunocitoquimica realizada en los diferentes
tejidos sigui6 un protocolo basico, aunque el tratamiento previo de fijacion de las
muestras dependié de la naturaleza de la misma.

Las muestras de tejido de S.N.C. de rata procedian de individuos adultos
y fueron fijadas por perfusion. Para ello, los animales fueron anestesiados con una
sobredosis de Nembutal y, posteriormente, fueron perfundidos por via
intracardiaca con 200 ml. de solucién salina al 0,9%. Seguidamente, por la misma
via, se fijaron los tejidos mediante perfusién con 300 ml. de una solucién de
paraformaldehido al 4% en tampon fosfato 0,1M a un pH de 7,4.

A continuacion, tras la diseccion de los cerebros, se obtuvieron los cortes
parasagitales mediante un microtomo y, posteriormente, fueron sumergidos en
tampédn fosfato.

Las muestras de tejido de S.N.C. de macaco, al igual que en el caso
anterior, fueron fijadas por perfusién, siguiendo un protocolo similar al utilizado
para los tejidos de rata. La posterior obtencion de las diferentes secciones de
tejido se realiz6 con un Vibratomo.

Las muestras de tejido de corteza cerebral de humanos, procedian de
biopsias. Estas muestras fueron fijadas mediante su inmersién en una solucién de
paraformaldehido al 4 % en tampon fosfato (PB). Posteriormente, se obtuvieron
las diferentes secciones de tejido mediante el empleo de un Vibratomo.

Independientemente a lo expuesto, todos los tipos de muestra siguieron el
mismo protocolo basico inmunocitoquimico que se describe a continuacion.
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2.9.1. Los diferentes cortes en suspension fueron incubados, con agitacion
durante 1 h. a T? ambiente, en la solucion SPI descrita a continuacion:

SPI
BSA 1%
TritonX-100 0,05 %
Suero de cabra o caballo 2%
Tampon fosfato 0,1M pH 7.4

2.9.2. Seguidamente, se incubaron durante 24 h. y a 4°C en la misma
solucién y en presencia de la primera capa de anticuerpos. Los anticuerpos
utilizados fueron el anti-GABABR1 de cobaya, anti-mGIluR5a de conejo y anti-
mGluR1a de ratén, a una dilucién 1/1000, y los liquidos asciticos F3, F6 y F10, a
una dilucion 1/100.

2.9.3. Después, los cortes fueron lavados 3 veces con tampon fosfato
durante 10’ y a T2 ambiente.

2.9.4. Los cortes fueron otra vez incubados durante 2 h. a T2 ambiente en
la solucion SPI, pero en presencia de la segunda capa de anticuerpos biotinilados.
Estos fueron anti-cobaya IgG de cabra, anti-conejo 1gG de cabra y anti-ratén 1gG
de caballo, que se emplearon a una dilucion 1/200.

2.9.5. Posteriormente, los cortes se sometieron a 3 lavados con tampoén
fosfato durante 10’ y a T2 ambiente.

2.9.6. Seguidamente, fueron incubados con una solucion del complejo
acetil-avidina peroxidasa biotinilada, suministrada por el kit comercial ABC Elite
(Vector), durante otras 2 h. a T2 ambiente.

2.9.7. Finalmente, tras otros 3 lavados con tampdn fosfato, las muestras
fueron reveladas mediante su inmersion en una solucion de tetrahidrocloruro de
3,3’-diaminobenzidina (DAB,Sigma) a 0,5 mg/ml. y H,O, al 0,01% en tampon
fosfato durante 15°. Seguidamente, todas las secciones fueron montadas y
observadas al microscopio.

2.10. ENSAYOS DE UNION A LIGANDO RADIACTIVO.
2.10.1. Ensayos de union a ligando radiactivo de S. pombe.

Los ensayos de union a ligando radiactivo se realizaron de acuerdo al
protocolo descrito a continuacion.

2.10.1.1. A partir de un cultivo en las condiciones adecuadas, se recogen

de 1-2 x 10° células por muestra a 3000 rpm. durante 5’ y se resuspenden en un
1ml de tamp6n TCC, cuya composicidn se muestra a continuacion:
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TCC.
Tris-CIH pH 7.4 100 mM
CINa 150 mM
ClCa, 1,33 mM

2.10.1.2. Se recogen en las mismas condiciones y se resuspenden en el
mismo tampon TCC a una concentracion de 10x10%células/mll.

2.10.1.3. A cada alicuota de 1x10° células (100 pl) se afiade el ligando
marcado radiactivamente, en este caso el 4cido L-Glutamico [2,3,4-*H] (American
Radiolabeled Chemicals), a la concentracion deseada (100 nM-0.2 pM) y se
incuba en agitacion durante 90° a T2 ambiente. Como control negativo, a cada
alicuota, con el mismo rango de concentraciones de ligando caliente, se afiade el
mismo ligando frio a una concentracién de 5 uM (50x).

2.10.1.4. Posteriormente, se recogen a 3000 rpm durante 1’ y se separa el
sobrenadante, que es recolectado para su posterior lectura. Se resuspenden en 1ml
de tampon TCC y se recogen en las mismas condiciones, reservando el
sobrenadante junto con el anterior. Este paso se repite 2 veces mas,
resuspendiéndose finalmente, en 1 ml de tampo6n TCC.

2.10.1.5. Seguidamente, tanto a la suspensién celular, como al volumen
de incubacion y lavado, anteriormente reservado, se afiade el liquido de centelleo
EcoLite (ICN) en la cantidad adecuada (2 veces el volumen de la muestra).

2.10.1.6. Finalmente, la radioactividad de las muestras fueron medidas en
el contador de centelleo beta Liquid scintillation counter LKB Wallac 1209 Rack
Beta.

2.10.2. Ensayo de union a ligando radiactivo de lineas celulares.

En el caso de los ensayos de unién a ligando radiactivo en lineas
celulares, el protocolo desarrollado fue similar al utilizado para S. pombe. En
general, todos los pasos del ensayo, especificados en el apartado anterior, fueron
mantenidos, variando Gnicamente las condiciones de centrifugacion. Las células
de la linea RGT18 0 45.EM18 fueron centrifugadas a 1200 rpm durante 5.

Como aclaracion debemos apuntar, que la linea celular RGT18/mGluR1a,
con crecimiento sobre sustrato, fue levantada con un tampon de disociacion
comercial sin tripsina (GIBCO), siguiendo las especificaciones del fabricante. De
esta forma, se evito la degradacion del receptor mGluR1a.
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2.11. ENSAYO FUNCIONAL DEL RECEPTOR mGIuR1 EN MEDIO
LIQUIDO.

Para estudiar el posible acoplamiento del receptor mGIuR1 a la cascada
de proteina quinasas de S. pombe, se disefio el siguiente ensayo:

2.11.1. A partir de un preindculo de los diferentes transformantes
portadores del vector de expresion del receptor mGIuR1, en medio suplementado
con tiamina (condiciones de no expresion) y en fase exponencial, se recogen las
células a 3000 rpm durante 5 y se resuspenden en agua estéril. Con el fin de
eliminar completamente la tiamina del medio de cultivo, este paso se repetira 3
Veces.

2.11.2. Tras el dltimo lavado, las células son inoculadas en el mismo
medio pero sin tiamina (condiciones de expresion) y se incuban a 32°C a 220 rpm
durante 16-20 h. (nivel maximo de expresién).

2.11.3. Posteriormente, se hace un recuento en cdmara de Neubauer y se
siembran en el mismo medio a una concentracion de 1x 10° células/ml, pero con
el agonista incorporado y condiciones de incubacion distintas: 26°C y 180 rpm.

Los agonistas utilizados en este ensayo fueron el acido L-Glutamico
(SIGMA) y el acido DL-Quiscualico (SIGMA), preparados en soluciones madre a
una concentracion 100mM y 1 mM, respectivamente, y esterilizadas por
filtracion.

A partir de este momento, se recogen muestras a distintos tiempos y se
analizan mediante citometria de flujo, tras ser procesadas siguiendo los métodos
especificados en los apartados 2.8.1.1. y 2.8.1.2. de esta seccion.

2.12. PURIFICACION DE ANTICUERPOS.

Los liquidos asciticos a estudio fueron sometidos a un proceso de
purificacion, utilizando para ello el “kit” comercial: ImmunoPure® Plus (G)
Inmobilized Protein G Gel (Pierce). En todo momento se siguieron las
especificaciones del fabricante.

El fundamento de dicho “kit” se basa en la capacidad que presenta la
proteina G estreptocdccica de unirse a anticuerpos de tipo inmunoglobulina G de
raton. La proteina G mencionada se encuentra unida covalentemente a una resina
que estd empaquetada en una columna, de forma que los anticuerpos disueltos en
el tampon adecuado y que pasan a través de la columna quedan retenidos en ésta.
Un posterior tratamiento con un tampén de elucion a pH 2 permite la
recuperacion de los anticuerpos retenidos.

139



Materiales y Métodos.

Los eluyentes, posteriormente, se someten a didlisis siguiendo las
especificaciones descritas por Sambrook et al., (1989) y se calcula, de forma
aproximada, la concentracion de anticuerpo obtenida, midiendo la absorbancia de
la solucion a una longitud de onda de 280 nm.

2.13. CULTIVOS CELULARES.

En la realizacion del presente trabajo se desarrollaron varias técnicas de
cultivo de lineas celulares.

Debido a la naturaleza de estas técnicas, que difieren en buena medida a
las anteriormente mencionadas, pasamos a detallarlas de forma precisa en el
presente apartado.

2.13.1. Condliciones de crecimiento y conservacion de lineas celulares.
2.13.1.1. Condiciones de crecimiento.

Los cultivos se crecieron en los medios adecuados a 37°C, en una
atmosfera del 5% de CO2 y el 98% de humedad. Para ello, se emplearon los
incubadores de CO, de la casa comercial Heraeus Electronic.

En el caso de las lineas celulares con crecimiento sobre sustrato, el
recambio del medio de cultivo se realiz6 levantando primeramente las células,
mediante tratamiento con tripsina en EDTA/PBS a una concentracion del 0.25%.
Excepcionalmente, para levantar las lineas celulares con crecimiento sobre
sustrato, se utilizé el tampdn de disociacion comercial de la casa GIBCO. En este
ultimo caso, en todo momento, se siguieron las instrucciones del fabricante.

2.13.1.2. Conservacion de lineas celulares.

La conservacion de lineas celulares se realiz0 mediante viales de
congelacion. Para ello, un cultivo en fase de crecimiento exponencial (4 x 10*-5 x
10 ° células/ml) se recoge y se centrifuga durante 5’ y 1200 rpm a 4°C. El pellet se
resuspende en una solucion de suero inactivado al que se afiade un 10% de
DMSO vy se sita en el vial de congelacion. Los viales se mantienen en los
contenedores adecuados a -80°C durante 12-24 h., transfiriéndose, posteriormente,
a nitrégeno liquido a una T2 de -197°C, en los contenedores adecuados (Air
Liquide).

El proceso inverso, de descongelacion, comienza sumergiéndolos
inmediatamente en un bafio a 37°C. Cuando esta practicamente descongelado, su
contenido es transferido a un tubo con 9 ml del medio adecuado. Se centrifuga 5’
y 1200 rpm a 4°C y el pellet se resuspende en el volumen adecuado del mismo
medio, traspasandose a un frasco de cultivo apropiado.
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2 13.2. Recuento de viables

El recuento de viables se realiza en cdmara de Neubauer. Para ello, 10 pl
de suspensidn celular se resuspenden en 90 ul de Azul Tripan, dando lugar a la
dilucién 1/10, y se cuentan las células. Las células vivas se diferencian por la
ausencia de tincion debida al Azul Tripan.

Para calcular la viabilidad es necesario referirlo al recuento de totales, es
decir, la suma de las células vivas (sin tincion) y muertas (tefiidas).

2.13.3. Transfeccion de lineas celulares por electroporacion.

Las condiciones de electroporacion empleadas son dos pulsos eléctricos
con un intervalo de tiempo de 30’” a 325-350 v, 50 uF de capacitancia y 360 Q de
resistencia, utilizando el electroporador BTX 600. El protocolo empleado se
detalla a continuacion:

2.13.3.1. A partir de un cultivo en las condiciones adecuadas, se recogen
3 x 10° células a 1200 rpm durante 5’ a 4°C, mediante una centrifuga refrigerada
de la casa comercial Heraeus, y se lavan con medio sin suero.

2.13.3.2. Posteriormente, se resuspenden en 250 ul del tamp6on HeBS y se
traspasan a la cubeta de electroporacion, que ya contiene el DNA a transfectar. El
DNA es extraido mediante el “kit” de Qiagen.

La composicion del tampdn de electroporacion se muestra a continuacion:

HEPES 20 mM
Dextrosa 6 mM
Na,HPO, 0.7 mM
KCI 5mM
NaCl 137 mM

2.13.3.2. Se someten al pulso eléctrico en las condiciones especificadas y
se dejan a T® ambiente en la misma cubeta durante 5°.

2.13.3.3. Se depositan en una placa de seis pocillos con 2 ml de medio

completo y se incuban durante 48 h. Transcurrido este tiempo se afiade la
seleccion al medio.
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3. PLASMIDOS DESARROLLADOS EN LA REALIZACION DEL
PRESENTE TRABAJO.

Durante la realizacion de esta tesis doctoral, se disefiaron y obtuvieron
una serie de plasmidos siguiendo las técnicas de manipulacion genética descritas
en el apartado 2.6 de esta seccidon. El proceso de obtencion de los diferentes
plasmidos utilizados se detallara en la presente seccién.

Independientemente, todas las construcciones fueron analizadas mediante
el uso de diferentes enzimas de restriccion, para comprobar que la subclonacion
de los diferentes fragmentos se habia efectuado en el sentido correcto.

De igual forma, todos los productos obtenidos, mediante el método de la
reaccion de la polimerasa en cadena (PCR), se sometieron a su secuenciacion,
utilizando el sistema de secuenciacién automatizada (ALF, Pharmacia) del Centro
de Secuenciacién de la U.C.M., para comprobar que dichos productos no incluian
ninguna mutacidn atribuible al proceso de amplificacion.

3.1. NOMENCLATURA.

Con el fin de facilitar la identificacion de los plasmidos desarrollados en
el presente trabajo se utilizd la siguiente nomenclatura:

p (exp) LIcospoccn®
p, de plasmido.

LI, para indicar que fueron construidos para este trabajo (Lilly
Laboratories).

exp, para indicar, cuando se inserta, si se trata de un plasmido de
expresion.

¢, para indicar si se trata de un plasmido de E. coli.
sp, para indicar si se trata de un plasmido de S. pombe.
cc, para indicar si se trata de un plasmido de lineas celulares de mamifero.

n°, identifica el plasmido desarrollado (estan numerados).
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3.2. CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS DE EXPRESION DE LOS
RECEPTORES METABOTROPICOS EN S. pombe.

3.2.1. Construccion de los plasmidos de expresion del mGIluR1.

De los diferentes sistemas de expresion utilizados en S. pombe recogidos
en la bibliografia, el plasmido de expresion utilizado en la realizacion del presente
trabajo fue el pREP1 (Maundrel, 1993). Este plasmido de replicacion autbnoma
tiene un promotor denominado nmtl, reprimible por tiamina y de gran eficiencia,
y presentan como gen marcador de seleccion el gen LEU2 de S. cerevisiae (que
complementa la mutacion leul de S. pombe.)

Los diferentes plasmidos de expresion del gen mGIuR1 obtenidos en estos
vectores se detallan a continuacion:

pexpLlsp2: Se construyd insertando el fragmento Ndel-BamHI, que
codifica el receptor entero mGluR1a (proveniente del plasmido pRS119), en los
puntos Ndel-BamHI del sitio multiple de clonacion del plasmido pREP1.

pexpLlsp4: Se construyd insertando el fragmento Ndel-BamHI, que
codifica el receptor entero mGIluR1b (proveniente del plasmido pRS120), en los
puntos Ndel-BamHI del sitio multiple de clonacion del plasmido pREP1.

pexpLIsp6: Se construyd insertando el fragmento Ndel-BamHI, que
codifica el receptor mGIluR1b (proveniente del plasmido pRS120), pero truncado
en un punto de restriccion EcoRI (1-2673) en el plasmido pREP1. Esta
construccion mimetiza al receptor mGIluR1c

El mapa de los diferentes plasmidos construidos se muestra en la Figura
23.
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EcoRlI
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ECORI EcoRlI a
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\//'{pm | EcoRl HindlI
StOp ARSl LEU2 Promotor
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Figura 23: Esquema de construccion de los plasmidos de expresion del receptor
mGIuR1 en S. pombe.
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Figura 24: Esquema de construccion del plasmido de expresion del receptor
mMGIuRb5a, pexpLIspl3.
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3.2.2. Construccion del plasmido de expresion del receptor mGIuRS.

El plasmido de expresion del receptor mGIuR5a, pexpLlspl3, se
construyd insertando el fragmento BamHI-Stul de cDNA que codifica dicho
receptor, del plasmido pLIc73, en los puntos BamHI-Smal del sitio maltiple de
clonacién del plasmido pREP1.

El plasmido pLIc73 era resultante de la subclonacion del fragmento Stul-
Stul del plasmido pmGRS5 (cedido por Nakanishi), en el punto Stul del plasmido
pLIc72.

El plasmido pLIc72 se construyd mediante la clonacion directa de un
fragmento amplificado mediante la reaccién de la polimerasa en cadena (PCR),
empleando como molde el DNA plasmidico del pmGRS5, en el plasmido pGEM-
T. Los oligos empleados (mgr5up y mgr5rp), en las condiciones descritas en el
apartado 2.6.12. de Materiales y Métodos, permitieron la amplificacion de un
fragmento de 1720 pb, flanqueado por las enzimas de restriccion BamHI-BamHI,
que codifica un fragmento del ORF del receptor mGIuR5. (Figura 24).

3.2.3. Construccion del plasmido de expresion del receptor mGIluRA4.

El plasmido de expresién del receptor mGluR4a, pexpLlspl2, se
construy6 insertando el fragmento BamHI-EcoRV del cDNA que codifica dicho
receptor, del plasmido pLIc75, en los puntos BamHI-Smal del sitio multiple de
clonacion del plasmido pREP1.

El plasmido pL1c75 era resultante de la subclonacién del fragmento Xhol-
Sall del plasmido pmGR4 (cedido por Nakanishi), en el punto Xhol del plasmido
pLlc74.

El plasmido pLlc74 se construyd mediante la clonacion directa de un
fragmento amplificado mediante la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR),
empleando como molde el DNA plasmidico del pmGR4, en el plasmido pGEM-
T. Los oligos empleados (mgrd4up y mgrarp), en las condiciones descritas en el
apartado 2.6.12. de Materiales y Métodos, permitieron la amplificacion de un
fragmento de 1772 pb, flanqueado por las enzimas de restricciobn BamHI-Smal,
que codifica para un fragmento del ORF del receptor mGluR4a. (Figura 25).
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MGLUR4 3.70
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Figura 25: Esquema de construccion del plasmido de expresion del receptor
mGIuR4a, pexpLIspl2.
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3.3. CONSTRUCCION DEL SISTEMA DE CUANTIFICACION-DETECCION
DEL GEN sxa2*.

Mediante la reaccion de la polimerasa en cadena y utilizando como molde
el DNA gendmico de la cepa parental h™® 972, se amplificé el DNA que codifica el
promotor y el ORF del gen sxa2®. Los oligos empleados (sxa2up y sxa2xrp/
sxa2xup y sxa2rp), en las condiciones descritas en el apartado 2.6.12. de
Materiales y Métodos, permitieron la amplificacion de un fragmento de 1150 pb,
flanqueado por las enzimas de restriccion Xhol- Nrul, que codifica dicho
promotor, y del ORF de dicho gen de 1605 pb, flanqueado por las enzimas de
restriccion Xhol- BamHI.

Utilizando estos fragmentos se construyo el plasmido pLIspl, basado en
el plasmido multicopia de S. pombe pIRT2, y que portaba la cassette de
expresion utilizada como gen marcador. Este plasmido era el resultado de la
subclonacion del fragmento de DNA Pstl-Nrul del plasmido pLIc37, en los
puntos de corte Pstl-Smal del plasmido pIRT2. (Figura 26).

El plasmido pLIc37 portaba el promotor del sxa2* y el ORF de dicho
gen, con el gen marcador (GFP) y el terminador nmtl® intercalados. Dicho
plasmido se construy6 clonando el terminador nmt1*, proveniente de pREP1, en
el sitio de restriccion EcoRI del plasmido pLI1c36. El plasmido pL1c36 se obtuvo
mediante la subclonacion del gen marcador en el sitio Xhol-EcoRI del plasmido
pLIc35.

El plasmido pL1c35 se construyd mediante la subclonacién del fragmento
del promotor en los puntos de corte Xhol-Nrul del sitio multiple de clonacion del
vector pIC20H vy, posteriormente, la clonacion del ORF en los puntos Xhol-
BamHI del mismo plasmido. (Figura 26).

De forma anéloga a la mencionada, se obtuvo el plasmido pLIsp2 en el
plasmido multicopia de S. pombe pIRT2U. (Figura 27).
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Figura 26: Esquema de construccion del plasmido que porta la cassette de
deteccion-cuantificacion del gen sxa2”, pLIspl.
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Pstl

4 <=
ORI Amp
Hindlll
_ )
ARS1 Ori Amp urad+

pIRT2U ¢
h Pstl
Hindlll ol
coRl . :
ECQRN'/_l EcoR ﬂ indill Hindil! ECOR|
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GFP  stop  S¥a&2 urad+ Amp  Ori ARS1
nmt1
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Figura 27: Esquema de construccion del pldsmido que porta la cassette de
deteccion-cuantificacion del gen sxa2™, pLIsp2.

3.4. MODIFICACION DEL SISTEMA DE DETECCION-CUANTIFICACION
DEL GEN sxa2".

La estrategia de elaboracion de las construcciones que portaban el gen
que codifica la proteina verde mutada, con el aminoécido Serina de la posicion 65
por Treonina (S65T), fue similar al apartado anterior.

Para ello, el plasmido pLlc44, andlogo al plasmido pLlIc37, fue
construido mediante la sustitucion del fragmento del gen GFP, delimitado por las
dianas de restriccion Hpal-Ncol del plasmido pLIc37, por el mismo fragmento
del gen mutado GFP (S65T), que incluye la mutacion especificada.

Posteriormente, se construyé el plasmido pLIsp3 subclonando el
fragmento de DNA delimitado por los enzimas de restriccion Nrul-Pstl del
plasmido pLlc44, en las dianas Smal-Pstl del sitio maltiple de clonacion del
plasmido pIRT2 y, de igual forma, el plasmido pLIsp4 en el plasmido episdmico
pIRT2U (Figura 28).
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Figura 28: Mapa de los plasmidos de expresion que portan la cassette de
deteccion-cuantificacion del gen sxa2” y la proteina verde mutada GFP(S65T),
pLIsp3y pLIsp4.

3.5. CONSTRUCCION DEL SISTEMA DE DETECCION-CUANTIFICACION
DEL GEN fusl+.

Mediante la reaccion de la polimerasa en cadena y utilizando como molde
el plasmido pLIc45, que portaba el gen fusl®, realizamos la amplificacion del
DNA que codifica el promotor de dicho gen. Los oligos empleados (reversal y
fuslrp), en las condiciones descritas en el apartado 2.6.12. de Materiales y
Métodos, permitieron la amplificacién de un fragmento de 2 kb, flanqueado por
los puntos de corte Bglll-Sall, que codificaba dicho promotor.

El pladsmido pLlc45, utilizado como molde, se obtuvo mediante la
subclonacion del fragmento Sall-Xbal del plasmido pDW220 (cedido por el Dr.
Nielsen), que contenia el gen completo fus1®, en el plasmido KSBlues.

Una vez amplificado el promotor, se construyd el plasmido pLIsp5,
basado en el plasmido multicopia de S. pombe pIRT2, y que portaba la cassette
de expresion utilizada como gen marcador. Este plasmido era el resultante de la
subclonacion del fragmento de DNA Sall-EcoRV del pldsmido pLlIc47, en los
puntos de corte Sall-Smal del plasmido pIRT2.

El plasmido pLI1c47 portaba el promotor del gen fus1® y parte del ORF de
dicho gen, con el gen marcador (GFP(S65T)) y el terminador nmt1™ intercalados.
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Figura 29: Esquema de construccion de los plasmidos de expresion que portan la
cassette de deteccion-cuantificacion en base al gen fus1®, pLIsp5y pLIsp6.
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Dicho plasmido se construyé clonando el fragmento BamHI-BamHl,
proveniente del plasmido pLIc41 (GFP(S65T) + nmt1™t), en el sitio de restriccion
Bglll del plasmido pLlc46. El plaésmido pLIlc46 se obtuvo mediante la

subclonacion del promotor amplificado, en el sitio Sall-Bglll del plasmido
pLlc4s.

De forma analoga a la mencionada, se obtuvo el plasmido pLIsp6 en el
plasmido multicopia de S. pombe pIRT2U. (Figura 29).

3.6. CONSTRUCCION DEL RECEPTOR QUIMERICO.

La clonacion del gen que codifica el receptor de feromonas en las células
de tipo sexual h®, mam2®, se realiz6 mediante la reaccion de la polimerasa en
cadena (PCR), empleando como molde el DNA genémico de la cepa parental h®
972. Los oligos empleados (mam2up y mam2rp), en las condiciones descritas en
el apartado 2.6.12. de Materiales y Métodos, permitieron la amplificacién de un
fragmento de 1679 pb, flanqueado por las enzimas de restriccion Sall- Sacl, que
incluye el ORF de dicho gen. Este fragmento fue subclonado en los puntos Sall-
Sacl del plasmido Skblues, obteniendo el plasmido pL1c49. (Figura 30).

A partir de las secuencias del gen mam2* y mGluR1a, se procedio a la
construccion del plasmido pexpLlIsp8, que presenta el receptor quimérico
descrito posteriormente bajo la regulacion del promotor nmt1*. (Figura 32).

mam2U
Sall s Ngol Hpal ECoRV HindIlI
B | \ - __-_-_-___"Z
\ [ > N
! mam2 - mamzLSacl
. MAM2 1.73kb
Sall| sacl .-
\ Ncol HpalEcorv | -~
| | | -
[ [
mam2 Amp ORI
pLic49

Figura 30: Esquema de construccion y mapa del plasmido que porta el gen
mam2™, pLI1c49.

El pldsmido pLIc51 porta el fragmento de DNA que codifica el receptor
mGIuR1, desde el aminoécido 720 al 725, fusionado al fragmento de DNA que
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codifica la region carboxi-terminal del gen mam2*, desde el aminoacido 182,
manteniendo el marco abierto de lectura.

La construccion del plasmido pLIc51 se llevé a cabo insertando un
fragmento del plasmido pLIc49 (mam2™), en el plasmido pLIc50. Para ello, el
plasmido pLIc49 se trato con el enzima Afllll y, el extremo cohesivo resultante,
se convirti en romo, mediante el tratamiento con la enzima exonucleasa de
cadena sencilla Mung Bean. El tratamiento con la enzima Mung Bean se realizo
para mantener el marco abierto de lectura. A continuacion, se trato con la enzima
de restriccion BamHI. Por otro lado, el plasmido pLI1c50 se trat6 con el enzima
Bell, rellenando el extremo cohesivo resultante, mediante el tratamiento con el
enzima T4 DNA polimerasa y, posteriormente, se tratd con el enzima de
restriccion BamHl.

El plasmido pLI1c50 se construyé insertando el fragmento del plasmido
pexpLIsp2 delimitado por las enzimas Spel-BamHI, en el sitio multiple de
clonacidn del plasmido pT7blue-T. (Figura 31).

De los diferentes clones resultantes del plasmido pLIc51, 12 fueron
secuenciados mediante el sistema de secuenciacion automatizada (ALF,
Pharmacia) para comprobar si la fusion era correcta. En todos los clones
secuenciados se verifico que el marco abierto de lectura (ORF) del receptor
hibrido no se mantenia, debido a la accion inespecifica de la enzima Mung Bean.

Por esta razon, se decidid disefiar un par de oligonucleétidos (hibup y
universal) que permitieran la amplificacion del DNA que codifica el receptor
quimerico mediante la técnica de PCR, insertando las bases retiradas por el
enzima Mung Bean. EI molde utilizado fue uno de los clones del plasmido
pLIc51, que presentaba roto el marco abierto de lectura por la eliminacion de una
Unica base de timina.

Una vez amplificado el fragmento, se subcloné en los puntos de
restriccion Spel-BamHI del plasmido pT7blue-T, obteniendo el plasmido
pLIc51B que, supuestamente, contenia la construccion correcta.

Posteriormente, una vez comprobado por secuenciacion, el fragmento que
codifica para el receptor quimérico Spel-BamHI se subclond en el plasmido
pexpLIsp2, dando lugar al plasmido pexpLlIsp8. El plasmido de expresion
pexpLIsp8 presenta el receptor quimérico bajo la regulacion del promotor nmt1™.
(Figura 32).
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Figura 31: Esquema de construccion del plasmido pLIc51 utilizado para la
obtencion mediante PCR del plasmido pLIc51B, que porta la construccion

quimérica correcta, del receptor mGluR1a y Mam2p.
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Figura 32: Mapa y esquema de construccién del plasmido de expresion
pexpLIsp8, que porta la construccion del receptor quimérico.

3.7. CONSTRUCCION DEL RECEPTOR FUSIONADO A LA SUBUNIDAD
Go DE S. pombe.

La clonacion del gen que codifica la subunidad alfa de la proteina
heterotrimérica G se realiz6 mediante la reaccién de la polimerasa en cadena
(PCR), empleando como molde el DNA gendmico de la cepa parental h™ 972.
Los oligos empleados (gpalup y gpalrp), en las condiciones descritas en el
apartado 2.6.12. de Materiales y Métodos, permitieron la amplificacion de un
fragmento de 2910 pb, flanqueado por las enzimas de restriccion Sall- Sacl, que
codifica dicho gen. Este fragmento fue subclonado en los puntos Sall-Sacl del
plasmido pIRT2, obteniendo el plasmido pLIsp7. (Figura 33).
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Figura 33: Mapa y esquema de construccion del plasmido que porta el gen
gpal®, pLIsp7. El plasmido pLIsp7 fue utilizado como molde para la obtencion
del ORF del gen gpal® que, posteriormente, seria fusionado al gen que codifica el

pLIsp7 i
. gpal

receptor mGIuR1.
La clonacion del ORF que codifica la subunidad alfa de la proteina

heterotrimérica G que, posteriormente, se fusionaria al receptor, se realizo
mediante una segunda reaccion de la polimerasa en cadena (PCR), empleando
como molde el DNA del pLIsp7. Los oligos empleados (gpslup y gpsirp)
permitieron la amplificacion de un fragmento de 1454 pb, flanqueado por las
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enzimas de restriccion Smal-Hpal, que codifica dicho ORF. Este fragmento,
ademas, presentaba como modificacion la substitucion del aminoacido Serina
situado en la posicion 5 por el aminoéacido Prolina. Esta sustitucion se realizd
atendiendo a insertar un punto de libre giro en la estructura de la proteina, pero
que no afectase su funcionalidad.

El fragmento fue subclonado directamente en el plasmido pGEM-T,
dando lugar al plasmido pLIc53 y, posteriormente, una vez secuenciado, el
fragmento Smal-Hpal fue subclonado en los puntos Smal-Smal del plasmido
pexpLIsp2, obteniendo el plasmido pexpLIsp9. (Figura 34).
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Figura 34: Mapa y esquema de construccion del plasmido de expresion
pexpLIsp9, que porta el receptor fusionado a la subunidad Go. de S. pombe
implicada en el proceso de apareamiento.
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3.8 CONSTRUCCION DEL RECEPTOR FUSIONADO A LA SUBUNIDAD
ALFA QUIMERICA.

La construccion de la subunidad alfa quimérica se realiz6 mediante la
reaccion de la polimerasa en cadena (PCR), empleando como molde el DNA del
plasmido pLIc55, que portaba el cDNA que codifica la subunidad Go(0) de
X. laevis. Los oligos empleados (goup y gorp), en las condiciones descritas en el
apartado 2.6.12. de Materiales y Métodos, permitieron la amplificacion de un
fragmento de 270 pb, flanqueado por las enzimas de restricciéon EcoRV- Hpal,
que codifica el fragmento carboxi-terminal del ORF. Ademas, se introdujo un
punto de corte Nrul inmediatamente después del punto EcoRV, que provoco el
cambio del aminoacido Lisina de la posicion 314 por el aminoacido Arginina en
el marco de lectura, pero imprescindible para realizar la construccién hibrida. Esta
sustitucion no afectdé a ninguno de los dominios conservados implicados en la
funcionalidad de la subunidad Ga., por lo cual seria previsible que no alterara la
funcionalidad de la misma.

Una vez amplificado el fragmento se subcloné en el plasmido pGEM-T,
dando lugar al plasmido pLIc56 vy, posteriormente, se procedi6 a su
secuenciacion.

El plasmido pLIc55 se construy6 mediante la subclonacién del fragmento
Sall-Sall del plasmido XLG(0), en el plasmido Skblues. El plasmido XLG(0),
que portaba el cDNA que codifica la subunidad Go(0), fue cedido por el Dr.
Allende.

Posteriormente, el fragmento del plasmido pLIsp7 Ncol-Dral, que
codifica el fragmento amino-terminal de la subunidad alfa de S. pombe, fue
subclonado en los puntos Ncol-Nrul del plasmido pLIc56, dando lugar al
plasmido pLIc57.

El plasmido pLIc57, que portaba la construccion de la subunidad alfa
quimérica, se utiliz6 como DNA molde para una segunda reaccion de la
polimerasa en cadena (PCR). Los oligos empleados (gpslup y gorp) permitieron
la amplificacion de un fragmento de 1219 pb, flanqueado por las enzimas de
restriccion Smal-Hpal, que codifica el ORF quimérico. Como en el caso anterior,
el fragmento correspondiente a la subunidad G, de S. pombe presentaba la
substitucion del aminoacido Serina situado en la posicion 5 por el aminoacido
Prolina.

Una vez amplificado, el fragmento fue subclonado directamente en el
pladsmido pGEM-T, dando lugar al plasmido pLIc59, en el que se volvio a
verificar la ausencia de mutaciones por secuenciacién. Seguidamente, el
fragmento Smal-Hpal fue subclonado en los puntos Smal-Smal del plasmido
pexpLIsp2, obteniendo el plasmido de expresion pexpLIspl0. (Figura 35).
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Figura 35: Mapa y esquema de construccion del plasmido de expresién
pexpLIspl0, que porta el receptor mGIluR1 fusionado a la subunidad Ga. hibrida.
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3.9 CONSTRUCCIONES DEL RECEPTOR mam2® FUSIONADO A LAS
SUBUNIDADES ALFA.

Para la obtencion de las distintas construcciones, que portarian el receptor
mam2* fusionado a las diferentes subunidades Ga., se emplearia el plasmido
episomico plIRT2, de forma que su expresion estaria regulada por el propio
promotor del gen mam2*. Asi, en primer lugar, mediante el disefio de los
oligonucleédtidos adecuados (mam2pup y mamz2prp), se amplific6 un fragmento
mayor de la region promotora del gen mam2*. El fragmento resultante de 1004
pb, anterior al codon de iniciacion ATG, se subcloné en el plasmido pGEM-T,
dando lugar al plasmido pLI1c49B y, posteriormente, se secuencio.

El plasmido pLIc49C fue obtenido mediante la subclonacion del
fragmento Sall-Ncol del plasmido pL1c49B, en los puntos Sall-Ncol del plasmido
pLIc49.

Luego, se realiz6 la construccién del plasmido episomico pLIsp8, que
portaba el gen que codifica el receptor mam2™ y que se emplearia como control.
Para ello, el inserto Sall-Sacl del plasmido pLIc49C fue subclonado en el
plasmido pIRT2. (Figura 36).

La construccion de la primera proteina de fusion se realiz6 mediante la
subclonacion del inserto Smal-Hpal del plasmido pLIc53, en el punto de
restriccion EcoRV-EcoRV del plasmido pLIc49C, dando lugar al plasmido
pLIc6l. Posteriormente, el fragmento Sall-Sacl del plasmido pLIc6l, que
portaba el receptor mam2*, del cual se habian deleccionado los Ultimos 21
aminodcidos del extremo carboxi-terminal, fusionado al ORF completo de la
subunidad alfa de S. pombe, fue subclonado en el vector pIRT2, dando lugar al
plasmido pLIsp9. (Figura 37).

La segunda proteina de fusién se realiz6 mediante la subclonacion del
fragmento Xhol-Notl del plasmido pLIc60, en el plasmido pLIsp9, originando el
plasmido pLIspl10. El fragmento Xhol-Notl del plasmido pLIc60 portaba parte
del ORF del gen gpal® fusionado al cDNA, que codifica el extremo carboxi-
terminal de la subunidad Ga(0) de X. laevis, unido al terminador nmt*. La
insercion de este fragmento de DNA en el plasmido pLIsp9, reconstituiria la
subunidad alfa quimérica fusionada al receptor mam2*. (Figura 38).
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Figura 36: Mapa y esquema de construccion del plasmido de expresion pLIsp8,
que porta el receptor Mam2p de S. pombe.
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Figura 37: Mapa y esquema de construccion del plasmido pLIsp9, que porta el
receptor Mam2p fusionado a la subunidad Go de S. pombe implicada en el
proceso de apareamiento.
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Figura 38: Mapa y esquema de construccion del plasmido pLIsp10, que porta el
receptor Mam2p fusionado a la subunidad Ga hibrida.

3.10 DESARROLLO DE LAS CONSTRUCCIONES DE INTERRUPCION DE
LOS GENES mam2™ Y gpal®.

Para comprobar la funcionalidad de las diferentes construcciones de
fusiéon en S. pombe, el siguiente paso fue la obtencidon de cepas carentes del
receptor mam2” y de la subunidad alfa gpal®, utilizando como marcador de
seleccion el médulo KanMX6 (Wach et al., 1997). Dicho mddulo esta formado
por el promotor y el terminador del gen que codifica el factor de elongacion-
translacion 1o de Ashbya gossypii e, intercalado, el gen que confiere resistencia a
kanamicina kan" de E. coli. De esta forma, el médulo KanMX6 constituye un
marcador dominante que confiere resistencia a geneticina (G418) en S pombe.
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La construccion de interrupcion del gen mam2™ se realizd insertando el
fragmento Smal-EcoRV del plasmido pFA6-KanMX6 (Cedido por el Dr.
Arroyo), en el punto Hpal-EcoRV del plasmido pLIc49, dando lugar al plasmido
pLIc63. El fragmento Avall-Sacl de dicho plasmido se utilizé en el proceso de
interrupcion. (Figura 39).
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Figura 39: Mapa y esquema de construccion del plasmido pLIc63, que porta el
cassette de interrupcion del gen mam 2.

La construccion de interrupcion del gen gpal® se realizd insertando el
fragmento BamHI-Bglll del plasmido pFAG6-KanMX6i, en el punto Bcll del
plasmido pLIsp7, dando lugar al plasmido pLIspll. El fragmento Spel-HindllI
de dicho plasmido se utiliz6 en el proceso de interrupcién. (Figura 40).
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Figura 40: Mapa y esquema de construccion del plasmido pLIspl1, que porta el
cassette de interrupcion del gen gpal®.

3.11. CONSTRUCCIQN DEL PLASMIDO DE EXPRESION DE LA LINEA
CELULAR DE MAMIFERO 45.EM18; pexpLlccl.

El plasmido de expresion empleado fue el denominado pREP4, de la casa
comercial Invitrogen. Dicho plasmido de replicacién auténoma (episémico)
presenta como marcador de seleccién el gen que codifica la resistencia a
higromicina, asi como un sitio multiple de clonacién, situado entre el promotor
del virus del sarcoma de Rous (RSV), constitutivo, y el terminador SV40.

De esta forma, el fragmento Ndel-BamHI del plasmido pexpLlsp2, que
contiene el cDNA que codifica el receptor mGluR1a, fue subclonado en los
puntos Pvull-BamHI del plasmido pREP4, dando lugar al plasmido pexpLlccl.
Tras el corte Ndel, el plasmido pexpLIsp2 fue tratado con el enzima T4 DNA
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polimerasa, obteniendo un corte romo compatible con el punto Pvull del plasmido
pREPA4. (Figura 41).
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Figura 41: Mapa y esquema de construccion del plasmido de expresién
pexpLlccl, que porta el receptor mGIuR1.
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ANTECEDENTES.

El estudio de la expresion de proteinas heterélogas en sistemas
unicelulares, como las levaduras, forma parte de las lineas de investigacion
desarrolladas en el Departamento de Microbiologia Il de la U.C.M. Aunque los
diferentes estudios realizados hasta la fecha abordan este tema desde diferentes
puntos de vista, si debemos hacer mencién de forma breve al estudio que ha
establecido las bases para el desarrollo de este trabajo.

Destaca por su importancia el trabajo realizado por la Dra. Alejandra
Montessi para su tesis doctoral, “Expresion del receptor metabotropico del
Glutamato, mGIluR1a, de cerebro de rata en microorganismos y obtencion de
anticuerpos monoclonales frente a este receptor.”. El objetivo fundamental, de
forma similar al planteado en la realizacion de esta tesis doctoral, era lograr la
expresion y reconstitucion del receptor mGIuR1 en la levadura Saccharomyces
cerevisiae, de forma que su funcionalidad se pudiera acoplar a una respuesta en
esta célula, mediada por proteinas G. La eleccion de la levadura Saccharomyces
cerevisiae como sistema heter6logo de expresion, se realizé atendiendo a varias
razones:

S. cerevisiae es la levadura més empleada hasta la fecha en la produccion
de proteinas recombinantes. Las técnicas de manipulacion genética empleadas en
esta levadura han sido ampliamente desarrolladas y, ademas, se posee un gran
conocimiento de su fisiologia. Cabe resaltar el hecho de que se conoce la
secuencia completa del genoma de dicha levadura y, ain mas, gracias al proyecto
EUROFAN, se estd procediendo a estudiar la funcionalidad de los diferentes
genes secuenciados.

En segundo lugar, en S. cerevisiae se ha descrito la existencia de sistemas
de respuesta a estimulos hormonales, por parte de células de tipo sexual opuesto,
donde estan implicados receptores con la estructura tipica de los que transmiten su
sefial al interior celular a través de su union a proteinas G, al igual que el receptor
mGIuR1.

Los resultados obtenidos en la tesis antes citada mostraron que la levadura
S. cerevisiae no parece ser un sistema apropiado para la expresion del receptor
metabotrdpico del glutamato, mGIuR1.

El fragmento de cDNA que codifica el receptor mGluR1a completo, se
subclond en plasmidos de expresion episomicos, derivados del plasmido YEP352,
bajo la regulacion de promotores fuertes y constitutivos. De esta forma, se
construyeron plasmidos donde el marco abierto de lectura estaba flanqueado por
el promotor del ADH1 (alcohol deshidrogenasa 1) y su propio terminador, o bien
donde el marco abierto de lectura estaba flanqueado por el promotor de PGK
(fosfogliceratokinasa) y su terminador.
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En la cepa de S. cerevisiae 7¢ (MATa, his3, trpl,ura3, ste2::HIS3),
transformada con ambos plasmidos, se comprobd la expresion del receptor en
cultivos que crecian exponencialmente, mediante técnicas de hibridacion DNA-
RNA. El resultado obtenido fue desesperanzador, ya que el nivel de expresion
transcripcional era similar al de un gen cromosémico (HIS3), a pesar de emplear
un sistema episémico bajo la regulacién de un promotor constitutivo fuerte.

Este resultado podria indicar que el numero de plasmidos de la célula
fuera menor al normal, aunque los analisis se realizaron con transformantes
recientes. También parecia que el sistema de expresion no funcionara con la
efectividad esperada, aunque es poco probable, ya que los promotores (ADH1 y
PGK1) utilizados han mostrado un alto nivel de expresion constitutiva. Por
ultimo, podria ser debido a la inestabilidad del RNA en el sistema empleado, que
de hecho, se podria agravar con el gran tamafio del transcrito.

Viendo la baja expresion transcripcional que presentaba, se penso en
mejorar de la expresion proteica del sistema. En un intento de mejorar la
produccion de proteina se pensd en la utilizacion de cepas de S. cerevisiae
deficientes en proteasas y, en concreto, la cepa BJ2168 (MATa, leu2, trpl,
ura3.52, prb1-1122, pep4-3, prc1-407, gal2, ste2::hisG). Se ha demostrado que el
uso de estas cepas permite aumentar la produccion de ciertas proteinas. Aun asi,
los niveles de expresion proteica nunca fueron detectados inmunoldgicamente con
los anticuerpos desarrollados frente al fragmento amino-terminal del receptor.

Estos resultados nos llevaron a plantearnos la utilizacion de un segundo
sistema de expresion heterélogo; la levadura Schizosaccharomyces pombe.
S. pombe, al igual que S. cerevisiae, es una levadura donde las técnicas de
biologia molecular y de manipulacion genética estan bien desarrolladas, pero lo
maés interesante de esta levadura es que una gran variedad de procesos celulares
son muy similares a los que ocurren en mamiferos y, esta caracteristica, la hace
idonea para la expresion de proteinas de eucariotas superiores. Ademas, en S.
pombe se habia descrito la existencia de un sistema de respuesta a estimulos
hormonales, similar al de S. cerevisiae, con receptores asociados a proteinas G.

Por otro lado, en la tesis doctoral anteriormente mencionada, se describio
la obtencion de anticuerpos monoclonales frente al receptor mGIuR1 y se realizo
un estudio previo, utilizandolos para la deteccion de la expresion en S. pombe. Si
bien los resultados obtenidos parecian satisfactorios, era necesario efectuar un
estudio méas profundo de estos anticuerpos, encaminado a dos puntos clave:

1. Estos anticuerpos fueron utilizados solo para el reconocimiento del
receptor expresado heterolégamente y no en condiciones nativas. Parecia pues
obvio que faltaba el estudio en tejidos del SNC, no sélo de rata, sino también de
otras especies, debido al alto grado de homologia que presentan entre si. De
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hecho, el receptor mGIuR1 de rata presenta un porcentaje de homologia del 97%
con el de humanos (HmGIuR1a).

2. El antigeno empleado fue el fragmento amino-terminal del receptor
mGIuR1 de rata, fragmento que presenta un elevado grado de homologia con
otros receptores de la misma familia. Este hecho nos llevo a plantearnos la
posibilidad de la existencia, por parte de estos anticuerpos, de reaccion cruzada
con otros receptores.
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1. ESTUDIO DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR mGIuR1 EN S. pombe.

Por las diferentes razones que hemos comentado en el apartado anterior,
se decidi6 estudiar la levadura S. pombe como sistema de expresion heterdloga
del receptor mGIuR1 de rata.

La eleccion de la cepa adecuada, para la realizacion de los diferentes
estudios, atendié a las condiciones fisioldgicas requeridas en dicha levadura para
llevar a cabo el proceso de apareamiento. Proceso que intentamos mimetizar con
la expresion del receptor mGIuR1 y el empleo del agonista adecuado.

Como hemos detallado en la introduccidn, el resultado de la activacién de
la cascada de apareamiento, mediada por feromonas, provoca una serie de
cambios fisiologicos en la célula que llevan, como resultado final, al proceso de
conjugacion. Pero, en el caso de S. pombe, ademas, se requiere una sefial previa,
derivada del agotamiento de los nutrientes del medio de cultivo. Sefial que
produce una serie de cambios intracelulares, que preparan a la célula para
responder a feromonas y parar en la fase G1 del ciclo celular.

Estos hechos llevaron a la eleccion de cepas que presentaran el gen cyrl®
deleccionado, JZ298 y JZ300 (cedidas por el Dr. Yamamoto), como las
presumiblemente idoneas para la realizacion de dicho trabajo. ElI gen cyrl®
codifica una adenilciclasa, cuya disrupcion nos permite mimetizar la condicion de
agotamiento de nutrientes, aun creciendo las levaduras en medios ricos. De esta
forma, la expresion de la proteina heter6loga no es afectada por el crecimiento en
medios pobres.

Por otro lado, dicha cepa debia ser heterotélica. Las cepas homotélicas de
S. pombe, al igual que S. cerevisiae, presentan la capacidad de cambiar de tipo
sexual espontaneamente y, por lo tanto, llevar a cabo el proceso de apareamiento
debido a la presencia de ambos tipos sexuales en un mismo cultivo, aunque sea
originario de un Unico clon. Asi, el empleo de cepas homotélicas imposibilitaria la
comprobacion del acoplamiento funcional del receptor a la cascada de
apareamiento, porque, en las condiciones del estudio, no seria posible discernir si
la activacion de la cascada mediada por feromonas era consecuencia de la
actividad del receptor heter6logo o era debido al proceso de conjugacion per se.

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, la cepa de S. pombe
seleccionada fue la heterotdlica h™ cyrl:ura4™ leul-32 ade6.M216 ura4di8
(JZ300).

1.1 CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS DE EXPRESION EN S. pombe.

La construccion de los plasmidos de expresion de S. pombe, que portan
los diferentes subtipos del receptor mGIuR1, se detalla en el apartado 3.2 de
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Materiales y Métodos. El plasmido de expresion seleccionado fue el plasmido
episébmico pREP1 (Maundrel, 1993). Este plasmido porta un promotor inducible,
denominado nmtl, reprimible por tiamina y de gran eficacia; seguido por un sitio
mdaltiple de clonacion y el terminador nmtlt. Presentan como gen marcador de
seleccion el gen LEU2 de S. cerevisiae, capaz de complementar de la mutacion
leul de S. pombe.

Los diferentes plasmidos de expresion obtenidos se nombran a
continuacion:

pexpLIsp2 : Porta el cDNA que codifica el receptor mGluR1a (pRS119).
pexpLIsp4 : Porta el cDNA que codifica el receptor mGIluR1b (pRS120).

pexpLIsp6 : Porta el cDNA que codifica el receptor mGIluR1b, pero
truncado en un punto de restriccion EcoRI (1-2673) (pRS120) y que, debido a esa
deleccion, mimetiza al receptor mGluR1c.

La cepa heterotalica h™ cyrl:ura4” leul-32 ade6.M216 ura4d18 (JZ300)
fue transformada con estos plasmidos y el utilizado como control, pREP1,
mediante el método del acetato de litio, obteniéndose una eficiencia de
transformacion dentro de los valores esperados.

1.2. ESTUDIO DE LA TRANSCRIPCION DEL RECEPTOR mGIuR1.

Una vez obtenidos los diferentes transformantes de los plasmidos
portadores de los diferentes subtipos del receptor mGIuR1 y del plasmido control
PREP1, decidimos realizar, en primer lugar, estudios de la expresion
transcripcional de dicho receptor. Para ello, se emplearon técnicas de hibridacion
DNA-RNA no radiactiva (Northern Blot).

Estos ensayos de hibridacion de DNA-RNA se realizaron en todos los
casos en condiciones de alta especificidad de hibridacion (68°C), usando como
sonda un fragmento de 990 pb, del dominio amino-terminal del mGIuR1,
amplificado por PCR (1246-2236), con los oligos Glulup y Glulrp y en las
condiciones descritas en el apartado 2.6.12. de Materiales y Métodos. Ademas, se
utiliz6 una segunda sonda, el DNA que codifica el gen LEU2 de S. cerevisiae,
utilizado como marcador de seleccion en los diferentes plasmidos de expresion.

Los primeros ensayos realizados se centraron en estudiar las posibles
variaciones en el nivel de transcripcion del receptor, en funcion del tiempo
transcurrido una vez inducida la expresion del receptor. Los plasmidos de
expresion construidos (de tipo pREP), portan el promotor nmt1™ (regulado por la
presencia 0 ausencia de tiamina en el medio), de forma que, tras la eliminacién de
la tiamina del medio, se produce la induccion de la expresion. Ahora bien,
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debiamos previamente determinar el tiempo transcurrido, a partir de la induccién,
donde los valores de la expresion fueran adecuados para posteriores
experimentos.

Para ello, de diferentes cultivos de los transformantes obtenidos con los
plasmidos pexpLIsp2 y pREP1, se tomaron muestras a diferentes tiempos: 0, 16
y 24 h, tomando como tiempo 0 la eliminacion de la tiamina del medio. Se extrajo
el RNA total (2.6.14 de Materiales y Métodos) y se cargaron 25ug de muestra por
pocillo. En la Figura 42 se muestran los resultados obtenidos.

1 2 3 4

- ) mGluR1la
-—

—— 35S

L, LEU?

op—
O —8s
| . . JZ300/pREP1. Tiempo 24 h.
ad

JZ300/pexpLIsp2. Tiempo 0 h.
JZ300/pexpLIsp2. Tiempo 16 h.
JZ300/pexpLIsp2. Tiempo 24 h.

Eali A

35S
18S

Figura 42: Estudio de la transcripcion en funcién del tiempo del receptor
mGIuR1a en la levadura S. pombe, mediante la técnica de hibridacion DNA-RNA
no radiactiva (Northern Blot). Unicamente se muestra el tiempo de 24 h. del
control JZ300/pREP1, ya que el resto de tiempos analizados dio el mismo patron
de expresion.

La cantidad de RNA mensajero detectado fue elevada, a partir de las 16 h,
alcanzando un maximo a las 24 h. Estos resultados, demostraron la eficacia del
sistema empleado en la transcripcion del gen mGluR1a, ya que los niveles de
expresion detectados eran elevados.
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Un segundo ensayo se basé en comprobar si habia alguna diferencia en la
eficiencia de expresion, en funcién del tamafio del transcrito. Para ello,
disponiamos transformantes de los diferentes subtipos del receptor, que dan lugar
a transcritos de caracteristicas analogas, pero de diferente tamafio.

De esta forma, a partir de diferentes cultivos de los transformantes
obtenidos con los plasmidos pREP1, pexpLlsp2, pexpLIsp4 y pexpLIsp6, se
recogieron muestras a las 24 h del tiempo de induccion y se extrajo el RNA total.
De las diferentes muestras, se cargaron 50ug de RNA por pocillo. (Figura 43)

1 2 3 4

|
mGIluR1la

~ , mGlRIb
« | mGluRLc
a4

v —— 35S
| I /: LEU2
'y 1. JZ300/pREP1.
S 2. JZ300/pexpLIsp2.
2 3. JZ300/pexpLIsp4.
4. JZ300/pexpLIspé.
35S
18S

Figura 43: Estudio de la transcripcion de los diferentes subtipos del receptor
mGIuR1, a las 24 h de expresion en la levadura S. pombe, mediante la técnica de
hibridacion DNA-RNA no radiactiva (Northern Blot).

Como se muestra en la Figura 43, en todos los casos se obtuvieron
patrones de expresion elevados, y que no parecian mostrar diferencias en funcion
del tamafio del transcrito.

Estos resultados mostraron que, a diferencia de lo que ocurria en la

levadura S. cerevisiae, el nivel de expresion transcripcional alcanzado era
considerable, superando incluso el nivel de expresion del gen LEU2 que portaba
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el plasmido de expresion. Ademas, la cantidad de transcrito detectada no parecia
estar afectada por el tamafio del transcrito, lo cual parecia indicar que la eficiencia
del sistema empleado era adecuada para estudios posteriores.

1.3. ESTUDIO DE LA EXPRESION PROTEICA DEL RECEPTOR.

Una vez comprobado el alto nivel de transcripcion del receptor, nos
planteamos el estudio de la expresion proteica, atendiendo a dos parametros
béasicos: cuantificacion de la proteina en las condiciones de induccion fijadas para
su estudio funcional, y su localizacion dentro de la célula.

Dicho estudio se realizd6 mediante técnicas inmonoldgicas indirectas,
utilizando como fuente de anticuerpo los liquidos asciticos purificados obtenidos
frente al fragmento amino-terminal, y un anticuerpo comercial frente al fragmento
carboxi-terminal del receptor mGluR1a (Anti-mGluR1a de Pharmingen).

1.3.1. Estudio de expresion de la proteina.

La comprobacién de la expresion proteica del receptor en S. pombe se realiz
mediante electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes y posterior
deteccion inmunoldgica (Western blot). Para ello, se utilizd el anticuerpo
comercial desarrollado frente al fragmento carboxi-terminal del receptor
mGIuR1a, ya que los liquidos asciticos desarrollados frente al fragmento amino-
terminal del receptor reconocen epitopos “conformacionales”, que se pierden en
condiciones desnaturalizantes 0 no nativas. En apartados posteriores, donde
caracterizamos dichos liquidos asciticos, profundizaremos en la explicacién de
esta conclusion.

A partir de la cepa heterotélica de S. pombe transformada con el vector
pREP1 (control) y el plasmido pexpLlIsp2 se obtuvo un extracto proteico,
enriquecido en la fraccion de membranas (2.7.1.1. de Materiales y Métodos).
Dichas muestras se obtuvieron a partir de cultivos con crecimiento en fase
exponencial, a las 20 h de induccion de la expresion (ausencia de tiamina en el
medio). Posteriormente, se determind la concentracion de la proteina total
contenida en los diferentes extractos, mediante el método de Bradford, y las
muestras fueron analizadas por electroforesis y posterior deteccion inmunoldgica.

La cantidad de proteina total vari6 de 50ug a 0.08ug por pocillo, en
diluciones seriadas, atendiendo a un factor de 5, en el caso de las muestras
obtenidas a partir del transformante de pexpLIsp2; mientras que, como control,
se cargaron 50ug del extracto del transformante pREP1.

Como se observa en la Figura 44, se detectd la presencia de proteina,
incluso en el carril con una muestra de 0.4ug de proteina total; indicando el alto
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grado de expresion alcanzado, y que concuerda con los valores obtenidos en la

expresion de RNA.

& O 0t
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115 kDa.c—

84 kDa. =)
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Figura 44: Estudio de la expresion del receptor mGluR1a en la levadura S.
pombe, mediante la técnica de inmunodeteccion indirecta, o Western Blot.

Por otro lado, se comprobé la aparicién de una Unica banda, con un
tamafio molecular de 130-150 kDa y que corresponde, de forma aproximada, con
el tamafio calculado a partir de su secuencia proteica; 133 kDa.
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1.3.2. Ensayos de inmunolocalizacion.

Los ensayos anteriores indicaron que la concentracion de proteina en la
fraccion de membranas de S. pombe era elevada, pero no aportaba datos sobre su
correcta localizacion en la célula.

Hay que tener en cuenta, que el método empleado de fraccionamiento
para la obtencién de extractos celulares no es capaz de distinguir entre la fraccion
constituida por la membrana plasmatica como tal y otras estructuras celulares de
naturaleza similar, como las membranas de reticulo endoplasmatico, las de las
vacuolas, etc. Por otro lado, desconociamos si la conformacion del receptor en la
membrana plasmatica era la correcta. Si fuese asi, el fragmento amino-terminal
presentaria una localizacion extracelular, mientras que el fragmento carboxi-
terminal tendria una localizacion intracitoplasmatica.

De esta forma, se pensd en realizar ensayos de inmunolocalizacion y
microscopia confocal, utilizando los dos anticuerpos de los que disponiamos.
Mediante el empleo de los anticuerpos desarrollados frente al fragmento amino-
terminal, cabria esperar que la marca se viera en la parte externa de la membrana
plasmética, mientras que con el uso del anticuerpo comercial frente al fragmento
carboxi-terminal, la marca seria intracitoplasmatica.

A partir de un cultivo de la cepa de S. pombe, transformada con el
plasmido pexpLIsp2, con crecimiento en fase exponencial y 20 h después de la
induccion, se prepararon dos muestras, siguiendo el protocolo detallado en los
puntos 2.8.1.3. de Materiales y Métodos, ajustado a la naturaleza del anticuerpo
(extra o intracitoplasmatico). Estas muestras fueron analizadas por microscopia
confocal.

En la Figura 45.A, podemos apreciar como toda la marca se localiza en la
superficie celular, indicdndonos que la region amino-terminal tiene una
localizacion que la sitta en el exterior de la membrana plasmética. Mientras que
en la Figura 45.B, se observa un marcaje no selectivo (debido seguramente a la
hiperexpresion), pero si claramente intracitoplasmatico. Los resultados de
deteccion-localizacion obtenidos implican que la proteina debe ser procesada en
el reticulo endoplasmético y ser traslocada a la membrana plasmatica, lo cual
significaria que su péptido sefial es funcional en S. pombe.
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Figura 45: Microscopia confocal de protoplastos de la levadura S. pombe,
transformada con el plasmido de expresion del receptor mGluR1a. A: Tincién con
los anticuerpos desarrollados frente al fragmento amino-terminal. B: Tincién
intracitoplasmatica con el anticuerpo comercial antimGluR1a. 1: (40x) 2:(100x).
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1.4. CARACTERIZACION DE UNA CEPA DEFICIENTE EN PROTEASAS.

Durante la realizacion del presente trabajo se planted la posibilidad de
utilizar una cepa de S. pombe cuyo sistema de proteasas estuviera modificado. Si
bien la cantidad de proteina expresada en los diferentes transformantes es elevada
y, a priori, parecia presentar el tamafio y conformacion adecuados,
desconociamos si la proteina era sometida a procesos degradativos de proteolisis
inespecifica, que podrian afectar a la funcionalidad del receptor.

En el periodo de realizacion de este trabajo, los estudios del sistema
proteolitico en S. pombe eran incipientes y, de hecho, Unicamente se conocian,
aparte de los genes sxal®y sxa2” implicados en el proceso de apareamiento, el
gen que codifica la endopeptidasa dibasica Krplp y la dipeptidil aminopeptidasa
Ysplp (Giga-Hama y Kumagai, 1999; Villa et al., 1994).

Ahora bien, si se sabia que en la levadura S. cerevisiae la principal causa
de proteolisis inespecifica eran las proteasas de origen vacuolar (Jones, 1991) vy,
por lo tanto, para la expresion de proteinas heterologas, los mutantes mas
adecuados eran los deficientes en este tipo de proteasas. En S. cerevisiae, estas
proteasas presentan una ruta de maduracion, para su activacion, controlada por la
proteasa Ay, en menor medida, por la proteasa B. Mutantes pep4, afectados en el
gen estructural de la proteasa A, parecen ser los mas utiles. No obstante, la
observacion de Jones, (1991), de que mutantes de este tipo presentan elevados
niveles de precursor de la proteasa B, susceptible de activacion por un mecanismo
desconocido, aconseja el uso de dobles mutantes pep4 prb1l.

En S. pombe no han sido descritos mutantes similares a los anteriores, si
bien, a través del Dr. J. Correa, obtuvimos una cepa de S. pombe que podria
presentar su sistema proteolitico afectado.

La cepa de S. pombe h™ leul-32 proteasa” (JC) presenta una mutacién no
caracterizada genéticamente (proteasa’), pero si se habia observado la ausencia de
degradacion del gen cdc25, en su analisis mediante técnicas inmunoldgicas
(western blot) de extractos proteicos mantenidos a T2 ambiente durante un
periodo de 12 h (comunicacion personal). Por lo tanto, dicha cepa parece tener
afectado su sistema de proteasas, dado que extractos proteicos de dicha cepa no
presentan el grado de degradacion proteica de una cepa silvestre.

1.4.1. Comprobacion del fenotipo proteasa - .
El desarrollo de una técnica sencilla, para la deteccion del fenotipo

mencionado, era un paso clave para la obtencion de una cepa que ademas portara
la mutacion cyrl, fundamental en el desarrollo de este trabajo.
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Para ello, se utilizaron los ensayos denominados APE Carboxipeptidasa Y
y de Proteinasa B, especificados por Jones., (1991), pero con las modificaciones
oportunas, definidas en el apartado 2.5 de Materiales y Métodos.

Asi, se comprobd la actividad proteasa A, mediante un ensayo basado en
la degradacién del compuesto N-Acetil-DL-fenilalanina B-naftil éster. Cuando se
produce la degradacion de este compuesto, se libera B-naftol, que reacciona con
las sales de diazonio (Fast Garnet GBC), dando lugar a un compuesto de
coloracién roja. Como control, se pusieron dos cepas de S. cerevisiae sin
actividad proteasa A y B (BJ2168 y BJ5461), asi como la cepa silvestre TD28 y
las cepas silvestres de S. pombe con el genotipo h™® (972) y h™ leul-32 (80). El
resultado dejo claro que la cepa de S. pombe h™ leu 1-32 proteasa” (JC) presenta la
misma coloracién roja de las silvestres, con actividad proteasa A.

Posteriormente, se comprobd la actividad proteasa B, basada en la
degradacion del substrato Hide Powder Azure. En este ensayo se pusieron los
mismos controles. Las cepas silvestres, en ambos casos, producian la degradacién
del compuesto, mientras que la mutante de S. pombe JC y las de S. cerevisiae
(BJ2168 y BJ5461) no. (Figura 46).

S. cerevisiae:.
1. TD28.

2. BJ2168.
3. BJ5461.
S. pombe:
4,972.

5. 80.

6. JC.

Figura 46: Ensayos de proteasa A (A) y proteasa B (B) de las cepas de
S. cerevisiae y S. pombe.
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Como se observa en la Figura 46, el fenotipo se caracterizaba por
ausencia de degradacion, en la cepa JC, del compuesto Hide Powder Azure
(Sigma), en comparacion a las cepas silvestres y en las condiciones descritas.

1.4.2. Construccion de la cepa proteasa - empleada como sistema de
expresion.

Utilizando la prueba desarrollada en el apartado anterior, se decidié la
construccion de la cepa h™ cyrl:ura4” leul-32 ade6.M216 ura4dl8 proteasa-
(JCB1) como sistema de expresion. La construccion se llevé a cabo mediante una
serie de cruces y se utiliz6 el método de Randon Spore Analysis, con el posterior
analisis y comprobacion de las cepas obtenidas.

Los pasos seguidos se desarrollan en la Figura 47.
1.4.3. Comprobacion de la eficiencia proteolitica.

Para comprobar la eficacia del sistema proteolitico de las cepas proteasa-, y, en
concreto de la cepa JCB1, se utilizaron técnicas de electroforesis de proteinas en
condiciones desnaturalizantes y deteccién inmunolégica (western blot),
empleando el anticuerpo comercial frente al receptor mGluR1a. De esta forma,
queriamos comprobar la influencia del fenotipo proteasa — descrito en la
expresion del receptor.

Para ello, a partir de cultivos de cepas JZ300 y JCB1 transformadas con
el plasmido pexpLIsp2, y en las condiciones dptimas de induccién, se prepararon
extractos proteicos, tal como se describe en el apartado 2.5.1. de Materiales y
Métodos; pero utilizando unicamente PMSF como inhibidor de proteasas, a una
concentracion 0.1 mM. Una vez obtenidos los extractos, estos se incubaron a T2,
ambiente, tomando muestras a diferentes tiempos (0 - 12 h), que fueron
mantenidas a -20°C hasta la resolucion del gel. (Figura 48).

El resultado obtenido no mostrd diferencias significativas entre los
extractos obtenidos de ambas cepas, en los distintos tiempos ensayados y en
presencia de PMSF como unico inhibidor de poteasas. En todos los casos, se
detectd Unicamente la banda con un tamafio aproximado de 140 kDa, que
corresponde al receptor mGIluR1a, y no bandas de menor tamafio, resultantes de
un posible proceso degradativo, ni tan siquiera tras 12 h de incubacion a T2
ambiente.

Este resultado nos llevé a desestimar el empleo de la cepa proteasa- para
estudios posteriores, ya que, como se comprob6, la expresion del receptor
mGluR1a no parecia verse afectada y, ademas, el defecto genético no estaba
caracterizado.
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PRIMER CRUCE.
h-s leu1.32 proteasa” X h*N leu1.32 ura4d18

SELECCION:

Replica de medio rico YES a
medio minimo carente de
uracilo (EMM ura-).

Ensayo de proteasas de los
clones auxétrofos de uracilo.

COMPROBAR:

hs /h*N leul.32 ura4d18 proteasa Auxotrofias (EMM).
Haploidia (YEP).
Tipo sexual.

SEGUNDO CRUCE.

h*N'leul.32 ura4d18 proteasa X h™ cyr:ura4* leul.32 ade6M216 ura4d18

SELECCION:

Siembra en medio minimo carente
de uracilo (EMM ura-).

Ensayo de proteasas de los clones
aislados.

\ 4 COMPROBAR:
hs /h*N cyrl:urad* leul.32 ura4d18 proteasa Auxotrofias (EMM).
h's /h*N cyrl:urad* leul.32 ade6.M216 uradd18 proteasar iaploidia (YEP).
Tipo sexual.

Figura 47: Esquema de obtencion de las cepas de S. pombe h® /h*™™ cyrl:urad”
leul.32 ura4d18 proteasa™ (JCC1/JCC2) y h® /h*" cyrl:urad® leul.32
ade6.M216 ura4d18 proteasa’ (JCB1/JCB2). La fotografia muestra el ensayo de
seleccion de los clones que muestran el fenotipo proteasa-.
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1-6. JZ300/pexpLIsp2. 5y12. 8h.
7.JZ300/pREPL1. 6,7y 13.12h.
8-13. JCB1/pexpLIsp2.

Figura 48: Comprobacion de la eficiencia proteolitica de las cepas de S. pombe
JZ300hexpLlsp2 y JCB1/pexpLlsp2 mediante técnicas de inmunodeteccion
indirecta (Western Blot). Tras la obtencion de los diferentes extractos, se
incubaron a T2 ambiente y se cargaron 20 ug de proteina total por carril.

1.5. ENSAYOS FUNCIONALES.

Llegados a este punto, se realizaron los primeros ensayos funcionales.
Estos ensayos se realizaron estudiando la parada en fase G1 del ciclo celular, que
ocurre con la activacién de la cascada de apareamiento en la cepa de S. pombe
cyrl. Para ello, siguiendo el protocolo especificado en el punto 2.8.1.1. de
Materales y Métodos, se prepararon diferentes muestras de los transformantes del
plasmido pexpLIsp2, y del plasmido pREP1 como control.

Las condiciones del ensayo utilizadas se ajustan a las descritas en el
apartado 2.11 de Materiales y Métodos. Los cultivos de ambos transformantes se
incubaron con una concentracion de agonista L-Glutdmico 10mM o, en ausencia
de este metabolito, como control, y se tomaron muestras a las 3, 5, 9y 24 h.

En la Figura 49, se muestra el analisis citométrico de dicho ensayo.
Como se observa, los transformantes que portan el plasmido pexpLlsp2
presentan un aumento de las células que estaban en fase G1 del ciclo celular a las
24 h, pero que no es atribuible a la presencia de agonista en el medio vy, por lo
tanto, podria depender de las condiciones del cultivo.
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Figura 49: Analisis por citometria de flujo del contenido de DNA celular de la cepa de S. pombe JZ300/0REP1 (1)
y JZ300/pexpLIsp2 (3) en condiciones de induccion de la expresion del receptor, y en presencia de L-Glutamato,
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La determinacion del contenido de DNA celular en S. pombe, por técnicas
de citometria de flujo, se caracteriza por un predominio de las células en la fase
G2 del ciclo mitotico, con una fase G1 apenas perceptible, como ocurre en el
control del experimento. Este hecho se debe a que en S. pombe, a diferencia de lo
que ocurre en S. cerevisiae, en condiciones normales, inmediatamente después de
producirse la mitosis comienza la fase S o de replicacion de DNA.

En los resultados obtenidos en este ensayo, el aumento en el porcentaje de
células en fase G1 de la cepa JZ300/pexpLIsp2 en condiciones de induccion, no
parece estar relacionado con el agotamiento de los nutrientes en el medio, o con el
acoplamiento del receptor a la cascada de apareamiento, ya que la presencia del
agonista L-Glutdmico en el medio aumentaria este porcentaje, si se comportase
como una feromona.

En un intento de dilucidar la causa de este resultado, se penso en realizar
un experimento en el que se estudiase la cinética de crecimiento de los
transformantes de la cepa de S. pombe utilizada en este estudio.

1.5.1. Estudio de la cinética de crecimiento de la cepa de S. pombe JZ300.

El primer estudio se basdé en ver las diferencias en la cinética de
crecimiento de los diferentes transformantes obtenidos en condiciones de
represion de la expresion de la proteina heterdloga (tiamina en el medio) y en
condiciones de expresion (sin tiamina). Para ello, a partir de preinoculos en fase
exponencial de cultivos de transformantes de la cepa JZ300, con el plasmido de
expresion pexpLlIsp2 y el plasmido pREP1 como control, se tomaron muestras
gue se sometieron a varios lavados, para retirar los posibles restos de tiamina.
Posteriormente, se volvieron a resembrar en el mismo medio, en condiciones de
induccién o en presencia de tiamina (represion), a una D.O. final de 0.02
aproximadamente.

A partir de las 12 h de crecimiento, se tomaron muestras a intervalos de 2
a4h.

Como se observa en la Figura 50, todos los cultivos parecen seguir la
misma cinética de crecimiento, hasta aproximadamente las 16 h., donde, en
condiciones de expresion, el cultivo de JZ300/pexpLIsp2 en condiciones de
induccién sufre un cambio en la pendiente de la recta.

Debemos resaltar el hecho de que, segin datos bibliogréficos y la
comprobacion mediante técnicas de Northern Blot (realizada en este trabajo), se
ha comprobado que la expresion del receptor mGluR1a en este sistema empieza a
detectarse a partir de las 16 h y es maxima a las 24 h, por lo que el cambio en la
cinética de crecimiento, tras el mismo periodo de tiempo, parece estar
directamente ligado a la expresion de la proteina heterdloga.
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De hecho, el tiempo de generacion, calculado a partir de los datos
obtenidos, se situa alrededor de las 4.5-5.5 h., en los cultivos donde la expresion
de la proteina esta reprimida o bien porta el plasmido de control pREP1, mientras
que en el caso de los transformantes del plasmido pexpLlIsp2 el tiempo de
generacion aumenta hasta 13,12 h  (incrementandose un  150%,
aproximadamente), calculado a partir de las 20 h.

10
PSS
g !
o}
[a)
—e—JZ300/pREP1+ Tia
0,1
—e— JZ300/pREP1.
JZ300/pexpLlsp2 + Tia.
—a—JZ300/pexpLIsp2.
0,01 T T T ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (horas).

Figura 50: Estudio de la cinética de crecimiento de los transformantes de la cepa
de S. pombe JZ300, con los plasmidos de expresion pREP1 y pexpLlsp2, en
medios con tiamina (Tia), o bien en ausencia de la misma. La flecha marca las 20
h, donde se produce un cambio en la pendiente de las rectas.

Estos datos indican la influencia de la sobreexpresién de la proteina
heterdloga en la cinética de crecimiento.

Ademas, se realiz6 un segundo estudio de la cinética de crecimiento de
estos transformantes, en presencia o ausencia de ligando “exdgeno” (L-glutamico
10 mM) y en condiciones de induccién. De esta forma, intentdbamos poner de
manifiesto la posible activacion del receptor expresado heter6logamente, ya que,
en presencia del agonista, el cultivo sufriria un retraso en el crecimiento, debido a
su parada en fase G1 del ciclo celular.

Para ello, a partir de cultivos de los transformantes portadores del

plasmido pexpLlIsp2 y pREP1 en fase exponencial, se tomaron muestras que,
tras ser lavadas, se volvieron a resembrar en el mismo medio sin tiamina
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(induccién de la expresion) y, a su vez, con y sin agonista (acido L-Glutamico) a
una concentracion de 10 mM.

Posteriormente, a partir de las 12 h de crecimiento se tomaron muestras
cada 3 h.

Como se observa en el Figura 51, todos los cultivos parecen seguir la
misma cinética de crecimiento hasta las 16 h., donde los cultivos sufren un
cambio en la pendiente de la recta, como se comprobd en estudios anteriores. A
partir de este punto, las tasas de crecimiento varian, aunque independientemente
de la presencia del ligando “exdgeno”. La ausencia del retraso esperado en el
crecimiento del cultivo, en condiciones de expresion y en presencia del ligando,
podria indicar la ausencia de acoplamiento del receptor.

O 10
@)

c

- 1

0,1 & > ——JZ300/pexpLIsp2
—8—JZ300/pexpLIsp2+ L-Glu 10mM.
0,01 ; 1Z300/pREP1.
0,001 +JZBQO/pREP1 + L-‘Glu. 10mM.
0 20 40 60
Tiempo (horas).

Figura 51: Estudio de la cinética de crecimiento de los transformantes de la cepa
de S. pombe JZ300 con los plasmidos de expresion pREP1 y pexpLIsp2, en
condiciones de induccién de la expresion y en presencia o ausencia del agonista
L-Glutamico, a una concentracion 10 mM.

Este tipo de resultados nos hizo plantearnos la posibilidad de utilizar un
nuevo sistema de deteccidn-cuantificacion, mas especifico del proceso de
apareamiento.

1.6. DESARROLLO DE UN SISTEMA DE DETECCIQN—CUANTIFICACION
DE ACTIVACION DE LA CASCADA DE PROTEINA QUINASAS DEL
PROCESO DE APAREAMIENTO EN S. pombe.

Como hemos comentado en apartados anteriores, el acoplamiento del
receptor mGIuR1 a la cascada de proteina quinasas involucradas en el proceso de
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apareamiento podria ponerse de manifiesto mediante el empleo de sustancias
agonistas de dicho receptor y la posterior comprobacion de la aparicion de efectos
propios de la activacion de dicha cascada. Dentro de estos procesos se incluyen la
parada en fase G1 del ciclo celular, la aparicién de una morfologia caracteristica
(tubo germinativo), asi como la expresion de determinados genes regulados por la
activacion de dicha cascada.

Hasta el momento, el pardmetro utilizado para comprobar el acoplamiento
del receptor habia sido la parada en fase G1 del cultivo, una vez afiadido el
agonista. Aunque los resultados obtenidos (apartado 1.4 de resultados) dejaban
clara la dificultad de apreciar la parada en la fase G1 de cultivos no sincronizados
en las condiciones ensayadas.

Por este motivo, decidimos utilizar otro pardmetro, como es la medicion
de la expresion de genes que se activan especificamente durante el apareamiento.
La idea consiste en acoplar un gen marcador (gen reporter) al promotor de un gen
de la cascada, o directamente relacionado, que se active exclusivamente por
feromonas, o en el caso de que se produzca el acoplamiento del receptor mGIluR1
a dicha cascada, utilizando con agonistas especificos de dicho receptor.

El primer gen elegido fue el sxa2™ de S. pombe (Imae y Yamamoto,
1992), que codifica una proteina implicada en la degradacion del factor P y cuya
expresion esta exclusivamente regulada por la activacién de la cascada de
apareamiento, aunque es nula en el agotamiento de las fuentes nutricionales del
medio. Como hemos comentado en la introduccion, el agotamiento de los
nutrientes produce una serie de cambios intracelulares que preparan a la célula
para responder a feromonas, incluyendo la expresion o activacion de genes que
estdn involucrados en dicho proceso, y que son constitutivos en cepas cyrl.
Posteriormente, la activacion de la cascada de proteina quinasas dara lugar a la
expresion o activacion de otro grupo de genes, que culminaran el proceso de
conjugacion, entre los que se incluye el gen sxa2”.

1.6.1. Construccion del sistema cuantificacion-deteccion del gen sxaZ .

La construccidon del sistema de deteccion de la cascada de apareamiento,
basado en al gen sxa2®, se detalla en el apartado 3.3 de Materiales y Métodos.
Para ello, en primer lugar, se procedié a la amplificacion del gen, mediante la
reaccion de la polimerasa en cadena, utilizando como molde el DNA gendmico de
la cepa parental h™ 972. Tras su amplificacion, se construyeron los plasmidos
pLIspl y pLlIsp2, basados en el plasmido multicopia de S. pombe pIRT2 y
pIRT2U, respectivamente, y que portaban el cassette de expresion utilizado como
gen marcador.

Posteriormente, la cepa JZ300 fue transformada con el plasmido pLIsp1,
mediante el método del acetato de litio.
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1.6.2. Andlisis funcional del sistema de GFP.

El andlisis funcional del sistema se realiz6 estudiando su efectividad en el
proceso de apareamiento. A partir de preindculos de la cepa JZ300 de S. pombe,
transformada con el plasmido pLlIspl, y la cepa h*™ cyrl:urad® leul-32
ade6.M216 ura4d18d (JZ298) (tipo sexual opuesto), transformada con el
plasmido pIRT2, para poder trabajar en medios selectivos, se mezclaron en un
cultivo a una concentracién final de 5x10° células/ml. A partir de este momento,
tanto el cultivo mezcla como los controles (cultivos de un Unico tipo sexual a una
concentracion de 5x10° células/ml.) se incubaron a 26°C y 180 rpm., tomandose
muestras a los tiempos: 0, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 h. Las muestras fueron analizadas
mediante citometria de flujo (2.8.1.2. de Materiales y Métodos), comprobandose
un punto maximo de expresion del gen marcador GFP a las 24 h, aunque se
detectd un aumento en la intensidad de fluorescencia a partir de las 4 h. (Figura
52).

1.6.3. Modificacion del sistema de deteccion-cuantificacion del gen sxaZ'.

Si bien los resultados obtenidos eran, en principio, satisfactorios,
observandose activacion de la expresion del gen marcador en las células
transformadas con el plasmido pLIspl, comprobamos que el porcentaje e
intensidad de sefial de las células positivas era menor del esperado, lo cual podria
estar en relacion con las condiciones del ensayo, ya que la longitud de onda de
excitacion utilizada en el experimento no es la éptima del espectro de excitacion
del gen marcador.

En un intento para mejorar estos resultados, se pensé en utilizar un
mutante del gen que codifica la proteina verde que presenta el cambio del
aminodcido Serina de la posicién 65 por Treonina (S65T). Esta proteina se
caracteriza por presentar una longitud de onda de excitacion Optima a 490 nm
(Heim et al., 1995), aumentando, por consiguiente, la intensidad de la sefial en las
condiciones del ensayo empleadas.

De igual forma que en el apartado anterior, se obtuvieron los plasmidos
pLIsp3 y pLlsp4, mediante la subclonacion del cassette de deteccion-
cuantificacion de la proteina GFP(S65T) en los plasmidos episdmicos pIRT2 y
pIRT2U, respectivamente (apartado 3.4 de Materiales y Métodos).
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T:24h.
T:12h.
T:8h.
T:4h.
T:0h.

FL1

F.R.52: Andlisis de citometria de flujo de la expresion de GFP en las cepas de
S. pombe JZ300/pLIspl (A), JZ298/pIRT2 (B) y la mezcla de ambos cultivos (C)
a diferentes tiempos. N: Numero de células; FL1, Intensidad de fluorescencia.

1.6.4. Andlisis funcional del sistema de GFP(S65T).

La cepa de S. pombe JZ300 fue transformada con el plasmido pLIsp3,
con el fin de comprobar la posible mejora del sistema en multicopia. De esta
forma, los transformantes seleccionados se enfrentaron a la cepa de tipo sexual
opuesto JZ298/PIRT2, en las mismas condiciones establecidas en el apartado
anterior. En este caso, se tomaron muestras a los tiempos 0, 4, 8, 12 y 24 h
(Figura 53).

Los resultados obtenidos, mostraron un maximo de sefial a las 24 h,
observando el aumento de la intensidad de fluorescencia a partir de las 4 h. El
porcentaje de células positivas y la intensidad de la sefial aumentd con respecto a
estudios previos, lo cual confirmaba la mejora del sistema.
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F.R.53: Andlisis de citometria de flujo de la expresién de GFP en las cepas de
S. pombe JZ300/pLIsp3 (A), JZ298/pIRT2 (B) y la mezcla de ambos cultivos (C)
a diferentes tiempos. N: Numero de células; FL1, Intensidad de fluorescencia.

1.6.5. Construccion del sistema de deteccion-cuantificacion del gen fusl’.

Otro de los genes involucrados en el proceso de apareamiento de
S. pombe, y cuya expresion esta estrictamente regulada por la activacion de la
cascada de proteinas quinasas es el gen fus1” (Petersen et al., 1995).

Este gen parece estar implicado en la interaccion celular necesaria para
llevar a cabo el proceso de conjugacion y, a diferencia del gen sxa2*, cuya
expresion es dependiente del tipo sexual (Unicamente se ha detectado en las cepas
h"), su expresion se ha detectado en ambos tipos sexuales.

Todos estos datos indican, en principio, que la regulacion de su expresion
es distinta, lo cual nos llevo a plantearnos la construccion de un segundo sistema
de deteccion-cuantificacion, similar al anteriormente descrito, utilizando para ello
el promotor de dicho gen, que fue amplificado mediante la reaccion de la
polimerasa en cadena. Tras su amplificacion, se obtuvieron los plasmidos
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episomicos pLIsp5 y pLIsp6, basados en los plasmidos pIRT2 y pIRT2U,
respectivamente; como se detalla en el apartado 3.5 de Materiales y Métodos.

Posteriormente, la cepa JZ300 fue transformada con el plasmido pLIsp5,
mediante el método del acetato de litio.

1.6.6. Andlisis funcional del sistema de GFP(S65T) con el gen fus1’.

El posterior analisis funcional del sistema se realiz6 a partir de
preindculos de la misma cepa de S. pombe, transformada con el plasmido pLIsp5
y la cepa JZ298/ pIRT2 (tipo sexual opuesto). En iguales condiciones a las
descritas en el apartado anterior, se tomaron las diferentes muestras a los tiempos
0, 4, 8, 12 y 24 h y fueron analizadas mediante citometria de flujo (2.8.1.2. de
Materiales y Métodos)(Figura 54).

T:24h.
T:12h.
T:8h.
T:4h.
T:0h. FL1

FL1

Figura 54: Andlisis de citometria de flujo de la expresion de GFP en las cepas de
S. pombe JZ300/pLIsp5 (A), JZ298/pIRT2 (B) y la mezcla de ambos cultivos
(C), a diferentes tiempos. N: Numero de células; FL1, Intensidad de
fluorescencia.

Como se observa en la Figura 54, los resultados obtenidos mostraron un
méaximo de sefial a las 24 h, y el porcentaje de células positivas fue similar a los
obtenidos con la construccion del gen sxa2*, aunque la intensidad de la sefal fue
menor, incluso empleando el marcador GFP(S65T). Esto nos llevé a elegir al
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sistema desarrollado con el gen sxa2® y GFP(S65T) como el mas adecuado para
posteriores experimentos.

1.7 CONSTRUCCION DE LA CEPA S. pombe h*® cyrl:urad:FLP leul-32
ade6.M216 ura4d18 (JAAS83).

Una vez desarrollado el sistema adecuado para el estudio funcional del
receptor, decidimos obtener la cepa para su utilizacién. Esta cepa debia portar las
auxotrofias necesarias para la obtencidén de cotransformantes con el vector de
expresion del receptor, y el sistema de deteccion.

Los plasmidos de los que disponiamos portaban, como marcador de
seleccion en S. pombe, los genes que complementan las mutaciones ura4 y leul, y
la cepa utilizada, JZ300 (h™ cyrl:ura4” leul-32 ade6.M216 ura4d18), presentaba
el gen marcador ura4™ interrumpiendo el gen cyr1®, por lo que es protétrofa para
uracilo. Por lo tanto, integrar el sistema de deteccion desarrollado, requeria la
construccion de la cepa apropiada, donde el gen ura4™ estuviera interrumpido.

Por otro lado, en el momento de la realizacion de este trabajo, la
secuencia que codifica el gen cyr1™, disponible en el banco de datos, correspondia
practicamente a la region deleccionada y sustituida por el gen ura4” en la cepa
JZ300. Este hecho, nos llevd a desechar, como posible estrategia, la
amplificacion del gen cyrl® por técnicas de PCR y la posterior sustitucion del
alelo cyrl:ura4™ con una construccion de deleccion del mismo gen, seleccionando
los posibles transformantes en medios con el andlogo toxico del uracilo: el acido
5-fluororotico (5-FOA).

1.7.1. Estrategia de construccion de la cepa JAASE3.

Asi, se decidié emplear una estrategia desarrollada por A. Toh-e basada
en la construccién de una cassette que podia ser usada en repetidas ocasiones,
para la disrupcion de varios genes en una misma cepa de la levadura S. pombe (A.
Toh-e, 1994).

Dicha cassette contenia el gen LEU2 de S. cerevisiae (capaz de
complementar la mutacién leu 1.32 de S. pombe), flanqueada por dos secuencias
especificas de recombinacion, reconocidas por la recombinasa FLP-PSB3. Asi,
esta construccion fue insertada en el punto Stul del gen ura4™, y la construccion
resultante fue utilizada para la interrupcion del gen ura4” en la cepa de S. pombe
JZ300 (Figura 55).

Los transformantes obtenidos, por seleccion en medio carente de leucina,
se analizaron mediante técnicas de hibridacion DNA-DNA no radiactiva
(Southern Blot) (2.6.13. de Materiales y Métodos), utilizando como sonda un
fragmento Hindl111-Stul del gen ura4™ y el gen LEU2 (Figura 56).
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Figura 55: Esquema de la estrategia de interrupcion del gen ura4™ en la cepa de
S. pombe JZ300.

Los transformantes seleccionados con el gen cyrl:ura4, interrumpido con
la cassette del gen LEU2, fueron de nuevo transformados con el plasmido
pAT538, que porta el gen ura4™ como marcador de seleccion, y el gen que
codifica para la recombinasa FLP-PSB3 bajo el control del promotor nmt1*. Los
transformantes obtenidos se sometieron a la induccion de la expresion de la
recombinasa en medios carentes de tiamina y, a las 24 h, se sembraron en medio
rico. Tras el crecimiento de los transformantes, se realiz6 la réplica en medios
carentes de leucina, identificando los clones donde habia tenido lugar la
recombinacién intracromosomal y habian expulsado en marcador de seleccion
LEU2.
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1-2. h**cyrl:urad™ leul-32 ade6.M216 ura4d18 (3JZ300).
3-5. h*cyrl:urad4:FLP:LEU2:FLP:LEU2 leul-32 ade6.M216 ura4d18.
6-8. h*cyrl:ura4:FLP:LEU2 leul-32 ade6.M216 ura4d18.
9. Control de sonda LEU2.
10. Control de sonda ura4™.

SONDA LEU2 SONDA ura4*
111098 76 54321 1234567891011 12345678 91011

e — - —

1. h®cyrl:urad™ leul-32 ade6.M216 ura4di18 (JZ300).

2. h*cyrl:ura4:FLP:LEU2:FLP:LEU2 leul-32 ade6.M216 ura4d18.
3. h®cyrl:ura4:FLP:LEU2 leul-32 ade6.M216 ura4d18.

4-9 . h®cyrl:ura4:FLP leul-32 ade6.M216 ura4d18 (JAAS3).

10. Control de sonda ura4™.

11. Control de sonda LEU2.
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44—

Figura 56: Comprobacion de la interrupcion del gen urad®™ de la cepa de
S. pombe JZ300, mediante hibridacion DNA-DNA no radiactiva (Southern Blot).
Todos los DNAs genomicos de las diferentes cepas fueron digeridos mediante el
tratamiento con la enzima de restriccion Hindlll. (Ver Pagina anterior)

Seguidamente, los clones aislados se sembraron en medio rico, para
provocar la perdida del plasmido pAT538. La comprobacion de la perdida del
plasmido pAT538 se realizd, posteriormente, mediante réplica en medio con
acido 5-fluororético, analogo téxico del uracilo, que impide el crecimiento de las
cepas protétrofas para esta base nitrogenada. Los clones aislados se analizaron
mediante la técnica de hibridacion de DNA-DNA no radiactiva (Southern Blot).
(Figura 56).

1.7.2. Comprobacion del sistema de deteccion-cuantificacion del gen sxaZ en
la cepa JAASS3.

Una vez obtenida la cepa h™ cyrl:ura4:FLP leul-32 ade6.M216 ura4d18
(JAAB83), se volvieron a confirmar los resultados de funcionalidad del sistema de
deteccidn-cuantificacion, para lo cual se obtuvieron cotransformantes del
plasmido pREPL, junto con el plasmido pIRT2U o el plasmido pLIsp4 (como
controles), y el de expresion del receptor, pexpLIsp2, junto con pIRT2U o
pLIsp4, por el método del acetato de litio.

A partir de cultivos de estos cotransformantes, en condiciones de
induccion de la expresion del receptor, y del control (JZ298/pIRT2), todos en
fase logaritmica, se realizaron mezclas de ambos tipos sexuales, en las
condiciones establecidas, y se tomaron alicuotas a los tiempos 0, 12 y 24 h de
incubacion, que fueron analizados por citometria de flujo (Figura 57).

Como se observa en los resultados obtenidos, dicho sistema permitia la
deteccidn del proceso de apareamiento, lo cual posibilita su uso para estudiar el
acoplamiento del receptor mGluR1a a la cascada de proteinas quinasas.

1.7.3. Estudios de funcionalidad del receptor mGIluR1a en la cepa JAASS3.

El siguiente paso fue la comprobacion del posible acoplamiento del
receptor mGIuR1 a la ruta de transduccion de sefiales del proceso de
apareamiento. Para ello, los cotransformantes de los plasmidos pexpLlsp2 y
pREP1 (control), junto con el plasmido pLIsp4, se sometieron al ensayo de
funcionalidad con una concentracién del agonista, L-Glutamico, de 10 mM. Para
ello, se recogieron muestras a los tiempos de 8, 12 y 24 h, considerando el tiempo
0 como la adicion del agonista al medio. El resultado obtenido (ho mostrado), no
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presento diferencias significativas en la expresion de la proteina verde, en funcion
de la ausencia o presencia del agonista.

T:24h.
T:12h.
T:0h.

FL1

T:24h.
T:12 h.

FL1

F.R.57: Analisis de citometria de flujo de la expresién de GFP en los cocultivos
de las cepas de S.pombe JAA83/pREP1 pIRT2U (A), JAA83/pexpLlsp2
pIRT2U (B) JAA83/pREP1 pLIsp3 (C), JAA83/pexpLlsp2 pLIsp3 (D), junto
con la cepa de tipo sexual opuesto JZ298/pIRT2 a diferentes tiempos. N: Nimero
de células; FL1, Intensidad de fluorescencia

Un segundo ensayo, empleando como agonista el acido DL-quiscualico a
una concentracion 1 mM, descrito hasta la fecha como el agonista mas potente del
receptor mGIuR1, confirmé los resultados obtenidos con el L-Glutdmico, no
observandose diferencias significativas (datos no mostrados).

Estos resultados indicaban la incapacidad del receptor mGluRla de
activar la cascada de proteinas quinasas implicada en el proceso de apareamiento
de S. pombe, lo que hacia pensar en la ausencia de interaccién del mismo bien con
el agonista o bien con los elementos subsiguientes de la ruta, lo que seria méas
probable, y, en concreto, con la proteina G heterotrimérica.
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Como hemos comentado en el apartado de introduccion, la activacion de
estos receptores por el agonista adecuado, provoca el intercambio del GDP por
GTP, unido a la subunidad Ga asociada al receptor, produciendo la disociacion de
la proteina heterotrimérica en Ga y GPy. Estas subunidades actuan como
segundos mensajeros, produciendo la activacion de la ruta de transduccion de
sefiales, por su posterior interaccion con otras proteinas implicadas en el proceso.

Para intentar conseguir el acoplamiento del receptor heterélogo, se
plante6 el desarrollo de receptores andlogos al mGluR1a, pero manipulados
genéticamente, de forma que permitieran su interaccion con la proteina G
heterotrimérica implicada en el proceso de apareamiento, asi como su activacién
por la unién del ligando especifico. De esta forma, se pensé en la construccién de
una serie de receptores quiméricos, que permitieran la interacciéon con dicha
cascada.

1.8. CONSTRUCCION DE RECEPTORES QUIMERICOS.

Un primer intento se basd en la construccién de plasmidos de expresién
gue portaran receptores quiméricos construidos teniendo en cuenta los datos de
las secuencias del gen mGIuR1 y el gen mam2™, que codifica el receptor de 7
dominios transmembranales activado por feromonas (factor P) en S. pombe.

Segln se ha comentado en la introduccidn, el sitio de union de agonistas
(L-Glutamato) en el receptor mGIuR1 se localiza en el fragmento extracelular
amino-terminal, a diferencia de otros receptores asociados a proteinas G
(Takahashi et al., 1993; O'Hara et al, 1993). Ademas, se ha comprobado, en
diferentes estudios, la importancia del segundo dominio intracitoplasmatico de
dicho receptor en la activacién de proteinas G (Pin et al., 1995; Pin et al., 1994).

Atendiendo a estos datos, se pensd en la construccion de un receptor
hibrido, que portaria el fragmento amino-terminal hasta el cuarto dominio
transmembranal, incluyendo el segundo dominio intracitoplasmatico del receptor
mGIluR1a, fusionado al extremo carboxi-terminal, a partir del cuarto dominio
transmembranal del receptor mam2® de S. pombe. La inclusion del extremo
carboxi-terminal se debe a la posible implicacion de dicho dominio en la
asociacion con la proteina G heterotrimérica, como se ha descrito en su homologo
STEZ2 de S. cerevisiae. (Figura 58).

1.8.1. Construccion del receptor quimeérico.

La clonacion del gen que codifica el receptor de feromonas en las células
de tipo sexual h” (mam2™), se realizd mediante la reaccion de la polimerasa en
cadena (PCR), empleando como molde el DNA gendémico de la cepa parental h*®
972. Tras la amplificacion de un fragmento de 1679 pb, que incluye el ORF de
dicho gen, se procedié a la construccién del plasmido pexpLIsp8, que presenta el
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receptor quimérico descrito anteriormente, bajo la regulacion del promotor nmt1™.
(3.6 de Materiales y Métodos).

(0/00000000000000csssssseeese ] NH2

Figura 58: Esquema del receptor quimérico resultante de la fusion del extremo
amino-terminal del receptor mGluR1a y el extremo carboxi-terminal del receptor
mam2”.

1.8.2. Ensayos funcionales.

La cepa de S. pombe JAA83 fue transformada con el plasmido de
expresion pexpLIsp8 y el plasmido pLIsp4, por el método del acetato de litio.
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Dichos cotransformantes, utilizando como control la misma cepa
portadora del plasmido pREP1 y el pLlsp4, se sometieron a un ensayo de
funcionalidad en presencia o ausencia del agonista, el &cido L-Glutamico, a una
concentracién 10 mM, o el acido DL Quiscualico, a una concentraciéon 1 mM
(datos no mostrados).

Los resultados obtenidos a diferentes tiempos (8, 12 y 24 h), no mostraron
diferencias en la expresion del gen marcador GFP(S65T), en comparacion a los
controles. Por lo tanto, parecia ser que dicha construccion no era funcional.

1.9. CONSTRUCCION DE RECEPTORES FUSIONADOS A LA SUBUNIDAD
ALFA DE LA PROTEINA G DE S. pombe.

Un segundo intento de acoplamiento del receptor heter6logo a la cascada
de proteinas quinasas, se basé en el desarrollo de proteinas de fusion del receptor,
mGIuR1, con la subunidad alfa de la proteina G heterotrimérica.

Como antecedente, destaca el trabajo desarrollado por Medici et al.,
(1997), donde se comprobo la funcionalidad del receptor STE2 de S. cerevisiae,
fusionado a la subunidad alfa GPAL, asi como, la funcionalidad del mismo
receptor fusionado a una proteina quimérica, constituida por la region amino-
terminal de la subunidad GPAL y la region carboxi-terminal de la subunidad Gsa
de mamiferos, en la cascada de apareamiento. Aunque dicha subunidad quimérica
sin fusionar al receptor no era funcional, debido, segun el autor, a la falta de
interaccién con el receptor STE2.

Se penso en utilizar la misma estrategia, pero en este caso fusionando la
subunidad Ga de S. pombe, implicada en el proceso de apareamiento, al receptor
heter6logamente expresado, mGluR1a. La proteina de fusién resultante podria
forzar la interaccion de ambos elementos (receptor + subunidad Go), permitiendo
la transmision de la sefial provocada por la union del agonista adecuado, en este
caso el &cido L-Glutamico (Figura 59).

1.9.1. Construccion del receptor fusionado a la subunidad Ga de S. pombe.

La clonacion del gen que codifica la subunidad alfa de la proteina
heterotrimérica G se realizO mediante la reaccion de la polimerasa en cadena
(PCR), empleando como molde el DNA gendémico de la cepa parental h™ 972.
Tras la amplificacion de un fragmento de 2.910 pb, que codifica dicho gen, se
obtuvo el plasmido pLIsp7 (3.7 Materiales y Métodos).
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Gpalp

Figura 59: Esquema del receptor quimérico resultante de la fusion del receptor
mGIluR1ay la subunidad Gpalp (Ga), de S. pombe.

El plasmido pLIsp7 fue utilizado como molde para la clonacion del ORF
gue codifica la subunidad alfa de la proteina G heterotrimérica que,
posteriormente, se fusionaria al receptor, dando lugar al plasmido pexpLIsp9 (3.7
Materiales y Métodos). Este fragmento, ademas, presentaba, como modificacion,
la sustitucidn del aminoacido Serina, situado en la posicion 5, por el aminoacido
Prolina. Esta sustitucion se realiz6 con objeto de insertar un punto de libre giro en
la estructura de la proteina, pero sin afectar su funcionalidad.

1.9.2. Andlisis funcional del receptor fusionado a Gpalp.

La cepa de S. pombe JAA83 fue transformada con el plasmido de
expresion pexpLIsp9 y el plasmido pLIsp4, por el método del acetato de litio.
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Dichos transformantes, utilizando como control la misma cepa portadora
del plasmido pREP1 y el pLIsp4, se sometieron a un ensayo de funcionalidad en
presencia o ausencia del agonista, el &cido L-Glutamico y acido DL-Quiscualico,
a una concentracion 10 mM y 1 mM, respectivamente.

En dichos ensayos, y en los tiempos ensayados (8, 12 y 24 h), no se
observd expresion del gen marcador GFP(S65T), en comparacion a los controles,
lo cual implicaba la ausencia de acoplamiento a la cascada de proteinas quinasas
(datos no mostrados).

1.10. CONSTRUCCION DE RECEPTORES FUSIONADOS A UNA
SUBUNIDAD ALFA QUIMERICA DE S. pombe Y Xenopus laevis.

Teniendo en cuenta a los trabajos realizados por Price L.A. et al., (1995),
y Medici et al. ,(1997), se penso otra estrategia para el acoplamiento funcional del
receptor mGIuR1 a la ruta de apareamiento en S. pombe.

En el trabajo realizado por Price et al. (1995), la expresion funcional del
receptor de Somatostatina (SSTR2) de mamiferos se consiguido mediante el
reemplazamiento del gen GPAL, que codifica la subunidad o de la proteina G
heterotrimérica en S. cerevisiae, por la proteina de fusion resultante de la zona
amino-terminal de GPA1, que es el dominio que interactta con el complejo By del
heterotrimero G, y el dominio carboxi-terminal de la subunidad ai2 de proteina G
de rata, que es el que interacciona con el receptor. De esta forma, la interaccion
del agonista adecuado con el receptor SSTR2 era capaz de estimular la via de
apareamiento, como si fuera una feromona.

Asi, se penso en la construccion de una proteina quimérica, basada en la
fusion del extremo carboxi-terminal de la subunidad Ga, asociada al receptor
heterdlogo, con el extremo amino-terminal de la subunidad Ga., implicada en el
proceso de apareamiento de S. pombe. Pero, a su vez, esta construccion fusionada
al receptor mGIuR1, de forma similar a la construccion realizada en el apartado
anterior.

De esta forma, no sélo intentariamos conseguir la interaccién especifica
del receptor heterélogo con la subunidad Go. quimérica, por su extremo carboxi-
terminal, sino que esta interaccion se veria facilitada por su fusion a dicho
receptor (Figura 60).

Hasta la fecha, se desconoce la subunidad especifica que es capaz de
interaccionar con el receptor mGIuR1 en células de mamiferos. Aun asi, en los
trabajos realizados por Kasahara y Sugiyama, (1994), donde dicho receptor es
expresado funcionalmente en oocitos de Xenopus laevis, se comprob6 la posible
asociacion de dicho receptor con la subunidad de tipo Go(0). En dicho sistema de
expresion, cuando previamente se habia inoculado RNA antimensajero de la
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subunidad indicada, en condiciones de estimulacion, se comprobd que la
respuesta obtenida presentaba una disminucion apreciable. Este resultado indicaba
la posible interaccion de esta subunidad con el receptor mGIuR1.

[0/00000000000000sssesseeeses ] NH2

Ga quimérica

Figura 60: Esquema del receptor quimérico resultante de la fusioén del receptor
mGluR1a y la subunidad Ga quimérica, formada por el extremo carboxi-terminal
de la subunidad Gpalp de S. pombe y la subunidad Go.(0) de Xenopus laevis.

1.10.1 Construccion del receptor fusionado a la subunidad alfa quimérica.

La construccion de la subunidad alfa quimérica requirié previamente la
amplificacién de un fragmento de 270 pb, que codifica el fragmento carboxi-
terminal del ORF de la subunidad Ga(0) de X. laevis. El plasmido XLG(0), que
portaba el cDNA que codifica la subunidad Ga(0), utilizado como molde, fue
cedido por el Dr. Allende.
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Tras obtener la construccién de la subunidad Ga. quimérica, el fragmento
fue subclonado en el plasmido pexpLIsp2, obteniendo el plasmido de expresion
pexpLIspl0 (3.8 de Materiales y Métodos).

1.10.2. Anadlisis funcional del receptor fusionado a la subunidad alfa
quimeérica.

La cepa de S. pombe JAA83 fue transformada con el plasmido de
expresion pexpLIspl0 y el plasmido pLIsp4, por el método del acetato de litio.
Dichos transformantes, utilizando como control la misma cepa portadora del
plasmido pREPL1 y el pLIsp4, se sometieron a un ensayo de funcionalidad en
presencia o ausencia del agonista, el acido L-Glutdmico a una concentracion 10
mM y el &cido DL-quisctalico a una concentracion 1 mM.

Al igual que en estudios anteriores, no se observd expresion de la GFP, en
comparacion a los controles.

1.11. ESTUDIO DE LAS CONSTRUCCIONES HIBRIDAS EN EL PROCESO
DE APAREAMIENTO DE S. pombe.

Los resultados obtenidos en el estudio de las construcciones del receptor
fusionado a la subunidad alfa de S. pombe, o a la subunidad alfa quimérica, nos
Ilevaron a cuestionarnos si las conclusiones obtenidas en el trabajo de Medici et
al., (1997), utilizando la levadura S. cerevisiae, eran reproducibles en S. pombe.

Como comentaremos mas adelante en el apartado de Discusion, los
diferentes procesos que tienen lugar en la conjugacion de S. pombe y S. cerevisiae
son muy parecidos, aunque difieren en algunos aspectos.

Centrandonos en la cascada de proteinas quinasas activada por feromonas,
podemos afirmar que en S. pombe se asemeja mas a rutas similares descritas en
eucariotas superiores. En S. pombe, la subunidad o, Gpalp, actia como regulador
positivo en la transmision de la sefial, mientras que, en S. cerevisiae, el efector es
el complejo formado por las subunidades By v.

Si en este caso la molécula efectora es la subunidad Go., unida a GTP, la
fusion con el receptor heterélogo, o el codificado por el gen mam2*, podria
impedir o dificultar la posterior interaccion con los subsiguientes componentes de
la ruta.

Asi, de forma analoga al trabajo desarrollado por Medici et al., (1997),
decidimos construir receptores modificados genéticamente, mediante la fusién de
la subunidad Ga, codificada por el gen gpal®, o la subunidad quimérica, al
receptor de feromonas mam2* de S. pombe, y comprobar si eran funcionales.
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1.11.1 Construcciones del receptor mamZ’ fusionado a las subunidades alfa.

Para la obtencidn de las distintas construcciones que portarian el receptor
mam2*, fusionado a las diferentes subunidades Ga., se emplearian los plasmidos
episomicos pIRT2 y pIRT2U, de forma que su expresion estaria regulada por el
propio promotor del gen mam2™.

La amplificacién de dicho gen, descrita en apartados anteriores (1.8.1. de
resultados), permitio la clonacion de una region promotora de 340 pb, anterior al
codon de iniciacién de la traduccion (ATG). Aunque, la region promotora de este
clon presentaba las secuencias consenso implicadas en la regulacion de la
expresion del gen mam2*, decidimos obtener construcciones donde dicha region
promotora fuera de mayor tamafno.

Gracias al proyecto de secuenciacion del genoma de S. pombe, pudimos disefiar
los oligonucleotidos adecuados (mam2pup y mam2prp), para la amplificacion de
un fragmento de la region promotora, de 1004 pb, anterior al codon de iniciacion
ATG,; region que anteriormente no habia sido secuenciada.

Asi, mediante sucesivas clonaciones, se obtuvieron los plasmidos
episdmicos pLIsp8, que portaba el gen que codifica el receptor mam2™ y que se
emplearia como control positivo, el plasmido pLIsp9, que portaba el receptor
mam2*, del cual se habian deleccionado los ultimos 21 aminoéacidos del extremo
carboxi-terminal, fusionado al ORF completo de la subunidad alfa de S. pombe, y
el plaésmido pLIspl0, que portaba la subunidad alfa quimérica fusionada al
receptor mam2* modificado (3.9 de Materiales y Métodos).

1.11.2 Construccion de cepas mamZ2 y gpal.

Para comprobar la funcionalidad de las diferentes construcciones de
fusion en S. pombe, el siguiente paso fue la obtencién de cepas carentes del
receptor mam2” y de la subunidad alfa gpal®. Por este motivo, se desarrollaron
las estrategias adecuadas para la interrupcion de dichos genes.

La cepa parental empleada seria la JAA83, utilizando como marcador de
seleccion el médulo KanMX6 (Wach et al., 1997). Este modulo estd formado por
el promotor y el terminador del gen que codifica el factor de elongacion-
translacion 1o de Ashbya gossypii e, intercalado, el gen que confiere resistencia a
kanamicina kan" de E. coli. De esta forma, el médulo KanMX6 constituye un
marcador dominante que confiere resistencia a geneticina (G418).

La construccion de interrupcion del gen mam2™ y del gen gpal® (3.10 de

Materiales y Métodos) se emplearon para transformar la cepa de S. pombe
JAA83, mediante el método de electroporacion, aislandose los posibles
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interrumpidos en medio rico (YES) con una concentracion de geneticina de 100
mg/l.

Tras una segunda resiembra, los posibles interrumpidos se sometieron a
un primer analisis fenotipico, que consiste en comprobar la ausencia de
conjugacion, cuando los diferentes clones se ponian en contacto con la cepa de
tipo sexual opuesto JZ298. Tras esta primera seleccion, los transformantes fueron
analizados mediante la técnica de PCR, utilizando los pares de oligonuclettidos
adecuados para comprobar la correcta interrupcion de los genes seleccionados.
(Figura 61).

1.11.3. Comprobacion de la funcionalidad de las construcciones de fusion.

Una vez obtenidas las cepas h® mam2:KanMX6 cyrl:ura4:FLP leul-32
ade6.M216 ura4d18d (JADM5) y h® gpal:KanMX6 cyrl:ura4:FLP leul-32
ade6.M216 ura4d18d (JADSS), fueron cotransformadas, por el método de acetato
de litio, con los plasmidos pIRT2, como control negativo, el pLIsp8 (en la cepa
JADMS5) o pLIsp7 (en la cepa JADSS8), como controles positivos, pLIsp9 y
pLIspl0 (ambas), junto con el pldsmido pLIsp4, portador del sistema de
deteccion-cuantificacion del gen sxa2™.

Posteriormente, los diferentes cotransformantes se sometieron al analisis
funcional. Para ello, a partir de preindculos de estos y del transformante
JZ298/pIRT2 (tipo sexual opuesto), en fase logaritmica, se mezclaron y, en las
mismas condiciones descritas en apartados anteriores, se cogieron muestras a las
24 h de incubacidn, que fueron analizadas por citometria de flujo. (Figura 62).

Un segundo ensayo analizé la eficacia de esporulacion de los mismos
transformantes. Para ello, a partir de los mismos cocultivos, se realizé un recuento
de esporas a las 24 h de incubacion, empleando la cAmara de Neubawer. A partir
de los cocultivos, se hizo el recuento del nimero total de células por ml. y el
namero de esporas por ml., en la misma muestra, determinando el porcentaje de
esporulacion. En el caso de los controles positivos, el porcentaje se considerd el
100%, determinando, en relacion a este Gltimo, el % de los transformantes de las
construcciones de fusion. (Figura 63).

210



Resultados.

. —
—_—

p —
—
\
—

[ —

K2

il

TR

ﬁngup = mam2Kan' meUp mam2
[— ——
[yt G— ) >
Ttef Kan’ Ptef - <=
E Mam2rp Mam2rp
g |
2 |
‘3 1678ph ‘ ‘
4 e |
_ 605pb
__1035pb
|
‘6 2778pb ' ‘
1,2y 3. JAASS. 1: K2-Mam2rp; 2: K3-Mam2up; 3: Mam2up-Mam2rp.
4,5y 6. h®*mam2:KanMX6 cyrl:ura4:FLP leul-32 ade6.M216 ura4d18
(JADMD). 4: K2-Mam2rp; 5: K3-Mam2up; 6: Mam2up-Mam2rp.
Gpalup Gpslup K2 Gpslup
= = = gpalKar = gpal’
I 1 ]
:> Ttef Karl F>tef|:> ::?_
‘: Gpsl:; <:%:zpalrp Gpslrp
i |
2 |
\ 3 1423ph
‘ f | m—
900pb
‘ |
2240pb
| ——
‘6 2723pb

1,2y 3. JAA83. 1: K2-Gpalrp; 2: K3-Gpalup; 3: Gsplup-Gpslrp.
4,5y 6. h*gpal:KanMX6 cyrl:ura4:FLP leul-32 ade6.M216 ura4d18
(JADSB). 4: K2-Gpalrp; 5: K3-Gpalup; 6: Gsplup-Gpslrp.

Figura 61: Comprobacion de la interrupcion del gen mam2™ y gpal®, mediante la
técnica de la reaccidn de la polimerasa en cadena (PCR).
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% Expresionde-GFP

1. JADM5/ pIRT2 pLIsp4. '
2. JADMS5/ pLIsp8 pLIsp4.
3. JADM5/pLIsp9 pLIsp4. P
4. JADM5/pLIspl0 pLIsp4.
5. JADS8/ pIRT2 pLIsp4. ]
6. JADS8/pLIsp7 pLIsp4.
7. JADS8/pLIsp9 pLlIsp4. 60
8. JADS8/pLIspl0 pLIsp4.

307

0 T T f

Figura 62: Analisis por citometria de flujo del estudio de la expresion del gen
marcador GFP(S65T) en el proceso de apareamiento de las cepas de S. pombe
JADMS5 y JADSS, transformadas con las diferentes construcciones de fusion y el
sistema de deteccion-cuantificacion del gen sxa2”. El grafico muestra el % de
células positivas para la expresion de GFP en los diferentes transformantes,
considerando el 100% para los controles positivos. Los valores son la media de
los resultados obtenidos en 3 experimentos diferentes, con 3 transformantes
distintos. La desviacidn estandar no superd el +/- 2%.

Los resultados obtenidos, muestran que la funcionalidad del receptor de
feromonas Mam2p, en la cepa JADMS5, fue restituida por ambas proteinas de
fusion. La expresion de la GFP (gen marcador), pardmetro utilizado para
cuantificar la activacion de la cascada de apareamiento, fue similar en el caso de
los transformantes que portaban el gen mam2*, asi como la proteina de fusion con
la subunidad Go quimérica. En cambio, los resultados obtenidos con los

212




Resultados.

transformantes de la proteina de fusion con la subunidad Go. de S. pombe
aumentaron en un 40%, tanto en el porcentaje de células positivas, como en la
intensidad de sefial. En cuanto a los porcentajes de esporulacién, se observo que,
en el caso de las proteinas de fusion, estos estaban disminuidos y, en concreto,
parece ser que, a mayor intensidad de fluorescencia, existe una menor eficiencia
de esporulacion.

% de Esporulacién.
150-

120+

90

60+

304

1. JADM5/ pIRT2 pLIsp4. 5. JADS8/ pIRT2 pLIsp4.
2. JADMS5/ pLIsp8 pLlsp4. 6.JADSS8/pLIsp7 pLisp4.
3. JADM5/pLIsp9 pLIsp4. 7. JADS8/pLIsp9 pLIsp4.
4. JADM5/pLIspl0 pLIsp4. 8. JADS8/pLIspl0 pLIsp4.

Figura 63: Estudio de la esporulacion de las cepas de S. pombe JADM5 y
JADSS, transformadas con las diferentes construcciones de fusion y el sistema de
deteccion-cuantificacion del gen sxa2”. El grafico muestra el % de esporulacion
en los diferentes transformantes, considerando el 100% para los controles
positivos. Los valores son la media de los resultados obtenidos en 3 experimentos
diferentes, con 3 transformantes distintos. La desviacion estandar no superé el +/-
5%. A: Tincion mediante vapores de Yodo de los cruces de los diferentes
cotransformantes. Dicha tincion es especifica de ascosporas.

En el caso de la cepa JADSS los resultados mostraron que la expresion de
GFP fue similar en el caso de los transformantes que portaban el gen gpal®y la
proteina de fusion del receptor con la subunidad Go. de S. pombe, mientras que no
hubo respuesta en los transformantes que portaban la proteina de fusion con la
subunidad Ga quimérica. Ademas, atendiendo al estudio de esporulacion, en este
Gltimo caso, se observé la ausencia de este proceso.
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Estos datos permiten concluir que en todas las construcciones de fusion el
receptor mam2" es funcional, permitiendo la transmision de la sefial a través de la
subunidad Ga. de S. pombe silvestre, aunque, por el contrario, como se comprobd
en la cepa interrumpida en el gen gpal®, Gnicamente la proteina de fusion con la
subunidad Ga de S. pombe fue capaz de interaccionar con la ruta de respuesta a
feromonas.

Esto indica que la subunidad Ga. quimérica no es capaz de transmitir la
sefial feroménica, seguramente por ser incapaz de interaccionar con sus moléculas
diana, aunque no podemos descartar la falta de interaccién con el receptor. En
cuanto a los datos de esporulacion, se analizaran en la Discusion.

En la Figura 64 se muestran las imagenes obtenidas por microscopia
confocal de los cruces de las cepas JADMS5 y JADSS, transfomadas con las
diferentes construcciones de fusion, con la cepa JZ298/pIRT2. Las imagenes
confirman la expresién del gen GFP en los cruces de la cepa JADMDS,
transformada con el plasmido control (pLIsp8) y las proteinas de fusion (pLIsp9
y pLIspl10), y en los cruces de la cepa JADSS, transformada con el plasmido
control (pLIsp7) y de la proteina de fusion del receptor de feromonas con la
subunidad Gpalp (pLIsp9).

1.11.4. Estudio de la funcionalidad del receptor mGluRl1a y sus receptores
quimeéricos en las cepas JADMS5 y JADSS.

Tras la obtencion de las cepas JADMS y JADSS8, se penso en realizar un
ltimo ensayo para comprobar la funcionalidad del receptor mGIluR1a, y de las
proteinas de fusién obtenidas a partir de este receptor con las diferentes
subunidades alfa.

Ambas cepas fueron cotransformadas con los plasmidos de expresion
pexpLIsp2, pexpLIsp9 y pexpLlIspl0, junto con el plasmido pLIsp4, por el
método del acetato de litio. Posteriormente, los diferentes cotransformantes se
sometieron al analisis funcional, en las condiciones especificadas en apartados
anteriores.

Como en otros casos, los resultados obtenidos fueron negativos. En todos
los ensayos realizados, no se observd la expresion del gen marcador
(GFP(S65T)), con respecto a los controles, en presencia del agonista L-Glutamico
a una concentracion 10 mM, o el acido DL-Quiscualico, a una concentracion 1
mM.
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Figura 64: Analisis por microscopia confocal de las cepas de S. pombe JADM5
(A) y JADS8 (B) transformadas con las diferentes construcciones de fusion y el
sistema de deteccion-cuantificacion del gen sxa2™. 1. JADM5/ pIRT2 pLIsp4; 2.
JADMS5/ pLlIsp8 pLlsp4; 3. JADM5/pLIsp9 pLlsp4; 4. JADMS5/pLIspl0
pLIsp4; 5. JADS8/ pIRT2 pLlsp4; 6. JADS8/pLlIsp7 pLlsp4; 7.
JADS8/pLIsp9 pLIsp4; 8. JADS8/pLIspl0 pLIsp4. (Ver Pagina anterior).

1.12. ENSAYOS DE UNION A LIGANDO.

Los resultados obtenidos en apartados anteriores indicaban la ausencia de
acoplamiento funcional del receptor mGluR1a a la cascada de apareamiento en
S. pombe.

Las diferentes estrategias disefiadas, para la obtencién de un sistema
sencillo de deteccién de la activacion del receptor heterlogo por el agonista
adecuado, no fueron funcionales en el sistema empleado, la levadura S. pombe.

Ahora bien, la ausencia de acoplamiento del receptor mGIluRl1a no
impedia utilizar el sistema desarrollado como un sistema apto para el estudio de
dicho receptor. Los elevados niveles de expresion alcanzados y su correcta
localizacion celular podian permitir, mediante el uso de moléculas marcadas
radiactivamente, realizar estudios de unién a ligando, similares a los realizados
con lineas celulares de mamifero, donde el receptor habia sido expresado.

El ligando seleccionado para la realizacion de estos ensayos fue el
agonista natural, el acido L-Glutdmico, marcado radiactivamente con tritio.

A partir de cultivos en fase exponencial de transformantes de la cepa de
S. pombe JZ300 con el plasmido pexpLlIsp2 y pREP1, como control negativo, se
tomaron 5x10° células por muestra, que se incubaron en un rango de
concentraciones de 200nM-0.02pM de ligando radiactivo (2.10 de Materiales y
Métodos).

Los resultados obtenidos en este ensayo fueron negativos, indicando la
ausencia de union del ligando al receptor heterélogamente expresado. Este
resultado evidenciaba que el receptor mGluR1a en S. pombe no conservaba la
capacidad de unién a ligando.

Como hemos comentado en la introduccién, el sitio de unién a ligando se
encuentra situado en el extremo amino-terminal extracelular, situado entre dos
dominios globulares. A lo largo de la familia de receptores metabotrdpicos, se
conservan 21 residuos de cisteina, 19 de los cuales se encuentran en el dominio
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extracelular. Estas cisteinas estan relacionadas, mediante la creacion de enlaces
disulfuro, intramolecularmente, dando lugar a la conformacion propia del
receptor, e incluso intermolecularmente, dando lugar a la formacion de
homodimeros.

La ausencia de union a ligando sugiere que el procesamiento y
plegamiento del receptor mGluR1a es lo suficientemente complejo como para que
en S. pombe no tenga lugar correctamente. Por lo tanto, el receptor expresado
heter6logamente podria presentar una conformacion inadecuada, lo que se traduce
en que la unién del ligando podria estar afectada.

1.13 COMPROBACION DE LA HOMODIMERIZACION DEL RECEPTOR
mGIuR1a EN S. pombe.

En un intento de esclarecer algunos de los puntos tratados en el apartado
anterior, se pensé en realizar un ensayo para comprobar si el receptor mGluR1a
era capaz de formar homodimeros cuando es expresado en S. pombe.

De forma analoga al estudio realizado por Romano et al., (1995), se penso
en tratar los extractos proteicos enriquecidos en la fraccion de membranas,
obtenidos a partir de los transformantes de la cepa JZ300/pexpLlsp2, con
cantidades crecientes de un agente reductor, como es el B-mercaptoetanol o DTT,
capaces de romper los homodimeros formados por puentes disulfuro entre
cisteinas.

20 pg de proteina total de los extractos se trataron con concentraciones
decrecientes de 2.5% - 0.004% de B-mercaptoetanol, atendiendo a un factor de
dilucion de 5, y, posteriormente, fueron analizados mediante electroforesis,
seguida de deteccion inmunoldgica (Western Blot) (Figura 65).

El resultado obtenido indicé la ausencia de dimerizacion del receptor

mGIuR1a, cuando es expresado en S. pombe, lo cual apoya ain mas la idea de que
no presenta la conformacion funcional adecuada.
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7. 32300/ pREP1, 0% de B-mercaptoetanol.

Figura 65: Estudio de la homodimerizacion del receptor mGluR1a expresado en
la cepa de S. pombe JZ300. Cada muestra de 20 ug de proteina total, de los
extractos enriquecidos en la fraccion de membranas, se tratd con diferentes
concentraciones del agente reductor [B-mercaptoetanol (0,004-2,5%) v,
posteriormente, las muestras fueron analizadas mediante electroforesis de
proteinas y deteccién inmunoldgica (Western Blot).
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2. ESTUDIO DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR mGIuR1 EN LINEAS
CELULARES DE MAMIFERO.

Hasta la fecha, el estudio funcional de la familia de receptores
metabotropicos del glutamato se ha basado en su expresion heter6loga, usando
como sistema diferentes lineas celulares de eucariotas superiores: oocitos de
Xenopus, células CHO, BHK y HEK.

Podemos decir, de forma general, que en los diferentes estudios
publicados se consiguié su expresiéon funcional, aunque debemos mencionar
algunos aspectos que han dificultado su estudio.

En primer lugar, todavia no esta claro cuales son las proteinas G que estan
implicadas. Cuando los receptores pertenecientes al Grupo I, eran expresados en
oocitos de Xenopus y en lineas celulares de mamiferos, la inhibicion con toxina
pertusis es parcial, lo cual indicaria que estarian implicadas las subunidades
Gi/Go (sensibles) (Aramori y Nakanishi., 1992; Houamed y cols., 1991; Gabellini
y cols., 1993 y Masu y cols., 1991.) y, también, subunidades de tipo Gq (no
sensible). Por otro lado, en el caso de los subtipos mGIuR1b y c, de forma
general, se ha visto gque la respuesta que son capaces de generar no es sensible a
toxina pertusis, por lo que el grupo de proteinas G implicado seria el de las Gq
(Abe y cols., 1992). Sin embargo, si son expresados en oocitos de Xenopus, estos
son capaces de dar una respuesta parcialmente sensible, indicando que si son
capaces de acoplarse al grupo Gi/Go, ademas de a otros subtipos. Por ultimo, se
ha observado que la expresion de mGluR1a es capaz de activar la adenilato
ciclasa cuando es expresado en células CHO y BHK.

Por tanto, la determinacion del perfil farmacol6gico, debe realizarse
mediante la expresion de los diferentes receptores en el sistema heter6logo
adecuado. En este contexto, destaca por su importancia el trabajo desarrollado por
Desai et al., (1995).

Los sistemas heterdlogos de expresion empleados hasta la fecha requerian
la presencia de L-Glutamato en el medio de cultivo, o bien eran capaces de
producirlo enddgenamente y, posteriormente, secretarlo al medio. La presencia
del agonista en el medio, l6gicamente, dificulta la expresion y el estudio de estos
receptores, ya que supone una persistente activacion del receptor expresado y, por
consiguiente, la entrada en un posible proceso de desensibilizacion.

En el trabajo desarrollado por Desai et al. (1995), consiguen evitar este
inconveniente, transfectando y estabilizando la linea celular AV12-664 con el
cDNA que codifica el transportador de L-Glutamato de cerebro de rata: GLAST.
De esta forma, se aseguran la recaptacién del L-Glutamato que pudiera haber sido
liberado al medio extracelular. La posterior transfeccion del receptor que estudian,
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en este caso el HmGIuR1a, permitio la determinacion, de forma bastante precisa,
de su perfil farmacoldgico.

En cualquier caso, nos planteamos el estudio de la expresion del receptor
mGIuR1a de rata en la linea celular 45.EM18. La linea celular 45.EM18 es una
linea linfoblastoide (LCL) obtenida por transformacion de linfocitos B de sangre
periférica humana con el virus Epstein-Barr y posterior mutagénesis para
seleccionar la ausencia de expresion de HLA-DP. Esta linea parecia idonea para
estudios de expresion heterologa del receptor mGIluR1a, atendiendo a las
siguientes razones:

En primer lugar, la linea 45.EM18 esta profundamente caracterizada, no
solo fisiologicamente sino también en cuanto a las técnicas de manipulacion.

Ademas, dicha linea no pertenece al linaje del Sistema Nervioso Central
Yy, por tanto, no es esperable encontrar efectos solapantes, debidos a la expresion
de receptores del L-Glutamato, tanto de naturaleza ionotropica como de
naturaleza metabotropica.

Por Gltimo, la linea celular 45.EM18 es capaz de crecer en suspension en
medios carentes de &cido L-Glutdmico (DMEM), a diferencia de otras lineas
celulares. Este hecho facilitaria su manipulacion en ensayos funcionales del
receptor, ya que la resuspension de los cultivos que crecen en monocapa requieren
un tratamiento fisico o quimico, mediante tratamiento con tripsina, que podrian
afectar a la funcionalidad del receptor y a los resultados obtenidos.

La expresion heterdloga del receptor mGluR1a, en la linea 45.EM18,
podria suponer un sistema sencillo para su estudio, permitiendo la obtencién de
resultados rapidos y reproducibles.

Con el fin de realizar un analisis comparativo en relacion a otros sistemas
empleados, para el desarrollo de este apartado se utilizaron dos tipos de lineas
celulares: los transfectantes de la linea celular 45.EM18 y la linea celular
RGT18/mGIuR1, cedida por el Dr. Burnett.

La linea RGT18/mGIuR1 procede de la linea celular AV12-664,
transfectada y estabilizada con el cDNA que codifica para el transportador de L-
Glutamato de cerebro de rata, GLAST, y el receptor mGluR1a de rata. Por lo
tanto, la linea RGT18/mGIuR1 presenta caracteristicas anédlogas a la linea
desarrollada por Desai et al.,(1995).
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2.1. ESTUDIO DE LA EXPRESION Y ANALISIS FUNCIONAL DEL
RECEPTOR mGluR1a EN LA LINEA RGT18/ mGIuR1.

Los estudios realizados en ambas lineas celulares se basaron en dos
aspectos clave: el estudio de los niveles de expresion del receptor mGluR1a,
mediante técnicas de inmunofluorescencia indirecta y citometria de flujo, y de
funcionalidad de dicho receptor, mediante ensayos de union a ligando radiactivo.

211 Estudio de la expresion del receptor mGluRla en la linea
RGT18/mGIluR1.

El nivel de expresion del receptor mGluR1a, en la linea RGT18/mGIuR1,
se realizd6 mediante técnicas de immunofluorescencia indirecta y citometria de
flujo, empleando para ello el anticuerpo frente al fragmento carboxi-terminal.

A partir de un cultivo de la linea RGT18/mGIuR1, se tomaron diferentes
muestras que fueron procesadas siguiendo el protocolo detallado en los puntos
2.8.1.4. de Materiales y Métodos. Posteriormente, estas muestras fueron
analizadas por citometria de flujo.

Como se muestra en la Figura 66, el porcentaje de expresion super6 el
50%, en comparacion con su control, en este caso constituido por la muestra
teflida Gnicamente con la segunda capa del anticuerpo antiratén-IgG conjugado
con FITC.

En las imagenes tomadas por microscopia confocal, la expresion del
receptor mGIluR1a es detectada con un patrén de tincidon intracelular que
concuerda con el empleo del anticuerpo comercial frente al extremo carboxi-
terminal de dicho receptor. Podemos observar un patrdn de tincion citoplasmatico,
donde el nacleo celular aparece negativo, mas o menos difuso.

2.1.2. Estudio de union a ligando de la linea celular RGT18/mGluR1a.

Los ensayos de unién a ligando de la linea celular RGT18/mGluR1a se realizaron
siguiendo el protocolo especificado en el apartado 2.10.2. de Materiales y
Métodos.

Para ello, a partir de un cultivo en fase exponencial de dicha linea, se
recogieron 1x10° células por muestra, que fueron incubadas con un rango de
concentraciones del ligando L-Glutdmico [2-3-4 *H] entre 100 nM y 0,2 pM,
siguiendo un factor de dilucion de 2, y en presencia de ligando frio a una
concentracion 50 uM, como control negativo. Posteriormente, se procedié al
andlisis de los datos obtenidos.
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Figura 66: Estudio de la expresion del receptor mGluR1a en la linea celular
RGT18/mGIuR1, mediante técnicas de inmunofluorescencia indirecta y andlisis
por citometria de flujo (A). Imagenes de microscopia confocal de las células de la
linea RGT18/mGIuR1, tefiidas con el anticuerpo comercial antimGluR1a (B).
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El andlisis de los datos representados en la Figura 67 determind un valor
de la constante de disociacion (Kd) de 5,31+ 0,5 nM para la linea celular
RGT18/mGluRla.
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Figura 67: Representacion de los resultados del ensayo de unién a ligando
radiactivo de la linea celular RGT18/mGIluR1a. Los datos corresponden a uno de
los tres experimentos realizados, donde se obtuvieron resultados similares. Los
datos de unidon especifica representados corresponden al resto resultante de la
union total, menos la unién inespecifica, determinada en presencia de 50 uM de
ligando frio (A). Analisis Scatchard de la isoterma de unién (B).
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2.2. ESTUDIO DE LA EXPRESION Y ANALISIS FUNCIONAL DEL
RECEPTOR mGIuR1 EN LA LINEA CELULAR 45.EM18.

2.2.1. Construccion del plasmido para la expresion en la linea celular
45.EM18.

El plasmido de expresion empleado fue el denominado pREP4, de la casa
comercial Invitrogen. Dicho plasmido, de replicacion auténoma (episémico),
presenta como marcador de seleccién el gen que codifica la resistencia a
higromicina, asi como un sitio multiple de clonacién, situado entre el promotor
del virus del sarcoma de Rous (RSV), constitutivo, y el terminador de SV40.

De esta forma, el fragmento de cDNA que codifica el receptor mGluR1a
fue subclonado en el plasmido pREP4, dando lugar al plasmido pexpLlccl (3.11
de Materiales y Métodos).

Una vez confirmada la construccion, la linea 45.EM18 fue transfectada
con el plasmido pexpLlccl.

2.2.2 Estudio de la expresion del receptor mGluR1a en la linea 45.EM18.

Tras la construccion del plasmido de expresion pexpLlccl, se procedio a
transfectar la linea 45.EM18, siguiendo el protocolo detallado en el apartado
2.13.3 de Materiales y Métodos. Una vez obtenidos los transfectantes, a las 48 h,
se procedio a estudiar el nivel de expresion del receptor mediante técnicas de
immunofluorescencia indirecta y citometria de flujo, empleando para ello el
anticuerpo antimGluR1a frente al fragmento carboxi-terminal.

Para ello, a partir del cultivo de los transfectantes del plasmido
pexpLlccl, se procesaron diferentes muestras, siguiendo el protocolo detallado
en los puntos 2.8.1.5. de Materiales y Métodos, donde, como control, se utilizé
una muestra tefiida Unicamente con la segunda capa de anticuerpos, conjugada
con FITC. Posteriormente, estas muestras fueron analizadas por citometria de
flujo.

Como se muestra en la Figura 68, el porcentaje de expresion obtenida,
frente al control negativo, fue aproximadamente de un 20%, lo cual indica que el
nivel de expresion del receptor fue mucho menor a la linea celular
RGT18/mGluRla. Aun asi, debemos considerar la elevada intensidad de
fluorescencia basal del control negativo (en ausencia de antimGluR1a), que
podria estar enmascarando el resultado.
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Figura 68 A: Estudio de la expresion del receptor mGluR1a en la linea celular
45.EM18/mGIuR1, mediante técnicas de inmunofluorescencia indirecta y analisis
por citometria de flujo.

2.2.3. Ensayos de union a ligando de la linea celular 45.EM18/mGIluR1a.

Los ensayos de unidn a ligando de la linea celular 45.EM18/mGluR1a se
realizaron siguiendo el protocolo especificado en el apartado 2.10.2. de Materiales
y Métodos.

Tras la obtencion de transfectantes de dicha linea celular con el plasmido
de expresion pexpLlccl y el plasmido control pREP4, se procedio a determinar
la unién especifica al ligando L-Glutamico [2-3-4 *H]. Para ello, a las 48 h de
expresion en medio DMEM (ausencia de L-Glutamico), se recogieron 1x10°
células por muestra, que fueron incubadas en el mismo rango de concentraciones
de ligando (entre 100 nM y 0,2 pM, siguiendo un factor de dilucion de 2). En esta
ocasion se utilizaron 2 controles negativos: uno para determinar la union
inespecifica de ligando marcado, en presencia de ligando frio a una concentracion
50 uM, y el otro para determinar la union de ligando marcado en la misma linea
celular, transfectada con el plasmido control pREP4. Posteriormente, se procedid
al anélisis de los datos obtenidos.

Un primer analisis, basado en el estudio comparativo de los datos
obtenidos en ambas lineas celulares, mostr6 que los transfectantes de la linea
celular 45. EM18/mGIluR1a presentaban una mayor capacidad de union a ligando,
aunque los niveles de expresion detectados fueron inferiores (Figura 69). Un
andlisis mas exhaustivo aclaro los resultados obtenidos.
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Figura 68B: Estudio de la expresion del receptor mGluR1a en la linea celular
45.EM18/mGIuR1. Imégenes de microscopia confocal tefiidas con el anticuerpo
comercial antimGluR1a, y del control negativo, con tincién Unica de segunda
capa (1).
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En este caso, ademas de la union inespecifica en presencia de ligando frio,
se tuvieron en cuenta los datos de la union inespecifica, obtenida a partir de los
transfectantes con el plasmido control, pREP4.

El andlisis de los datos representados en la Figura 70 determind un valor
de la constante de disociacion (Kd) de 7,14+ 0,7 nM para la linea celular
45.EM18/mGIluR1la.

CPM

60000

40000

20000

0
100 50 25 125 6.25

[H3-L-Glu] (nM).

B 45.EM18/mGluRla ERGT18/mGluRla

Figura 69: Analisis comparativo de la union especifica de ligando L-Glutdmico
[2-3-4 3H] (expresado en CPM) en la linea celular RGT18/mGluRla y
45.EM18/mGIluR1a, en las diferentes concentraciones ensayadas. Las CPMs
corresponden a la diferencia de la union total de ligando, menos la union
inespecifica en presencia de una concentracion de ligando frio de 50 uM.
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Figura 70: Representacién de los resultados del ensayo de union a ligando
radiactivo de la linea celular 45.EM18/mGIluR1a. Los datos corresponden a uno
de los tres experimentos realizados, donde los datos obtenidos fueron similares.
Los datos de union especifica (W) representados corresponden al resto resultante
de la uni6n total @)menos la union inespecifica determinada en los transfectantes
del plasmido pREP4 (ll)(A). Analisis Scatchard de la isoterma de unién (B).
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3. ESTUDIO DE LOS ANTICUERPOS DESARROLLADOS FRENTE AL
EXTREMO AMINO-TERMINAL DEL RECEPTOR mGIuR1.

El desarrollo de anticuerpos monoclonales frente al receptor mGIuR1
supone la obtencion de una herramienta basica en el estudio de dicho receptor, no
s6lo en el sistema heter6logo empleado, sino en el S.N.C., donde se encuentra
habitualmente.

Las aplicaciones de los anticuerpos monoclonales en el estudio de estos
receptores son multiples. Como ejemplo, no sélo permiten la inmunolocalizacién
de dicho receptor y conocer sus niveles de expresion, sino que también permiten
estudiar la topologia de la proteina, reconociendo dominios basicos para su
funcionalidad.

Por estos motivos, en la tesis doctoral realizada por la Dra. Alejandra
Montessi, se procedio6 a la obtencion de anticuerpos frente al receptor mGIluR1 de
rata, anticuerpos que en la realizacion del presente trabajo han sido
profundamente caracterizados.

Los estudios realizados en la caracterizacion de estos anticuerpos, estan
fundamentados en la estrategia de obtencion de los mismos y, debido a esto,
consideramos necesario describirla sucintamente.

En primer lugar, se procedio a la eleccion del fragmento amino-terminal
como antigeno. El fragmento de cDNA que codificaba el dominio amino-terminal
casi completo, comprendido entre las bases 1 a 1720, fue subclonado en el
plasmido de expresion pGEX2T de E. coli. Una vez sobreexpresado, se obtuvo
una gran cantidad de antigeno, en forma de cuerpos de inclusién, que fueron
utilizados en la inmunizacion.

Tras el proceso de inmunizacién, basado en la inyeccién por via
subcutanea e intraperitoneal de 225 pg de antigeno con adyuvante incompleto de
Freund, durante 4 meses cada 20 dias, y el proceso de fusion, se procedio a la
subclonacion, utilizando como ensayo de rastreo técnicas de ELISA. Tras este
proceso se llegd a la seleccion de siete subclones denominados: B12, C10, D1,
E5, F3, F6 y F10.

Los sobrenadantes de cultivo de los diferentes clones se utilizaron como
primer anticuerpo en un ensayo de inmunofluorescencia indirecta con los
transformantes de S. pombe del plasmido pexpLIsp2 y pREP1, como control. En
todos los casos, se observé un aumento en la intensidad de fluorescencia, con
respecto al control, lo cual indicaba que estaban reconociendo especificamente
esta proteina.
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El siguiente paso fue la obtencion de liquido ascitico, con todos los
subclones.

Todos estos resultados mostraban que los distintos anticuerpos reconocen
especificamente alguna proteina sintetizada por el plasmido pexpLIsp2, y que se
expresa en la membrana plasmatica de las células de S. pombe. La proteina
reconocida por los anticuerpos debia corresponder al dominio amino-terminal del
mGIuR1a.

Ahora bien, debemos recordar que el antigeno empleado fue el fragmento
amino-terminal del receptor mGIuR1 de rata. Este fragmento es de gran tamafio v,
por lo tanto, los anticuerpos desarrollados frente a él pueden reconocer distintas
partes de la proteina (epitopos). Ademas, este fragmento presenta un alto grado de
similitud con otros receptores de la misma familia (70% de homologia con
mMGIuUR5), que fueron clonados posteriormente, y con los que podrian presentar
reaccion cruzada.

Estos hechos nos llevaron a plantearnos el estudio mas exhaustivo de
dichos anticuerpos, en funcion de su especificidad frente al receptor mGIuR1.

3.1. ESTUDIOS DE REACCION CRUZADA DE LOS ANTICUERPOS
MONOCLONALES.

Para el estudio de reaccion cruzada de los liquidos asciticos, era necesario
poseer un sistema de expresion heterologa, similar al utilizado para el receptor
mMGIuUR1. Asi, se pensé en la construccion de plasmidos de expresion de tipo
pPREP, que portaran distintos receptores metabotropicos del L-Glutamato.

De esta forma, obtendriamos un sistema donde los diferentes tipos de
receptores se encuentran expresados de forma aislada y, por lo tanto, evitariamos
los problemas de interpretacion de los resultados, como ocurre con muestras
originarias del S.N.C.

Se seleccionaron dos receptores para los estudios de reaccion cruzada. El
mGIuRb5a, que pertenece al mismo Grupo | del receptor mGIuR1 y es con el que
presenta mayor similitud (70%), y el mGluR4a, como representante del Grupo I11.
Los cDNAs que codifican dichos receptores fueron cedidos por el Dr. Nakanishi.
3.1.1. Construccion de los plasmidos de expresion.

El plasmido utilizado en las construcciones con los diferentes receptores
fue el pREP1 (3.2.2. y 3.2.3. de Materiales y Métodos). Los diferentes plasmidos
de expresion obtenidos en este vector se detallan a continuacion:

pexpLIspl2: Porta el cDNA que codifica el receptor mGIuR4 (pmGR4).
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pexpLIspl3: Porta el cDNA que codifica el receptor mGIUR5 (pmGR5).

La cepa heterotdlica JZ300 fue transformada con estos plasmidos,
mediante el método del acetato de litio, obteniéndose una eficiencia de
transformacion dentro de los valores esperados (10° transformantes/ug de DNA).

3.1.2. Estudios inmunologicos.
3.1.2.1. Purificacion de liquidos asciticos.

Tras volver a obtener los liquidos asciticos, fueron sometidos a un
proceso de purificacion, utilizando para ello el “kit” comercial: ImmunoPure®
Plus (G) Inmobilized Protein G Gel (Pierce), como se describe en el apartado 2.12
de Materiales y Métodos.

Los liquidos asciticos purificados correspondian a los obtenidos a partir
de los clones B12, E5, F3, F6 y F10. La solucion de anticuerpo purificado se
ajusto a una concentracion de 1mg/ml.

3.1.2.2. Analisis de deteccion inmunoldgica del receptor mGIluR1: Western Blot.

El primer tipo de analisis efectuado se bas6 en técnicas de electroforesis de
proteinas, en condiciones desnaturalizantes (SDS PAGE), y posterior deteccion
inmunolégica (Western blot). Para ello, se utilizé el anticuerpo comercial
desarrollado frente al fragmento carboxi-terminal del receptor mGluR1a, como
control, y los liquidos asciticos purificados como problema.

A partir de la cepa de S. pombe, transformada con los vectores
pexpLlIsp2, pexpLIspl2, pexpLlspl3 y pREP1 (control), se obtuvieron los
diferentes extractos proteicos enriquecidos en la fraccion de membranas (2.7.1.1.
de Materiales y Métodos). Dichas muestras se obtuvieron a partir de cultivos en
fase exponencial, a las 20 h de induccion de la expresion (ausencia de tiamina en
el medio). Posteriormente, se determind la concentracion de la proteina total de
los diferentes extractos y estos fueron analizados.

La cantidad de proteina total, por pocillo, fue de 50ug v, tras la resolucién
del gel y posterior deteccion inmunoldgica, Gnicamente se observo la aparicion de
la banda esperada en el gel revelado con el anticuerpo comercial (Datos no
mostrados).

Este resultado puede explicarse teniendo en cuenta el proceso de
obtencidn de los anticuerpos, frente al fragmento amino-terminal del mGIuR1. En
el proceso de inmunizacion, el antigeno empleado era de gran tamafio y éste
podria presentar una estructura similar a la de la proteina nativa, por lo tanto, los
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liquidos asciticos desarrollados frente a este antigeno pueden reconocer epitopos
“conformacionales”, que se pierden en condiciones desnaturalizantes.

De esta forma, se pensd en realizar un ensayo, en condiciones no
desnaturalizantes o nativas, donde la proteina mantuviera su conformacion. En
estos ensayos utilizamos técnicas de inmunoprecipitacion.

3.1.2.3. Ensayo de inmunoprecipitacion.

El ensayo para confirmar el reconocimiento especifico del receptor
mGIuR1, en condiciones nativas, por parte de los liquidos asciticos, se basé en
técnicas de inmunoprecipitacion.

Dichos ensayos de inmunoprecipitacion se realizaron con el producto
comercial Gamma Bind™ Plus Sepharose™ de Amersham. Este producto
permite, a partir de un extracto heterogéneo incubado con el anticuerpo
apropiado, aislar los complejos antigeno-anticuerpo por centrifugacion.
Posteriormente, los complejos obtenidos son analizados mediante técnicas
inmunolégicas (Western Blot).

Siguiendo el protocolo de inmunoprecipitacion, descrito en el apartado
2.7.6. de Materiales y Métodos, se utilizaron dos tipos de extractos proteicos en
condiciones de induccion de la expresion: el obtenido a partir de la cepa de
S. pombe transformada con el plasmido pexpLlsp2, y la misma cepa con el
plasmido pREP1, como control. De estos extractos, diferentes alicuotas de 150
ug de proteina total fueron incubados con 5 ug de los diferentes liquidos asciticos,
asi como con la misma cantidad del anticuerpo comercial antimGIluR1a (control
positivo), y en ausencia de anticuerpo, como control negativo.

Una vez obtenidas las diferentes muestras, estas fueron sometidas a electroforesis
en gel de acrilamida al 10%, en condiciones desnaturalizantes, y, posteriormente,
detectadas inmunologicamente, mediante el empleo del anticuerpo comercial.

Como se observa en la Figura 71, los liquidos asciticos F3, F6 y F10
mostraron la capacidad de Ilevar a cabo la inmunoprecipitacion del receptor
mGIluR1a en las condiciones ensayadas.

Un segundo ensayo, se baso en la capacidad que presentaban los liquidos

asciticos purificados de producir la inmunoprecipitacion del receptor mGIluR1a,
pero de muestras obtenidas a partir de tejido del S.N.C. de rata.
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B: JZ300/ pexpLIsp2.
1. Control negativo (sin anticuerpo). 5. Ascitis de F6.

2. Ascitis de B12. 6. Ascitis de F10.
3. Ascitis de E5. 7. Anticuerpo monoclonal comercial
4. Ascitis de F3. frente a mGluR1a.

Figura 71: Inmunoprecipitacion de los liquidos asciticos purificados frente al
receptor mGluR1a, expresado en la cepa de S. pombe JZ300/pexpLIsp2. Cada
muestra de 150 pg de proteina total, de los extractos enriquecidos en la fraccion
de membranas, se incubd con 5ug de los distintos anticuerpos y, posteriormente,
el inmunoprecipitado fue analizado mediante electroforesis de proteinas y
deteccién inmunoldgica (Western Blot). Como control negativo se empled el
extracto de la cepa de S. pombe JZ300/pREPL1.

Para ello, 150 pg de proteina total del extracto obtenido a partir del
encéfalo de rata, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.7.1.2. de
Materiales y Métodos, fueron incubados con 5 pg de los liquidos asciticos
purificados F6 y F10, siguiendo el protocolo de inmunoprecipitacion descrito.
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Figura 72: Inmunoprecipitacion de los liquidos asciticos purificados frente al
receptor mGIuR1. Cada muestra de 150 pg de proteina total, procedente de
extractos de la fraccion de membranas de tejido de cerebro de rata, se incubd con
5ug de los distintos anticuerpos y, posteriormente, el inmunoprecipitado fue
analizado mediante electroforesis de proteinas y deteccion inmunoldgica (Western
Blot). Como control negativo se empled el mismo extracto, incubado en ausencia
de anticuerpos.

Una vez obtenidos las diferentes muestras, fueron sometidas a
electroforesis en geles de acrilamida al 6%, en condiciones desnaturalizantes vy,
posteriormente, detectadas inmunolégicamente con el anticuerpo comercial que
reconoce el receptor mGluR1a (Figura 72).

El resultado confirmé la capacidad de reconocimiento del receptor
mGluR1a por los liquidos asciticos ensayados. Ahora bien, este resultado no puso
de manifiesto la especificidad frente al receptor mGIuR1, especificidad que fue
confirmada con ensayos similares, utilizando los extractos proteicos obtenidos a
partir de transformantes de la cepa de S. pombe con el plasmido pexpLlspl3
(Figura 73) y de tejido del S.N.C. de rata (datos no mostrados). En este caso, la
deteccién inmunoldgica se realizé con el anticuerpo policlonal comercial, que
reconoce el receptor mGluR5a (Chemicon).
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Figura 73: Inmunoprecipitacion de los liquidos asciticos purificados frente al
receptor mGluR5a expresado en la cepa de S. pombe JZ300/pexpLIspl3. Cada
muestra de 250 pg de proteina total, de los extractos enriquecidos en la fraccion
de membranas, se incubd con 5ug de los distintos anticuerpos a estudio v,
posteriormente, el inmunoprecipitado fue analizado mediante electroforesis de
proteinas y deteccion inmunolégica (Western Blot).Como controles negativos se
empleo el extracto de la cepa de S. pombe JZ300/pREP1 (A). Tras el tratamiento
adecuado de deshibridacion de la membrana, se realizd la deteccion inmunoldgica
de los asciticos (B).

Como se observa en la Figura 73, los resultados obtenidos mostraron la
incapacidad de los liquidos asciticos de producir la inmunoprecipitacién del
receptor mGIluR5a, expresado en S. pombe. Unicamente, aparecié una banda
atribuible a dicho receptor, de un tamafio muy superior al esperado (>200 kDa),
en el carril correspondiente al control positivo, es decir, del extracto incubado con
el anticuerpo comercial frente al mGIuRS.
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Tras la obtencion de este resultado, posteriormente, se realiz6 un
tratamiento de deshibridacion de la membrana, y se volvid a someter a un proceso
de deteccion inmunoldgica, utilizando Unicamente la segunda capa de anticuerpos
conjugados a peroxidasa (antilgG de raton). Esto permitio detectar los diferentes
anticuerpos presentes en los liquidos asciticos, que habian sido sometidos al
proceso de imnunoprecipitacion, como en casos anteriores. Como aclaracion, a
diferencia de anélisis anteriores, en este experimento se utilizd como segunda
capa el anticuerpo antilgG de conejo, conjugado con peroxidasa, incapaz de
detectar los liquidos asciticos ensayados.

3.1.2.4. Estudios de inmunofluorescencia indirecta y analisis mediante citometria
de flujo.

Los siguientes ensayos realizados con los liquidos asciticos se basaron en
técnicas de inmunodeteccion indirecta y citometria de flujo.

Para ello, a partir de los cultivos de la cepa de S. pombe, transformada con
los plasmidos pexpLIsp2, pexpLIspl2, pexpLlIspl3 y pREPL, como control, en
fase exponencial, y 20 h después de la induccién, se prepararon diferentes
muestras, siguiendo el protocolo detallado en el punto 2.8.1.3. de Materiales y
Métodos.

Los liquidos asciticos, empleados como primera capa de anticuerpo,
fueron el F3, F6 y F10, que se utilizaron a una dilucién 1/100, al igual que el
anticuerpo comercial frente a la regién carboxi-terminal utilizado como control y,
una vez tefiidas, las muestras fueron analizadas por citometria de flujo.

En la Figura 74, podemos apreciar que las muestras que expresan el
receptor mGIluR1a presentan un aumento en la intensidad de fluorescencia con
respecto a los controles. Aun asi, el desplazamiento observado, aunque
significativo, fue menor del esperado. El andlisis de estos resultados se realizara
mas detenidamente en el apartado de Discusién.

3.2 ESTUDIOS DE INMUNOLOCALIZACION DEL RECEPTOR mGIuR1 EN
DIFERENTES TEJIDOS.

Una vez confirmada la especificidad de reconocimiento del anticuerpo en
el sistema de S. pombe, decidimos comprobar su utilidad para realizar ensayos de
inmunolocalizacién en diferentes tipos de tejidos.

En el afio 1995 se clond el receptor metabotrépico de L-glutamato de
humanos. Dicho receptor presenta un alto grado de similitud con el receptor
metabotropico de rata, en concreto con un porcentaje del 93% en funcién de sus
secuencias proteicas y, principalmente, en la regién amino-terminal.
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Figura 74: Andlisis por citometria de flujo, mediante técnicas de
inmunofluorescencia indirecta, de las cepas de S. pombe JZ300/pREP1,
JZ300/pexpLIsp2 (mGluR1a), JZ300/pexpLlspl2 (mGIluR5a) y
JZ300/pexpLIspl3 (mGIuR4) con los anticuerpos: antiinmunoglobulinas G de
raton conjugado con FITC, como control negativo, (2% capa) (A), antimGluR1a
(Invitrogen) (B) y ascitis de F3, F6 o F10 (C).

Este dato llevé a plantearnos la posibilidad de que los anticuerpos
monoclonales obtenidos fueran capaces de reconocer dicho receptor en otros
organismos superiores y, principalmente, si eran capaces de reconocer el receptor
HmMGIuR1 de humanos.

Debido a la complejidad en la obtencion de las muestras asi como de su

manipulacion, esta parte del trabajo se realiz6 en colaboracion con el Dr. Alberto
Mufioz, del Centro de Investigaciones Neurol6gicas Ramén y Cajal del CSIC.

237



Resultados.

3.2.1. Estudio de la expresion del receptor mGluR1a, mGIluR5a y GABA B en
el S.N.C. de rata.

Los primeros estudios que nos planteamos se basaron en comprobar la
expresion del receptor mGIluR1a, en comparacién con otros dos receptores que
presentan un alto grado de similitud en sus secuencias proteicas, como el receptor
mGIluR5a y el GABABRL. Este estudio se realiz6 analizando la expresion de los
distintos receptores en diferentes regiones del S.N.C. de rata, mediante técnicas de
electroforesis de proteinas y posterior deteccion inmunoldgica. Para ello, los
anticuerpos utilizados fueron el anticuerpo comercial desarrollado frente al
extremo carboxi-terminal del receptor mGIluR1a, el anticuerpo comercial
desarrollado frente al extremo carboxi-terminal del receptor mGIURS v,
finalmente, el anticuerpo policlonal frente al receptor GABABRL1 (cedido por
Alberto Mufioz).

Asi, a partir de diferentes secciones de tejido del S.N.C. de rata,
enumeradas y representadas en la Figura 75, se prepararon los distintos extractos,
segun el protocolo detallado en el apartado 2.7.1.2. de Materiales y Métodos. Tras
determinar la concentracion de los diferentes extractos, mediante el método
Bradford, 100 ug de proteina total de cada uno de ellos, fue sometido a
electroforesis en geles de acrilamida al 8%, en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE), vy, seguidamente, se procedié a la deteccion inmunoldgica de los
distintos receptores.

Como se observa en la Figura 76, la distribucion del receptor mGluR1a,
en las diferentes secciones analizadas refleja su amplia distribucion a través del
S.N.C., aunque destaca el alto porcentaje de expresion en el extracto procedente
del cerebelo. Ademas, en dicho estudio, se detecto la presencia de dos bandas, una
de un tamafio molecular aproximado de 140 kDa., y una segunda de un tamafio
aproximado de 300 kDa, posiblemente debido a procesos de dimerizacion. Cabe
destacar que en el ensayo de inmunoprecipitacion de los liquidos asciticos F6 y
F10 del extracto procedente del S.N.C. de rata (Figura 73), se detectd la
presencia de ambas bandas.
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Figura 75: Fotografia y esquema del corte parasagital de cerebro de rata a 3,4
mm. A: Tincion de Nissl. B. Representacion esquematica del corte parasagital.

Los cuadrados negros enmarcan las zonas estudiadas en los ensayos
inmunocitoquimicos (Mas adelante). CC: Corteza cerebral, CE: Cerebelo, HP:
Hipocampo, ME: Médula espinal, MS: Mesencéfalo (Coliculo inferior), TC:
Tallo cerebral, TL: Talamo. La region del Hipotalamo no aparece representada.
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Figura 76: Estudio de la expresion del receptor mGluR1a en el S.N.C. de rata,
mediante la técnica de inmunodeteccion indirecta o Western Blot. Tras determinar
la concentracion de proteina total de las muestras obtenidas de las diferentes
secciones del cerebro de rata, se cargaron 100ug de muestra por carril.

Los resultados mostrados en la Figura 77, indican, al igual que para el
receptor mGluR1a, la amplia distribucion del receptor mGluR5a a lo largo del
S.N.C., aunque destaca el alto porcentaje de expresion en el extracto procedente
de la corteza cerebral y el hipocampo. Ademas, al igual que en el caso anterior, se
detecto la presencia de varias bandas, una de un tamafio molecular aproximado de
130 kDa., una segunda de un tamafio aproximado a 190 kDa vy, finalmente, dos
mayoritarias, con un tamafio molecular superior de 280-300kDa., y que podrian
ser resultantes de la dimerizacion del receptor.
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Figura 77: Estudio de la expresion del receptor mGluR5a en el S.N.C. de rata,
mediante la técnica de inmunodeteccion indirecta o Western Blot. Tras determinar
la concentracion de proteina total de las muestras originarias de las diferentes
secciones del cerebro de rata, se cargaron 100ug de muestra por carril.

Los resultados mostrados en la Figura 78, apuntan a una distribucion
amplia y méas uniforme en cuanto al receptor GABABR1, aunque destaca el nivel
de expresion detectado en las muestras que incluye la regién de la corteza cerebral
e hipocampo, y el tAlamo. Ademaés, es de destacar la deteccion de 3 bandas
bésicas, correspondientes a los diferentes subtipos del receptor GABABRIa,
GABABRL1b (que son indistinguibles en las condiciones del ensayo empleadas y
aparecen como una Unica banda), GABABR1c y GABABR1d.
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Figura 78: Estudio de la expresién del receptor GABABRL en el S.N.C. de rata,
mediante la técnica de inmunodeteccion indirecta o Western Blot. Tras determinar
la concentracion de proteina total de las muestras originarias de las diferentes
secciones del cerebro de rata, se cargaron 50ug de muestra por carril, en un gel de

acrilamida al 10%.

3.2.2. Estudios inmunocitoquimicos de los liquidos asciticos F3, F6 y F10 en
el S.N.C. de rata. Estudio comparativo con los anticuerpos frente al receptor
mGIluR1a, mGluR5a y GABABRLI.

El siguiente paso, consistid en el estudio de la expresion de los diferentes
receptores, mediante técnicas inmunocitoquimicas, en cortes parasagitales de

cerebro de rata.
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Tras comprobar el patron de expresion de los receptores estudiados en las
diferentes secciones del S.N.C. de rata, nos planteamos el estudio
inmunocitoquimico de la expresion de dichos receptores, haciendo hincapié en las
regiones donde su expresion es mas acusada: cerebelo, corteza e hipocampo. En
este estudio, ademas de los anticuerpos empleados en el apartado anterior, se
emplearon los liquidos asciticos F3, F6 y F10. De esta forma, mediante el uso de
los liquidos asciticos, confirmariamos su especificidad frente al receptor mGIuR1,
ya que el patrdn de tincién debe ser similar, sino idéntico, al patrén de tincion del
anticuerpo comercial frente al mGluR1a.

Los cortes parasagitales de cerebro de rata, fijados por perfusion con
paraformaldehido al 4%, fueron tefiidos con los diferentes anticuerpos, segun el
protocolo descrito en el apartado 2.9 de Materiales y Métodos y, posteriormente,
analizados por microscopia Optica.

3.2.2.1. Estudio inmunocitoquimico de la region de cerebelo.

Los resultados obtenidos en el estudio inmunocitoquimico de la region
del cerebelo mostraron un patrén caracteristico para cada uno de los anticuerpos
utilizados, aunque en el caso de los liquidos asciticos F3, F6 y F10 fue comin con
el anticuerpo comercial frente al receptor mGluR1a.

Como podemos comprobar en la Figura 79, en el caso del anticuerpo
frente al receptor GABABR1, el marcaje predomind en la capa celular de
Purkinge, al igual que con el anticuerpo frente al receptor mGIluR5a, aunque, en
ambos casos, se observé un aumento en la capa granular. Por otro lado, en el caso
del anticuerpo comercial frente al receptor mGluR1a, al igual que para los
diferentes liquidos asciticos, la intensidad de marcaje fue elevada, tanto en la capa
molecular, como granular, y en la capa de células de Purkinge.

—»

Figura 79: Imagenes por microscopia dptica de los marcajes inmunocitoquimicos
obtenidos con los diferentes anticuerpos frente al receptor GABABR1 (A),
mGIuR5a (B), mGluR1a (C), liquido ascitico F3 (D), liquido ascitico F6 (E) y
liquido ascitico F10 (F), en la region del cerebelo. (Ver Pagina siguiente). La
barra de escala corresponde a 100 pum.

CP: Capa de células de Purkinje, CG: Capa granular; CM: Capa molecular.
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3.2.2.2. Estudio inmunocitoquimico de la regién del hipocampo.

El estudio de la seccion de hipocampo se baso en el anélisis de la tincion
de dos zonas de esta estructura, la region CAly la region CA3.
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En la region CAL, el patrén de tincion de los liquidos asciticos y del
anticuerpo comercial frente al receptor mGluR1a fue practicamente idéntico,
caracterizado por la negatividad de la tincién de las células de la capa piramidal
de dicha region. En el caso de la tincion con el anticuerpo frente al receptor
mGluR5a y GABABR1a, podemos constatar que el patrén de tincion detectado se
caracterizo por la inmunoreactividad de las células de la capa piramidal, negativa
para el receptor mGluR1a, con un patrén de tincion somatico (Figura 80, pagina
anterior).

En la region CAS3, al igual que en el caso anterior, los anticuerpos frente
al receptor mGIluR5a y GABABR1a mostraron el mismo patrén de tincion
somatico de la capa piramidal de dicha region. En el caso de los liquidos asciticos
y el anticuerpo frente a mGIuR1a, mostraron un patrén diferente, observandose,
aunque mucho menos intenso y definido que en los casos anteriores, cierto
marcaje de las células de la capa piramidal. (Figura 81).

3.2.2.3. Estudio inmunocitoquimico de la corteza cerebral.

El andlisis de la tincion inmunocitoquimica de la corteza cerebral volvié a
confirmar los resultados obtenidos anteriormente. En el caso de los liquidos
asciticos y el anticuerpo frente al receptor mGIluRla mostré una tincion
caracteristica, mas o menos homogénea, a lo largo de las diferentes capas de la
corteza. Este tipo de marcaje, a diferencia de lo que ocurre con los otros
anticuerpos, no define estructuras somaéticas, sino que estas permanecen
negativas, mientras que la trama presenta tincion. Es el tipico marcaje de
neuropilo, basado en la tincion de dendritas terminales, mientras que el soma
permanece sin tincion.

A diferencia de lo que ocurre en el caso anterior, el receptor mGIuR5a,
presenta un patron de tincién somatico, pero igualmente homogéneo a lo largo de
las diferentes capas de la corteza. Este patron también es caracteristico del
receptor GABABRL, aunque, a diferencia del anterior, parece que la region que
presenta mayor intensidad de marcaje se corresponde con la capa V de la corteza
(Figura 82).

3.2.3. Estudio inmunocitoquimico de los liquidos asciticos F3, F6 y F10 en
macaco y humanos.

El dltimo estudio inmunocitoquimico realizado con los liquidos asciticos
F3, F6 y F10 se centrd en la tincidn de muestras procedentes de otras especies de
mamiferos superiores. En concreto, se realiz6 la tincion de muestras de la corteza
cerebral de macaco y de humano, en este Gltimo caso a partir de muestras
procedentes de biopsias. En ambos casos se realiz6 un estudio comparativo con
muestras procedentes de rata.
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Como se observa en la Figura 83 (Ver pagina anterior), el patron de
tincion fue similar en los 3 casos. Dicho patrén se caracteriza por la ausencia de
marcaje somatico, donde el cuerpo celular aparece negativo, observandose
Unicamente cierto marcaje periférico y un aumento en la intensidad de la trama.
Al igual que en los casos anteriores, presenta las caracteristicas propias del
marcaje de neuropilo, tipico del receptor mGIuR1.

Debemos apuntar que las diferentes muestras analizadas proceden de

distintas regiones de la corteza cerebral, aunque no se observaron diferencias
significativas en el patrén de tincion.
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1. EXPRESION DEL RECEPTOR mGLURla EN LA LEVADURA
S. pombe.

A lo largo de la introduccion de este texto, hemos intentado exponer la
produccién de proteinas heter6logas mediante el empleo de microorganismos
como las levaduras. Mediante una revision bibliografica escueta, ademas, hemos
descrito los sistemas de expresion mas importantes desarrollados hasta la fecha.

El desarrollo de las técnicas de manipulacién genética en levaduras, ha
permitido el empleo de éstas como sistemas no sélo para la produccion proteinas
de un gran interés comercial o terapéutico, sino el estudio de la funcién de
proteinas procedentes de organismos eucariotas superiores, incluyendo proteinas
de origen humano.

Existen una serie de factores que condicionan la eficacia del sistema empleado,
factores que van a incidir en la expresion de la proteina heter6loga, en funcion de
la naturaleza del sistema de expresién empleado, asi como la naturaleza de la
proteina expresada.

1.1. FACTORES QUE AFECTAN A LA EXPRESION DE PROTEINAS
HETEROLOGAS EN LEVADURAS.

En el presente apartado, vamos a hacer referencia a los factores que
afectan a la expresion de proteinas heterdlogas en levaduras. Estos pueden ser
agrupados en seis puntos principales en los que, no sélo se describen las causas
gue condicionan el rendimiento de la produccion de la proteina, sino que también
se refieren a factores que pueden afectar a la funcionalidad del producto
expresado.

Como en la introduccion, la revisidn bibliografica empleada para el
desarrollo de este apartado se basa en los trabajos publicados por Buckholz y
Gleeson, 1991; Fleer R., 1992; Romanos et al., 1992; Gellisen et al., 1992;
Buckholz et al., 1993; Eckart y Bussineau, 1996; Sudbery, 1996; Hollenber y
Gellisen, 1997 y Miller et al., 1998.

1.1.1. Estabilidad genética.

Debemos hacer mencion a la inestabilidad genética caracteristica del
sistema bioldgico empleado. En este caso, nos referimos a mutaciones puntuales,
delecciones o inserciones, ademas de procesos de recombinacion o perdida de
plasmido, si éste es el sistema empleado. Todos estos eventos, aunque ocurren en
baja proporcién, podrian afectar a la produccion de la proteina heteréloga, e
incluso a la propia proteina per se.
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El empleo de sistemas basados en plasmidos episémicos, o de alto
namero de copias, minimizan el efecto producido por una posible mutacién. La
existencia de varias copias del gen que codifica la proteina heteréloga, asegura la
disminucién del efecto mutacional que pueda ocurrir en una de las copias.

1.1.2. Procesos transcripcionales y traduccionales.

En los primeros intentos de produccion de proteinas heterologas, se
comprobd la imposibilidad de procesar correctamente un DNA compuesto por
exones e intrones, dando lugar a moléculas de RNA aberrantes, sin lograrse
detectar en ningin momento la proteina. Este hecho apunt6é a la necesidad de
trabajar con cDNA, cuando se tratase de lograr la expresién de un gen que tuviese
intrones en su secuencia.

Por otro lado, en la expresion de genes heterdlogos, se ha observado que
regiones ricas en A-T pueden provocar fallos en la transcripcion, por parada
brusca de la misma, lo que da lugar a proteinas aberrantes, o incluso a la ausencia
de esa proteina. Esto ha llevado a modificar dichas regiones, para lograr una
eficiente transcripcion de las mismas.

Otro punto a tener en cuenta, son los procesos traduccionales. El patron
de uso de codones puede afectar a la regulacion de la expresion del gen y a la
eficiencia de produccion de la proteina. La existencia de codones “raros”, o una
distribucion de codones extrafia a la célula, puede producir errores en la
traduccion, asi como una disminucion en la cantidad de proteina expresada. La
solucion seria producir, mediante técnicas de biologia molecular, una
optimizacion de los codones, pero este proceso seria muy complicado con
proteinas de elevado tamafio molecular. No obstante, hay que tener en cuenta que,
al cambiar los codones en un gen, se puede interferir con otros pardmetros, como
son la estructura primaria y secundaria del RNAm, que puede afectar a la
estabilidad y formacion del extremo 3' del RNA.

También se debe evitar la presencia de regiones no codificadoras en el
extremo 5' del gen heter6logo, ya que puede dificultarse la iniciacion de la
traduccidn, al dificultar o distorsionar la unién al ribosoma.

1.1.3. Procesos post-traduccionales.

De gran importancia son las modificaciones post-traduccionales. En la
levadura, la proteina expresada debe sufrir una serie de modificaciones, que
pueden no ser llevados a cabo por el sistema propio de la levadura, o ser debidas
al incorrecto funcionamiento de éste, debido a su saturacion provocada por la
hiperproduccién de la proteina. Estos procesos incluyen la eliminacién de la
metionina amino-terminal, o procesos como la acetilacion, carboximetilacion,
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miristilacion y farnesilacion. En general, los resultados obtenidos muestran que la
mayoria de estos procesos se realizan correctamente en levaduras.

En el caso de proteinas asociadas a membrana, cabe resaltar el hecho de
que requieren modificaciones post-traduccionales complejas y su interaccién con
moléculas como las chaperonas, para obtener una conformacién y localizacion
adecuada.

Ademas, el reconocimiento de la secuencia sefial debe ser eficiente,
aunque se puede evitar este problema utilizando secuencias sefial propias de la
levadura, como la de feromonas o la invertasa, fusionadas a la proteina expresada.
Aun asi, hay que tener en cuenta que el procesamiento del péptido sefial puede ser
incompleto, pudiendo dar lugar a productos hiperglicosilados (por glicosilacion
de la region no procesada) o con una extension amino-terminal.

1.1.4. El proceso de plegamiento y secrecion.

La secrecion de las proteinas expresadas con un plegamiento correcto es
uno de los principales factores a tener en cuenta en la eleccion del sistema de
expresion, ya que la recuperacion del producto, directamente del medio de
cultivo, supone una reduccion en los costes de produccion.

La intervencion del reticulo endoplasmatico en el correcto plegamiento de
la proteina y la ruta de secrecidn es fundamental, aunque la hiperexpresion de una
proteina heter6loga puede producir la saturacion del sistema. De hecho, dicha
proteina puede quedar retenida en el lumen del reticulo endoplasmético, con un
plegamiento inadecuado, ya que procesos como la glicosilacion o la formacion de
puentes disulfuro no tienen lugar.

1.1.5, Glicosilacion.

En cuanto al proceso de glicosilacion, debemos comentar que es basico
para mantener el plegamiento de la proteina y su estabilidad. De hecho, un patrén
de glicosilacion diferente da lugar a alteraciones en la funcionalidad de la
proteina.

Las levaduras parecen reconocer las mismas secuencias consenso de
glicosilacion que los eucariotas superiores, aunque el patrén de glicosilacion es
diferente. Tanto el patron de N-glicosilacion u O-glicosilacion tiende a la
hiperglicosilacion y esta puede ser heterogénea, dando lugar a una serie de
productos con actividades distintas.
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1.1.6. Proteasas vaculares.

Por ultimo, debemos hacer mencion al sistema de proteasas vacuolares,
propias de la levadura, y que podrian afectar a la proteina expresada,
sometiéndola a procesos proteoliticos inespecificos. El problema ha sido
solventado, en cierta medida, por el empleo de mutantes deficientes en las
principales proteasas vacuolares.

1.2 ESTUDIO DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR mGLUR1a EN S. pombe.

Uno de los objetivos de este trabajo es la expresion funcional del receptor
mGIluR1a en la levadura S. pombe.

La eleccion de S. pombe como sistema de expresion heter6logo se
fundamenta en los siguientes aspectos, ya tratados anteriormente a lo largo del
texto.

En primer lugar, en el trabajo realizado por la Dra. Alejandra Montessi
para su tesis doctoral, “Expresion del receptor metabotropico del Glutamato,
mGIuR1a, de cerebro de rata en microorganismos y obtencién de anticuerpos
monoclonales frente a este receptor.”, se intentd, de forma semejante a este
trabajo, la expresion y reconstitucion del receptor mGIuR1 en la levadura S.
cerevisiae. Aunque los resultados obtenidos en esta tesis mostraron que dicha
levadura no parecia ser un sistema apropiado para la expresion del receptor
metabotropico del glutamato, mGIuR1.

En segundo lugar, la levadura S. pombe, al igual que S. cerevisiae, es una
levadura donde las técnicas de biologia molecular y de manipulacion genética
estan bien desarrolladas, pero, ademas, una gran variedad de procesos celulares
son muy similares a los que ocurren en mamiferos y, esta caracteristica, la hace
idénea para la expresion de proteinas de eucariotas superiores. Por otro lado, en S.
pombe se habia descrito de forma bastante precisa un sistema de respuesta a
estimulos hormonales similar al de S. cerevisiae, con receptores asociados a
proteinas G.

Estos hechos nos llevaron a plantearnos que S. pombe constituia, a priori,
un sistema valido para la expresion del receptor mGIuR1.

El posterior disefio del sistema de expresion se baso fundamentalmente en

los factores que podian afectar a la expresion del receptor, enumerados en el
apartado anterior, y a los resultados obtenidos con la levadura S. cerevisiae.
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1.2.1.Eleccion del pldsmido de expresion.

De entre todos los plasmidos de expresion desarrollados para S. pombe,
descritos en el apartado de introduccion, se seleccion6 el plasmido de tipo pREP
(Maundrell, 1993), como el mas idoneo para este estudio. La eleccion de este
sistema de expresion se debio a las siguientes razones:

1. Son plésmidos episomicos, lo cual aseguraba una disminucién del
posible efecto mutacional que podria afectar al receptor y, por otra parte, debido a
constituir un sistema de elevado nimero de copias, afianzaba la idea de obtener
unos niveles de expresion altos.

2. Este tipo de plasmidos presenta un sistema de expresion fuertemente
regulado, de forma que la transcripcion del gen heter6logo est& controlada por el
promotor (nmtl), que esta reprimido en presencia de tiamina. En primer lugar, el
uso de un sistema de expresion inducible, frente a un sistema constitutivo,
garantizaba desechar los posibles inconvenientes de toxicidad que pudiera
producir la hiperexpresién del receptor mGIuR1; o bien, como una posible
explicacion de lo que ocurria en la levadura de S. cerevisiae, la pérdida del
plasmido por efecto de la expresion de la proteina heterloga. En segundo lugar,
el empleo del promotor nmtl asegura unos niveles de expresion elevados, ya que
este promotor presenta una eficacia de transcripcion muy alta, en comparacion a
otros sistemas (Forsburg et al., 1994).

3. Son los sistemas de expresion inducibles més utilizados hasta la fecha
y, por lo tanto, estan bien caracterizados.

4. La regulacion de la expresion se basa en la presencia o ausencia en el
medio de cultivo de un nutriente (tiamina), lo cual, a diferencia de otros sistemas,
se puede pensar que no afecte a la expresion de la proteina heteréloga, aunque no
se puede descartar, hablando de forma generalizada, efectos colaterales por la
presencia o ausencia del inductor (en este caso, represor).

Por otra parte, la subclonacion del cDNA que codifica el receptor
mGIluR1a evitaba los posibles fallos que pudieran producirse en el procesamiento
del mRNA con intrones, aunque se ha descrito que la levadura S. pombe, en
algunos casos, es capaz de procesarlo adecuadamente (Moreno et al., 1991 y
Giga-Hama y Kumagai, 1999). Ademas, la ausencia de regiones 5’ previas al
codon de iniciacion, aseguraba unos niveles de expresion 6ptimos.

1.2.2. Estudio de la transcripcion del receptor mGIuR1.

Los niveles de expresion transcripcional fueron analizados en el apartado
1.2 de Resultados.
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El primer ensayo se basé no sélo en comprobar el nivel de transcripcion
alcanzado, sino también en determinar el punto maximo de expresion en funcion
del tiempo, y en condiciones de induccién (ausencia del represor). Como se
muestra en el apartado 1.2. de Resultados, la cantidad de RNA mensajero fue
detectada a partir de las 16 h., alcanzando un méaximo a las 24 h. Por otra parte,
estos resultados demostraron que el nivel de transcripcion del gen mGIuR1 era
elevado, teniendo en cuenta los niveles de expresion del gen LEU2, que porta el
mismo plasmido.

Como aclaracion, debemos tener en cuenta, ademas, que el sistema de
deteccion no radiactivo empleado no presenta el mismo nivel de resolucion, en
comparacion a métodos que utilizan sondas marcadas radiactivamente.

Un segundo ensayo se basé en comprobar la expresion de los diferentes
subtipos del receptor mGIuR1. Este estudio se centr6 en comprobar si habia
diferencias significativas en los niveles de expresion transcripcional en funcion
del tamafio del transcrito. Los resultados volvieron a confirmar, a diferencia de lo
que ocurria en la levadura S. cerevisiae, el alto nivel de expresion transcripcional
de los diferentes subtipos del receptor mGIuR1 y, ademas, la cantidad de
transcrito detectada no parecia estar afectada por el tamafio del transcrito, lo cual
parecia indicar que la estabilidad del mismo era suficiente como para asegurar la
expresion proteica del receptor.

1.2.3. Estudio de la expresion proteica y localizacion del receptor mGluR1a.

Debemos puntualizar que la expresion proteica podria verse condicionada
a otro tipo de factores, como es el uso de codones en S. pombe, y la propia
estabilidad de la proteina expresada en este sistema.

Con el fin de determinar la eficacia de la expresion proteica, se realizaron ensayos
mediante electroforesis de proteinas y deteccion inmunoldgica (Western Blot),
como se describe en el apartado 1.3 de Resultados. Este estudio puso de
manifiesto el alto grado de expresion alcanzado, detectandose la proteina incluso
en extractos con una concentracion de proteina total tan baja como 0.4 ug. El alto
grado de expresién, por tanto, parece que se corresponde con los valores
obtenidos en la expresion transcripcional.

La aparicién de una Unica banda, con un tamafio molecular de 130-150
kDa, confirmdé, ademas, que la proteina no habia sufrido procesos de
hiperglicosilacién que pudieran afectar a su funcionalidad, ya que se corresponde
aproximadamente con el tamafio calculado a partir de su secuencia proteica,
133 kDa. Hemos de destacar que, en estudios posteriores, en analisis similares a
partir de extractos de cerebro de rata, se detectd una banda mayoritaria de un
tamafio molecular similar, lo cual indicaba que la ausencia o leve glicosilacion
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que ha sufrido el receptor mGluR1a en S. pombe era semejante al que sufre en el
SNC.

Si bien estos ensayos indicaban que la concentracion de proteina
analizada en los extractos procedentes de la fraccién de membranas de S. pombe
era elevada, desconociamos su correcta localizacion en la célula.

Teniendo en cuenta que el método empleado en la obtencion de extractos
celulares no es capaz de distinguir entre la fraccion constituida por la membrana
plasmatica como tal y otras estructuras celulares de naturaleza similar, como las
membranas de reticulo endoplasmatico, las de las vacuolas, etc, nos preguntamos
si el receptor expresado era capaz de localizarse correctamente, es decir, si era
capaz de acceder a la membrana plasmatica. Ademas, desconociamos si la
conformacion adquirida por el receptor en la membrana plasmética era la correcta.
Si fuese asi, el fragmento amino-terminal presentaria una localizacion
extracelular, mientras que el fragmento carboxi-terminal tendria una localizacién
intracitoplasmatica.

Se pensé en realizar ensayos de inmunolocalizacion y microscopia
confocal utilizando los dos anticuerpos de los que disponiamos. Mediante el
empleo de los liquidos asciticos frente al fragmento amino-terminal, cabria
esperar que la marca se viera en la superficie celular (membrana plasmatica),
mientras que con el uso del anticuerpo comercial frente al fragmento carboxi-
terminal la marca seria interna.

Los resultados obtenidos (1.3.2. de Resultados) confirmaron esta idea.

El estudio realizado con los liquidos asciticos frente al receptor mGIuR1
mostr6 un marcaje selectivo (Figura 45) en la superficie celular, indicando que la
region amino-terminal de la proteina presentaba una localizacion extracelular. Si
bien se podria argumentar que la localizacion extracitoplasmatica podria deberse a
la localizacion de la proteina en la pared celular, debemos resefiar que el marcaje
se efectud en protoplastos, lo cual implica que esta estructura ha sido previamente
eliminada mediante tratamiento enzimatico.

Por otro lado, los estudios realizados con el anticuerpo monoclonal
desarrollado frente al extremo carboxi-terminal del receptor mGIuR1la
(Pharmigen) mostraron un marcaje menos localizado, aunque intracitoplasmatico.

Estos resultados de deteccion-localizacién, ademas, implicaban que la
proteina debe ser capaz de ser procesada en el reticulo endoplasmatico y ser
traslocada a la membrana plasmaética, lo cual significaria que su péptido sefial es
funcional en S. pombe. Esto nos llevé a desechar la sustitucion del péptido sefial
del receptor por otros como el péptido sefial del receptor de feromonas mam2”,
evitando posibles interacciones con la funcionalidad del receptor.
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Aun asi, debemos puntualizar que todavia se desconoce el posible
procesamiento del péptido sefial del receptor mGIuR1 y la implicacién que este
hecho, su eliminacién o no mediante un sistema proteolitico, pudiera tener en la
funcionalidad del receptor, o incluso en su capacidad de unién a ligando.

1.2.4. Descripcion de una cepa de S. pombe afectada en el sistema de
proteasas.

La eficiencia de produccién de una proteina heteréloga, empleando un
sistema como las levaduras, se ha visto mejorada mediante el empleo de cepas
deficientes en su sistema de proteasas vacuolares. En la levadura S. cerevisiae, la
principal causa de proteolisis inespecifica son las proteasas de origen vacuolar
(Jones, 1991) vy, por lo tanto, para la expresion de proteinas heter6logas, los
mutantes mas adecuados son los deficientes en este tipo de proteasas y, en
concreto, en el sistema de proteasa A y proteasa B (dobles mutantes pep4 prb1l).

En la realizacion del presente trabajo, se plante6 la posibilidad de utilizar
una cepa de S. pombe cuyo sistema de proteasas estuviera modificado. Si bien,
los valores de expresién del receptor mGluR1a son significativos y, a priori,
parecia presentar el tamafio, localizacién y disposicion adecuados, nos planteamos
la posibilidad de mejorar el rendimiento de la expresién mediante el empleo de
cepas de S. pombe con el sistema proteolitico vacuolar modificado. Ademas,
desconociamos si el receptor sufria procesos degradativos de proteolisis
inespecifica, que podrian afectar a su funcionalidad.

Hasta la fecha, el sistema proteolitico en S. pombe no esté bien caracterizado y, de
hecho, Unicamente se conocen, aparte de los genes sxal+ y sxa2+ implicados en
el proceso de apareamiento, el gen que codifica para la carboxipeptidasa Y, una
serinproteasa homologa a la proteasa B de S. cerevisiae, la endopeptidasa dibasica
Krplp y la dipeptidil aminopeptidasa Ysplp (Giga-Hama y Kumagai, 1999, y
Villa et al., 1994). Hasta la fecha, no se han descrito cepas deficientes en el
sistema de proteasas aplicables a la produccion de proteinas heterélogas, aunque a
través del Dr. J. Correa, obtuvimos una cepa de S. pombe que podria presentar su
sistema proteolitico afectado.

La cepa de S. pombe h™® leul-32 proteasa” (JC) presenta una mutacion no
caracterizada genéticamente (proteasa’) que, como caracteristica significativa,
presenta la ausencia de degradacion del gen cdc25*, en anélisis mediante técnicas
inmunoldgicas (western blot) de extractos proteicos mantenidos a T2 ambiente
durante un periodo superior a las 12 h. (comunicacién personal). Por lo tanto,
dicha cepa parece tener afectado su sistema de proteasas, dado que extractos
proteicos de dicha cepa no presentan el grado de degradacion proteica de una cepa
silvestre. Este dato nos llevo a plantearnos el estudio de la cepa mencionada para
la expresion del receptor mGluR1a.
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En primer lugar, se procedi6 al desarrollo de un sistema sencillo que pusiera de
manifiesto el fenotipo descrito. Para ello, se pusieron a punto los ensayos
denominados APE Carboxipeptidasa Y y de Proteinasa B, tomando como
referencia los ensayos especificados por Jones (1991).

Se comprob6 la actividad proteasa A, mediante el estudio de la
degradacion del compuesto N-Acetil-DL-fenilalanina B-naftil éster, y la actividad
proteasa B, basada en la degradacion del substrato Hide Powder Azure.

El resultado (1.4 de Resultados) mostré que la cepa presumiblemente
carente de proteasas, de alguna forma, estaba afectada en el sistema proteolitico y,
en concreto, en el sistema de la proteasa B. Este hecho no implica necesariamente
que la alteracion causante del fenotipo correspondiera al propio gen que codifica
la proteasa B, sino que podria suponer la alteracion de otro miembro implicado en
la regulacion de este tipo de proteolisis.

El posterior estudio de la influencia de este fenotipo en la expresion del receptor
mGIuRla, se realiz6 mediante técnicas de electroforesis de proteinas en
condiciones desnaturalizantes y deteccion inmunoldgica (western blot). Para ello,
los extractos obtenidos de la cepa JCBL1 (originada a partir de JC), y la cepa
control, fueron incubados a T2 ambiente, durante diferentes periodos de tiempo,
en presencia de PMSF, a una concentracion 0.1 mM (5 veces menos de la
concentracién empleada en electroforesis de proteinas en condiciones
desnaturalizantes) como inhibidor de proteasas.

El resultado obtenido no mostrd diferencias significativas entre los
extractos obtenidos de las cepas estudiadas, ni en la cantidad de la proteina
detectada, ni en su tamafio molecular. En todos los casos, se detecto Unicamente la
banda con un tamafio aproximado de 140 kDa, que se corresponde con el receptor
mGIuR1a, y no otras bandas de menor tamafio, resultantes de un posible proceso
degradativo, ni tan siquiera tras 12 h. de incubacion a T# ambiente.

Debemos mencionar que, si bien la presencia de PMSF como inhibidor de
proteasas podria ejercer un efecto protector en ambos tipos de extractos, no
podemos descartar que el propio receptor no sea susceptible de degradacién
proteolitica. El incluir este inhibidor de proteasas en el ensayo se realiz6 buscando
condiciones que permitieran poner de manifiesto diferencias en el proceso de
proteolisis del receptor, ya que, en ausencia de éste, el proceso podria darse tan
rapido que no se llegara a detectar la influencia de la mutacion. Como aclaracion,
mencionar que el sistema dependiente de la proteasa A parece ser funcional en la
cepa estudiada y, a priori, no se podia descartar su actividad frente a la proteina
heter6loga. Finalmente, las condiciones de incubacion, de 12 h. a T2 ambiente,
son suficientemente drasticas como para producirse la degradacion proteica,
independientemente de la presencia de PMSF.
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La obtencion de este resultado, nos llevd a desestimar el empleo de la
cepa JCBL1 para estudios posteriores, ya que la expresion del receptor mGluR1a
no parecia estar afectada y, por otra parte, la cepa no estaba genéticamente
caracterizada.

1.3 ESTUDIO FUNCIONAL DEL RECEPTOR mGLUR1a EN S. pombe.
1.3.1. Eleccion de la cepa de S. pombe.

La eleccion de la cepa adecuada para poner en evidencia la funcionalidad
del receptor expresado heterélogamente, se basé en las condiciones fisioldgicas
requeridas en dicha levadura para llevar a cabo el proceso de apareamiento.

Como hemos comentado a lo largo del texto, la intencion de este trabajo
era conseguir el acoplamiento funcional del receptor mGIuR1 a un proceso
fisiologico, como es el proceso de apareamiento. Debido a la naturaleza del
receptor, perteneciente a la familia de receptores asociados a proteinas G, y a que
en el proceso de apareamiento en la levadura S. pombe se han implicado este tipo
de receptores asociados a proteinas G (Mam2p y Map3p), el planteamiento del
trabajo se centr6 en conseguir mimetizar, con la expresion del receptor mGIuR1 y
el empleo del agonista adecuado, la regulacion de dicho proceso, llevada a cabo
por los receptores de feromonas.

La activacion de la cascada de apareamiento mediada por feromonas en
S. pombe provoca una serie de cambios fisioldgicos en la célula, como la parada
en la fase G1 del ciclo celular y la aparicion del tubo germinativo (shmoo), que
preparan a la célula para el proceso de conjugacion. Estos cambios, facilmente
evaluables, pueden ser utilizados como parametros de la activacion del receptor
expresado heteroldgamente, si éste es capaz de acoplarse a la ruta de transmision
de sefiales de este proceso. Ahora bien, a diferencia de lo que ocurre en
S. cerevisiae, en el caso de S. pombe, ademas, se requiere una sefial previa,
derivada del agotamiento de los nutrientes del medio de cultivo, que conlleva una
serie de cambios intracelulares necesarios para que la célula responda a la sefial
feromonica. Teniendo en cuenta que el agotamiento de las fuentes de nitrégeno
del medio también produce la parada en la fase G1 del ciclo celular, parametro
seleccionado —en un primer momento- para cuantificar la activacion del receptor
mGIuR1, y que podria, ademas, afectar a la eficacia de la expresion del receptor,
la cepa seleccionada debia estar desregulada en el sistema encargado del control
nutricional.

En el apartado de introduccion, se ha puesto de manifiesto lo intrincado
del control nutricional, aunque la pieza clave de dicha regulacion es la
concentracién de AMPc intracelular. Los bajos niveles de AMPc van a provocar
la expresion del factor Stellp, que produce la expresion de nuevos genes que
preparan a la célula para el proceso de apareamiento (incluido la expresion de los
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genes de la ruta de feromonas). En el trabajo realizado por Davey y Nielsen,
(1994), se describen dos cepas mutantes en los genes cyrl® y patl®, que se
encuentran desreguladas nutricionalmente y, por lo tanto, son capaces de sufrir el
proceso de apareamiento incluso en medios ricos.

El gen patl® codifica una proteina quinasa que actGa como inhibidor en
varios puntos del proceso de apareamiento. Su actividad se puso de manifiesto
mediante el estudio del mutante termosensible patl-114, el cual, seglin la T? de
crecimiento, es capaz de producir una mayor o menor desregulacion en el proceso
de apareamiento. De hecho, a la T2 de 35°C, las células pueden entrar en meiosis,
independientemente de su ploidia y condiciones nutricionales; a 30°C, se produce
la transcripcién de genes dependientes de la activacion de la ruta de feromonas,
incluso en ausencia de éstas, y a la T® de 23°C, estdn desregulados
nutricionalmente.

El gen cyrl® codifica una adenilciclasa cuya disrupcion provoca la
drastica disminucion de los niveles de AMPc intracelular, mimetizando la
condicion de agotamiento de nutrientes en medios ricos.

El empleo de mutantes patl-114, se desechd debido a que en su
manipulacién aparece un factor critico como es la T2 de crecimiento. Sobrepasar
la temperatura de 30°C podria provocar la desregulacion del proceso de
apareamiento en otros puntos, lo cual podria falsear los resultados obtenidos con
el receptor heter6logo y, por otra parte, la T2 de crecimiento 6ptima en S. pombe
se sitla entre 30°C y 32°C, por lo que el crecimiento a 23°C podria afectar a la
expresion del receptor.

Atendiendo a esto, se eligieron las cepas de S. pombe con el gen cyrl”®
deleccionado (JZ298 y JZ300 cedidas por el Dr. Yamamoto), como las idoneas
para la realizacion de este trabajo. La ausencia de la actividad adenilciclasa,
permitiria mantener los niveles de AMPc apenas detectables a lo largo del ciclo
celular, e independientemente de las condiciones nutricionales y, por lo tanto, se
podria poner de manifiesto los efectos debidos a la activacion de la ruta de
feromonas vy, en concreto, la parada transitoria en fase G1, independientemente
del agotamiento de nutrientes. Por otro lado, estos mutantes responden a
feromonas en medios ricos, por lo que no es necesario el agotamiento de
nutrientes previo para poner en evidencia la posible funcionalidad del receptor
mGIuR1. De esta forma, la funcionalidad no estaria afectada por el crecimiento en
medios pobres.

Ademas, dicha cepa debia ser heterotalica. Las cepas homotéalicas de
S. pombe, al igual que S. cerevisiae, presentan la capacidad de cambiar de tipo
sexual espontaneamente y, por lo tanto, son capaces de llevar a cabo el proceso de
apareamiento, debido a la presencia de ambos tipos sexuales en un mismo cultivo,
aunque sea originario de un unico clon. ElI empleo de cepas homotélicas
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imposibilitaria la comprobacion del acoplamiento funcional del receptor a la
cascada de apareamiento porque, en las condiciones del estudio, no seria posible
discernir si la activacion de la cascada mediada por feromonas era consecuencia
de la actividad del receptor heterélogo, o era debido al proceso de conjugacion
per se, por la presencia de ambos tipos sexuales en el mismo cultivo.

Teniendo en cuenta lo expuesto, las cepas de S. pombe seleccionadas
fueron heterotalicas y deleccionadas en el gen cyrl® (JZ300 y JZ298).

1.3.2. Comprobacion de la funcionalidad del receptor mGIluR1a en S. pombe.

Los primeros ensayos funcionales se realizaron analizando la parada en
fase G1 dependiente de la activacion de la ruta de feromonas.

La sencillez del ensayo, asi como su reproductibilidad, permitirian
obtener un sistema sencillo para la deteccion de la activacion de la ruta provocada
por el receptor mGluR1a, expresado en S. pombe.

La determinacion del contenido de DNA celular en S. pombe, por la
técnica de la citometria de flujo, se caracteriza por un predominio de las células en
la fase G2 del ciclo mitotico, con una fase G1 apenas perceptible, como ocurre en
el caso de la cepa JZ300 empleada en este trabajo. Este hecho se debe a que en
S. pombe, a diferencia de lo que ocurre en S. cerevisiae, en condiciones normales,
antes de concluir la mitosis, comienza la fase S, o de replicacién de DNA. En
S. pombe Rumlp es un potente inhibidor del complejo Cdc2p-Cdc13p, implicado
en la transicion de la fase G2-M, de forma que las células entran en la fase S sin
haber completado el proceso de division celular (Martin-Castellanos et al., 1996 y
Correa-Bordes y Nurse, 1995).

El resultado obtenido en el ensayo realizado en el apartado 1.5 de
Resultados muestra que los transformantes que expresan el receptor mGluR1a
presentaban un aumento en el porcentaje de células que se encuentran en fase G1
de ciclo celular, con respecto a los controles, aunque independientemente de la
presencia o ausencia del agonista L-Glutamico en el medio.

El aumento en la fase G1 del ciclo celular, no atribuible a la presencia de
agonista en el medio, no parecia tener relacion con el acoplamiento del receptor a
la cascada de apareamiento, ya que la presencia del agonista exdgeno, L-
Glutamico, en el medio aumentaria este porcentaje por actuar como una
feromona.

Lo que si era obvio, fue que este aumento de la fase Gl estaba
relacionada con la expresion del receptor heter6logo. De hecho, el punto donde se
empieza a apreciar (9 h.), corresponde a las 24 h. de induccién de la expresion,
donde la expresion del receptor es méxima. Este hecho nos llevo a plantearnos el
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desarrollo de un experimento sencillo, basado en el estudio de la cinética de
crecimiento de los transformantes de la cepa de S. pombe, en condiciones de
induccién de la expresion y en ausencia de ésta.

Los resultados mostrados (apartado 1.5.1.de Resultados), ponen en
evidencia que todos los transformantes analizados mostraron la misma cinética de
crecimiento hasta aproximadamente las 20 h., donde en condiciones de expresion,
los cultivos sufren un cambio en la pendiente de la recta, que se estabiliza a las 24
h.

El tiempo de generacidn calculado, a partir de los datos obtenidos, fue de
4.5-5.5 h. en los cultivos donde la expresién de la proteina estaba reprimida, o
portaban el plasmido de control pREP1 (sin inserto), mientras que, en
condiciones de expresion en los transformantes del plasmido pexpLlsp2, el
tiempo de generacion aument6 hasta las 13,12 h. (aumentando aproximadamente
en un 150%).

Si la expresion del receptor mGIluR1la en este sistema empezaba a
detectarse a partir de las 16 h. y alcanzaba el maximo a las 24 h., el cambio en la
cinética de crecimiento parece estar directamente ligado a la expresiéon de la
proteina heteréloga. Esta conclusion se ratifico con un experimento similar,
basado en la expresion de otras proteinas heterélogas en el sistema ensayado (no
mostrado en Resultados). Este ensayo se realiz6 con construcciones del mismo
plasmido pREP1, que portaban el gen que codifica la exoglucanasa de
C. albicans (438 aminoacidos) y el gen que codifica la proteina verde GFP (238
aminodcidos). En el primer caso, en condiciones de induccidn, el tiempo de
generacion aument6 de las 4,7 h. a 7,3 h. (aproximadamente el 50%) a partir de
las 24 h. y, en el segundo, el aumento fue apenas perceptible. Por lo tanto, el
retraso en la cinética de crecimiento sufrido en los diferentes transformantes es
dependiente de la expresion de la proteina heter6loga y, ademas, este retraso
parece depender de la complejidad de la proteina expresada. Es decir, a mayor
tamafio y complejidad, mayor es el retraso detectado.

Como dato de interés, debemos comentar que este retraso en la tasa de
crecimiento celular podria deberse a un posible efecto téxico producido por la
hiperexpresion de la proteina heterdloga, aunque posteriores experimentos de
citometria de flujo, con ioduro de propidio como fluorocromo y en las mismas
condiciones de induccion, descartd la posible toxicidad de la expresion proteica,
medida como pérdida de viabilidad celular.

Independientemente de lo expuesto, el aumento en la fase G1 de los
transformantes que expresan el receptor mGIluRla puede deberse a un efecto
colateral de dicha expresion, ya que la hiperexpresion de la proteina puede, como
hemos confirmado, provocar un retraso en la progresion del ciclo mitético. Este
hecho conllevaria un aumento en el tiempo de transicion de la fase G1-S, lo cual
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provocaria un aumento en el porcentaje de células que se encuentran en G1, como
comprobamos en los estudios de determinacion del contenido de DNA celular.

Aun asi, no podemos descartar otros factores que pueden explicar este
resultado. La expresion funcional del receptor mGIluRla y su activacion
producida por la presencia del agonista L-Glutdmico de origen “enddgeno” en el
medio de cultivo, procedente de posibles procesos de proteolisis inespecificos o
procesos de secrecion del aminoéacido producido por las propias células, podria
ser causante de este efecto. Teniendo en cuenta esta observacion, se realizd un
nuevo estudio de la cinética de crecimiento en presencia o ausencia de ligando
“exdgeno” (L-glutdmico 10 mM), y en condiciones de induccidn. Intentabamos
poner de manifiesto la posible activacion del receptor expresado heterélogamente,
ya que, en presencia del agonista, el cultivo sufriria un retraso en el crecimiento,
debido a la parada en G1 especifica de ligando.

Los resultados obtenidos, mostraron que, a partir de las 16 h., las tasas de
crecimiento no variaban debido a la presencia del ligando. La ausencia del retraso
esperado en el crecimiento del cultivo, en condiciones de expresion y en presencia
del ligando, podria indicar la ausencia de acoplamiento del receptor.

Ahora bien, tampoco podemos descartar la influencia de la activacion del
receptor, ya que es posible que la eficacia del acoplamiento del receptor a la ruta
de apareamiento no sea del 100% y, por lo tanto, el efecto propio de la activacion
del receptor podria estar enmascarado por el efecto propio de su hiperexpresion.

Como comentamos en la introduccion, en el trabajo realizado por Price et
al., (1995a), la expresion del receptor de Somatostatina (SSTR2) de mamiferos en
la levadura S. cerevisiae, una de las modificaciones introducidas en dicha
levadura fue la deleccion el gen SST2, regulador de uno de los mecanismos de
desensibilizacion a feromonas. La interrupcion de dicho gen se caracteriza por la
hipersensibilidad de la cepa a feromonas y, por lo tanto, incrementa la
sensibilidad a ligando.

Teniendo en cuenta estos resultados, nos planteamos la posibilidad de
utilizar un nuevo sistema de deteccion-cuantificacion, mas especifico del proceso
de apareamiento. Para ello, decidimos estudiar la expresion de genes dependientes
de la activacion de dicha ruta.
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1.3.3. Desarrollo de un sistema de deteccion-cuantificacion de la ruta
dependiente de feromonas en S. pombe.

1.3.3.1. Eleccion de la secuencia promotora activada por la ruta de
apareamiento.

La idea consiste en acoplar un gen marcador (gen reporter) al promotor
de un gen de la cascada, o directamente relacionado, que se active Unicamente por
feromonas o el ligando especifico del receptor mGIuR1, en el caso de que se
produzca el acoplamiento a dicha cascada.

Hasta la fecha, los genes descritos, cuya transcripcion esta exclusivamente
regulada por la activacion de la cascada de feromonas, y es, por tanto, nula en el
agotamiento de las fuentes de nitrégeno del medio, engloban los genes del locus
matl implicados en la meiosis (mat1l-Pm y mat1-Mm), el gen fusl™ (Petersen et
al., 1995) implicado en el proceso de fusion celular, y el gen sxa2™ (Imae et al.,
1992), que codifica una proteina implicada en la degradacion del factor P, y cuya
transcripcion también es dependiente de tipo sexual.

Como hemos comentado anteriormente, la eliminacion de las fuentes de
nitrogeno produce una serie de cambios intracelulares que preparan a la célula
para responder a feromonas, incluyendo la expresion o activacion de genes que
estan involucrados en dicho proceso (mam2™). En el caso de los mutantes cyrl
(Maeda et al., 1990), utilizados en este trabajo, esta expresion o activacion de los
genes anteriormente mencionados es de forma constitutiva. Seguidamente, la
activacion de la cascada de proteinas quinasas dara lugar a la expresion o
activacion de otro grupo de genes que culminara con el proceso de conjugacion,
como es el caso de los genes sxa2™ y fus1®.

La eleccion de ambos genes para desarrollar el sistema de deteccion de la
ruta de apareamiento se baso, principalmente, en las diferencias regulatorias de su
transcripcion, ya que, aunque ambos se expresan en funcién de la activacion de la
ruta de apareamiento, en el caso del gen sxa2™ también es dependiente del tipo
sexual y Unicamente se expresa en células de tipo M o h". Este hecho implica que
los mecanismos que regulan su expresion son distintos y, por tanto, podrian
constituir dos herramientas distintas para el estudio de la conjugacion en S.
pombe.

1.3.3.2. Eleccién del gen marcador.
La eleccion del gen marcador empleado en el sistema de deteccion-

cuantificacion se basé en la sencillez y reproducibilidad del ensayo que nos
permitiria cuantificar su expresion.
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Al igual que en el trabajo desarrollado por Price et al., (1995), acoplar la
secuencia promotora de los genes seleccionados a un gen esencial para la cepa de
S. pombe estudiada seria una de las posibilidades. Nos referimos a un gen que
codifica una determinada auxotrofia presente en la cepa y, que, en condiciones de
activacion por la presencia del agonista adecuado, en medios carentes de ese
nutriente, permitiera su expresion y, por lo tanto, el crecimiento celular. Aun asi,
este sistema se descarto, debido a la lentitud de obtencién de resultados.

Otra posibilidad seria el acoplamiento del gen LacZ a dichos promotores,
de manera similar al trabajo realizado por King et al., (1990). Aun asi, la
deteccion de su expresion se basaba en un método indirecto, mediante una
posterior reaccion con el substrato adecuado, lo cual complicaba el sistema 'y, por
otro lado, el requerimiento de un pH Optimo de la reaccion (pH éacido) podria
interferir con el crecimiento de S. pombe (Arndt y Atkins, 1996).

La mejor opcion, a nuestro entender, fue el empleo de un gen marcador
como la proteina verde fluorescente de Aequorea victoria (GFP). El gen que
codifica dicha proteina, cuando es expresado, da lugar a un producto fluorescente,
sin la necesidad de usar otros substratos o cofactores (Chalfie et al., 1994). La
proteina GFP es capaz de absorber luz con una longitud de onda de 395 nm-470
nmy emitir luz con una longitud de onda de 509 nm-540 nm.

1.3.3.3. Valoracion del sistema de deteccién-cuantificacién con la GFP como gen
marcador.

El primer trabajo donde se describe la utilidad de este gen marcador en la
levadura S. pombe fue realizado por Atkins e lzant (1996). Dicho estudio
demostrd la utilidad de la proteina GFP como gen marcador, cuando es expresada
en S. pombe en un plasmido episdmico bajo el control del promotor nmtl. Sus
observaciones establecian que la expresién de GFP en S. pombe, en combinacion
con la técnica de citometria de flujo, eran una estrategia adecuada para el analisis
cuantitativo de la expresion de un gen determinado.

Por tanto, el acoplamiento de la secuencia promotora del gen sxa2™ al gen
que codifica la proteina GFP, en un plasmido episdmico, permitiria obtener un
sistema sencillo de deteccién de la activacion de la cascada de apareamiento v,
ademas, mediante el empleo de la citometria de flujo, un sistema facilmente
cuantificable, reproducible y rapido.

Los resultados obtenidos (1.6 Resultados) mostraron que este sistema
podria ser aplicable a la deteccion de la ruta de feromonas o, en su caso, a la
deteccidn de la activacion del receptor mGluR1a. Ahora bien, la intensidad de la
sefial detectada y el porcentaje de células positivas eran menores a los esperados.
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La explicacion a estos resultados se centra en dos hechos. En primer
lugar, en comparacion al estudio comentado anteriormente (Atkins e Izant, 1996),
la expresion del gen GFP, bajo el promotor del gen sxa2™, puede que no alcance
los altos niveles de expresion que presenta bajo el promotor nmtl, mucho mas
fuerte. En segundo lugar, el sistema de deteccién por citometria de flujo utiliza
una longitud de onda de excitacion de 488 nm, que no coincide con la longitud de
onda de excitacién optima para GFP, que es de 395 nm.

En un intento de mejorar el sistema, se pens6 en el empleo de otro gen
marcador obtenido mediante mutagénesis de la GFP silvestre. Nos referimos a la
GFP (S65T), que presenta la sustitucion del aminoacido Serina, en la posicion 65,
por Treonina, y que se caracteriza por presentar una longitud de onda de
excitacion 6ptima a 490 nm, frente a la GFP silvestre, que es de 396 nm.(Heim et
al., 1995). De esta forma, la intensidad de la sefial de emision sera mayor en las
condiciones del ensayo empleadas.

Los resultados obtenidos (1.6.2. de Resultados) con el gen GFP (S65T)
demostraron la idoneidad del sistema para la deteccion de la cascada de
apareamiento.

Seguidamente, se procedié a la obtencion de un sistema similar, bajo el
control del promotor fusl®, aunque los resultados obtenidos (1.6.3.) mostraron
una menor intensidad de sefial de fluorescencia.

Una posible explicacion a este hecho puede ser los diferentes niveles de
expresion transcripcional, que pueden presentar ambos genes, hasta ahora no
determinados de forma cuantitativa. Como hemos comentado anteriormente, la
regulacion transcripcional es distinta, pero, ademas, la funcién que desarrollan en
el proceso de conjugacion también lo es. El gen sxa2™ es un gen que codifica una
proteasa secretada al medio, e implicada en la degradacion del factor P; en
cambio, el gen fus1™ pertenece a la familia de proteinas denominadas forminas, y
es necesario para la fusion celular, y una vez que las células entran en contacto, se
localiza en el extremo del tubo germinativo.

Por otra parte, no podemos descartar que sea un factor condicionado al
numero de copias de cada plasmido en los diferentes transformantes y que portan
las distintas construcciones. Aunque todos los experimentos se realizaron con
transformantes frescos, el diferente tamafio de los plasmidos episémicos podria
condicionar el nimero de copias en el que se encuentra.

Aun asi, ambos sistemas son vélidos para el estudio de la conjugacion en
S. pombe, ya que, si bien este Ultimo parece menos eficiente, presenta la ventaja
de ser efectivo en ambos tipos sexuales (P o M), a diferencia de lo que ocurre con
el sistema basado en el gen sxa2™.
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1.3.3.4. Valoracion del sistema de deteccidn-cuantificacion de la ruta de
feromonas en la deteccion de la activacion del receptor mGluR1a.

El siguiente paso supuso comprobar la eficacia del sistema de expresion-
cuantificacion en las condiciones empleadas para detectar la activacion del
receptor mGIuR1.

La obtencién de la cepa adecuada para aplicar el sistema de la proteina
GFP requeria la creacion de una nueva auxotrofia en la cepa JZ300 y, en
concreto, la interrupcion del gen ura4”, que a su vez esta interrumpiendo el gen
cyrl®. Para ello, se decidi6 emplear una estrategia desarrollada por A. Toh-g,
basada en la construccion de una cassette que podia ser usada en repetidas
ocasiones, para la disrupcion de varios genes en una misma cepa (A.Toh-e, 1994).

La cepa resultante de S. pombe fue la h™ cyrl:ura4:FLP leul-32
ade6.M216 ura4dl8 (JAAB83). Tras la obtencion de cotransformantes del
plasmido de expresion del receptor mGluR1a y el sistema de deteccién se
realizaron ensayos similares a los descritos anteriormente, pero en condiciones de
expresion del receptor heterélogo. Como se muestra en el apartado 1.7 de
Resultados, la eficacia del sistema en condiciones de expresién del receptor,
permitiria su uso para la deteccion de la activacion del receptor mGluR1a en
S. pombe. Aun asi, en comparacién al control positivo donde la expresion del
receptor heter6logo es nula, el nivel de expresién de la proteina GFP, en los
transformantes que expresan el receptor, fue inferior. Una posible explicacion se
fundamenta en un efecto colateral de la hiperexpresién del receptor.

1.4. ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD DE LAS PROTEINAS
QUIMERICAS DEL RECEPTOR mGluR1a.

Tras comprobar la ausencia de acoplamiento del receptor mGluR1a con la
cascada de apareamiento de S. pombe, nos planteamos la posibilidad de realizar
una serie de modificaciones en el receptor, que permitieran provocar esta
interaccion.

La actividad de este tipo de receptores parece estar regulada por una
fuerte especificidad de interaccion con las proteinas G a las que se asocian. Las
proteinas G heterotriméricas se encuentran conservadas a lo largo de la escala
filogenética, incluidos los eucariotas superiores, donde en una misma célula
coexisten diferentes subtipos de proteinas G como de receptores. La especificidad
del sistema sefial-respuesta que estos complejos presentan implica, por tanto,
invariablemente una elevada especificidad en su interaccion.

En los dltimos afios, han aparecido una serie de trabajos donde se

profundiza en el estudio de la interaccion que existe entre las diferentes
subunidades de la proteina G entre si, asi como con el receptor y otras moléculas
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reguladoras (Bohm et al., 1997; Lambright et al., 1996). Parece ser que la
interaccién con el complejo Gy se produce a traves de las regiones denominadas
“switch” 1 y Il, implicadas en el intercambio nucleotidico (GTP-GDP), y el
extremo amino-terminal de la subunidad Ga, mientras que la interaccion de esta
subunidad con el receptor se produce por una pequefia regién amino-terminal y
dos amplios segmentos de su regién carboxi-terminal.

Todos estos estudios realizados en eucariotas superiores podrian ser
extrapolables a las levaduras, debido al alto grado de homologia existente entre
las subunidades formadoras de las proteinas G heterotriméricas, aunque el trabajo
realizado por Kang et al., (1990), mediante la expresion de diferentes subunidades
o quiméricas, formadas por subunidades o de mamifero y la de la levadura
S. cerevisiae (Gpal), confirman estos resultados.

De hecho, los diferentes trabajos donde se obtiene el acoplamiento de un
receptor heter6logo al proceso de apareamiento se basan principalmente en lograr
la interaccion especifica del receptor estudiado con la proteina G del sistema al
que se acopla, mediante la obtencion de subunidades o quiméricas que permiten
su interaccidn con el receptor y el complejo By de la proteina G.

Asi, en el trabajo realizado por King et al., (1990), el receptor B-
adrenérgico de mamiferos se acopldé a la ruta de apareamiento, mediante su
coexpresion con la subunidad Gsa de rata, y el trabajo realizado por Price L.A. et
al., (1995), muestra la expresion funcional del receptor de Somatostatina (SSTR2)
de mamiferos, mediante su coexpresion con la proteina quimérica resultante de la
fusion del extremo amino-terminal de GPA1, que es el dominio que interactta con
el complejo By del heterotrimero G en S. cerevisiae, y el dominio carboxi-terminal
de la subunidad «i2 de rata, que es la que interacciona con el receptor.

Estos datos nos llevaron a plantearnos la expresién de receptores
modificados genéticamente, que permitieran la interaccion con la ruta de
apareamiento.

1.4.1. Estudio de la funcionalidad del receptor quimeérico.

Uno de los primeros intentos de acoplamiento del receptor mGIluRla
consistié en la construccién de un receptor quimérico, obtenido a partir de las
secuencias que codificaban para dicho receptor y el gen mam2™ de S. pombe.

Como comentamos en la introduccion, el sitio de unién de agonistas (L-
Glutamato) en el receptor mGIuR1 se localiza en el fragmento extracelular amino-
terminal, a diferencia de otros receptores asociados a proteinas G (Takahashi et
al., 1993; O'Hara et al, 1993) y, por otro lado, se ha comprobado la importancia
del segundo dominio intracitoplasmatico de dicho receptor en la activacion de
proteinas G (Pin et al., 1995; Pin et al., 1994).
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Segln estos datos bibliograficos, se procedié a la construccion de un receptor
hibrido, que portaria el fragmento amino-terminal, hasta el quinto dominio
transmembranal, del receptor mGluR1a, fusionado al extremo carboxi-terminal, a
partir del cuarto dominio transmembranal del receptor mam2* de S. pombe. La
inclusion del extremo carboxi-terminal se debe a la implicacion de dicho dominio
en la asociaciéon con la proteina G heterotrimérica, como se ha descrito en su
homologo STE2 de S. cerevisiae.

Los resultados obtenidos con esta construccion fueron negativos,
indicando la ausencia de acoplamiento con la ruta. Una posible explicacién se
encuentra en las diferencias funcionales propias de ambos receptores.

Si bien, se desconoce la naturaleza de la interaccion feromona-receptor de
Mam2p, si podemos aventurar que, al igual que ocurre con su homologo STEZ2, la
zona de interaccion incluye los dominios transmembranales extracitoplasmaticos,
a diferencia de lo que ocurre en el receptor mGluR1a. Por lo tanto, es posible
imaginar que la interaccion del ligando en el extremo amino-terminal no es
suficiente para producir el cambio conformacional necesario para la activacion de
la proteina G. Aun asi, no se puede descartar la ausencia de interaccion con la
subunidad Ga Gpalp de S. pombe, ya que, hasta la fecha, se desconocen los
dominios involucrados en esta interaccion y, aunque, como en su homologo
STE2, se puede suponer la intervencion del extremo carboxi-terminal,
desconocemos si es necesaria la interaccion con otros dominios intracitoplasmicos
gue no son capaces de mimetizar el receptor mGluR1a.

1.4.2. Estudio de la funcionalidad del receptor mGIluR1a fusionado a la
subunidad Ga.

Tras comprobar la falta de funcionalidad del receptor quimérico, se pensé
en realizar nuevas construcciones quiméricas, que permitieran su interaccion con
la ruta feromonica y, en concreto, mediante la modificacion de la subunidad Ga
implicada en el proceso. Al igual que en el trabajo realizado por Price et al.,
(1995), se pensé que la construccion de una subunidad Go. quimérica, que
permitiera la interaccién del receptor con otros elementos de la ruta; de esta forma
intentdbamos poner de manifiesto la funcionalidad del receptor mGluR1a.

Aun asi, en los estudios realizados con el receptor de neuroguinina NK2
(Arkinstall et al., 1995a), el receptor fue coexpresado con diferentes subtipos de
subunidades de proteinas G de eucariotas superiores (Gaq y Gal6), al igual que
en el trabajo realizado por King et al., (1990), sin conseguir la interaccion
funcional. La explicacién del autor se basé en que las proteinas G expresadas eran
inactivas. Aunque no podemos descartar que, al igual que en S. cerevisiae, estas
subunidades Go. sean capaces de interaccionar con las subunidades GBy de la
levadura y el receptor heterélogo, una posible explicacion es que sean incapaces
de interaccionar con los subsiguientes elementos de la ruta, ya que, a diferencia de
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lo que ocurre en S. cerevisiae, el regulador positivo de la ruta feroménica en
S. pombe es la subunidad Ga.

Esta circunstancia nos llevo a plantearnos otras posibilidades para lograr
la interaccion. Nos referimos al trabajo realizado por Medici et al., (1997). En
dicho trabajo, se confirma la funcionalidad del receptor de feromonas STE2
fusionado a la subunidad alfa de S. cerevisiae GPAL, asi como a una proteina
quimérica, constituida por la region amino-terminal de la subunidad Go de la
levadura y el extremo carboxi-terminal de la subunidad Gsa de mamiferos.
Ambas proteinas de fusion fueron capaces de recuperar las funciones del receptor
y de la subunidad Ga en el proceso de apareamiento, aunque la expresion de la
subunidad Ga quimérica, sin fusionar con el receptor STE2, no fue capaz de
activar la ruta de apareamiento, debido a la falta de interaccion de ambas
proteinas. Este resultado implicaba la importancia de la region carboxi-terminal
de la subunidad Go en la aproximacion de dicha subunidad a los dominios
intracelulares del receptor, permitiendo un acoplamiento eficiente.

Teniendo en cuenta estos estudios, desarrollamos proteinas de fusion,
basadas la obtencidon de proteinas quiméricas mediante la fusion del receptor
mGluR1a con la subunidad Gpalp de S. pombe, o la proteina quimérica resultante
de la fusién del extremo amino-terminal de la subunidad Gpalp y el extremo
carboxi-terminal de la subunidad Go asociada al receptor heterélogo.

En cuanto a la subunidad Ga asociada al receptor mGluR1a, aln no esta
caracterizada y se desconoce si es capaz de interaccionar con varios subtipos. De
hecho, cuando el receptor mGluR1a era expresado en oocitos de Xenopus laevis y
en lineas celulares de mamiferos, la inhibicion con toxina pertusis era parcial, lo
cual implica que podrian asociarse a subunidades de tipo Gi/Go (sensibles)
(Aramori y Nakanishi., 1992; Houamed et al., 1991; Gabellini et al., 1993 y Masu
et al., 1991.), o de tipo Gq (no sensible). Aun asi, en el trabajo realizado por
Kasahara y Sugiyama (1994), donde dicho receptor es expresado funcionalmente
en oocitos de X. laevis, se comprob6 su posible asociacién con la subunidad de
tipo Go(0). En dicho sistema de expresion, cuando previamente se habia
inoculado RNA antimensajero de la subunidad indicada, en condiciones de
estimulacion, se comprob6 que la respuesta obtenida mostré una disminucion
apreciable. Este resultado indicaba la capacidad de interaccién de esta subunidad
con el receptor mGIuR1.

Estos datos nos permitieron seleccionar la subunidad Ga(0) de X. laevis
para desarrollar la segunda proteina de fusion. Se obtuvieron dos construcciones
distintas. La primera resultante de la fusion del extremo amino-terminal y los
dominios transmembrana del receptor mGluR1a, hasta el aminoéacido Prolina de la
posicién 882 (inmediatamente anterior al sitio de procesamiento de los diferentes
subtipos del receptor mGIuR1), con el marco abierto de lectura de la subunidad
Gpalp, modificado por la eliminacién de los primeros 4 aminoacidos y la
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substitucion del aminoacido Serina, situado en la posicion 5, por el aminoacido
Prolina. Esta sustitucion se realiz6 en un intento de insertar un punto de libre giro
en la estructura de la proteina, con objeto de permitir un plegamiento
independiente de los distintos dominios proteicos. La segunda se construyo
mediante la fusion del mismo fragmento del receptor mGluR1a con la proteina
resultante de la fusion del extremo amino-terminal de la subunidad Gpalp, con las
mismas modificaciones, hasta el aminoacido en la posicion 315, fusionado al
extremo carboxi-terminal, a partir de la posicion 276 de la subunidad Go(0) de X.
laevis. La construccion implicaba la sustitucion del aminoacido Lisina de la
posicién 315 de la subunidad Gpalp por el aminoacido homologo Arginina. Esta
sustitucion no afecté a ninguno de los dominios conservados implicados en la
funcionalidad de la subunidad Ga., por lo cual, seria previsible que no alterara la
funcionalidad de la misma.

El estudio de la funcionalidad de ambas construcciones en presencia de
ligando, descarté la capacidad de activacién de la ruta de feromonas.

Este resultado nos llevo a plantearnos si las conclusiones obtenidas en el
trabajo de Medici et al., (1997), utilizando la levadura S. cerevisiae, eran
reproducibles en S. pombe.

Si bien el proceso de la conjugacién de las levaduras S. pombe y
S. cerevisiae son muy parecidos, éste difiere en algunos aspectos.

Como hemos explicado anteriormente, mediante la utilizacién de una
cepa cyrl, no se requirio el agotamiento de los nutrientes en el medio para activar
la conjugacion en S. pombe, condicidn innecesaria en S. cerevisiae. Pero,
centrandonos en la cascada de proteinas quinasas activada por feromonas,
podemos afirmar que en S. pombe se asemeja mas a rutas similares descritas en
eucariotas superiores. En primer lugar, en S. pombe, a diferencia de lo que ocurre
en S. cerevisiae, interviene una proteina de tipo ras (Raslp), que es
imprescindible para la activacion de la ruta de apareamiento y el control
morfogenético y, en segundo lugar, la subunidad o de la proteina G
heterotrimérica actia como regulador positivo en la transmision de la sefial,
mientras que en S. cerevisiae, el efector es el complejo formado por las
subunidades By y.

Atendiendo a esto Ultimo, el que la molécula efectora sea la subunidad
Ga unida a GTP, su fusion con el receptor heter6logo o el codificado por el gen
mam2* podria impedir o dificultar la posterior interaccion con los subsiguientes
componentes de la ruta y, por lo tanto, las construcciones de fusion desarrolladas
no serian funcionales.

Asi, tomando otra vez como referencia el trabajo desarrollado por Medici
et al., (1997), decidimos construir receptores modificados genéticamente,
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mediante la fusion de la subunidad Go. codificada por el gen gpal®, o la
subunidad quimérica, al receptor de feromonas mam2™ de S. pombe, y comprobar
si eran funcionales.

1.5 ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD DE LAS PROTEINAS
QUIMERICAS DEL RECEPTOR Mam2p.

Las construcciones de fusion del receptor Mam2p portaban el gen que
codifica el receptor mam2”, del cual se habian deleccionado los ultimos 21
aminoacidos del extremo carboxi-terminal, fusionado al marco abierto de lectura
de la subunidad alfa Gpalp (con las mismas modificaciones especificadas en el
apartado anterior) (pLIsp9), y la subunidad alfa quimérica descrita anteriormente
(pLIspl0).

Los primeros resultados obtenidos se basaron en comprobar la capacidad
de restaurar la ruta de feromonas de un interrumpido en el receptor mam2*
(JADM5) y gpal® (JADSS8), mediante el uso del sistema de deteccion-
cuantificacion de la proteina GFP.

La capacidad de complementacién de las construcciones de fusion en la
cepa JADMS demostrd que la funcionalidad del receptor de feromonas Mam2p
era restituida por todas las construcciones. La expresion de la GFP (gen
marcador) en todos los ensayos realizados fue superior al control positivo
(mam2™), aunque destacé la mayor intensidad de sefial de la proteina de fusion
con la subunidad Ga de S. pombe, que fue de un 40%.

Si bien estos resultados mostraron la funcionalidad de las proteinas
guiméricas como receptor, desconociamos si eran capaces de transmitir la sefial a
través de la subunidad Ga fusionada, o bien de la Gpalp silvestre, presente en la
cepa JADMDS. Este hecho nos llevo a realizar el mismo experimento en la cepa
JADSS.

En el caso de la cepa JADSS, los resultados no mostraron diferencias
significativas en la expresion de GFP de los transformantes de la proteina de
fusion del receptor con la subunidad Go respecto al control positivo (gpal®),
mientras que no hubo respuesta en los transformantes que portaban la proteina de
fusién con la subunidad Ga quimérica.

Este resultado implicaba que, a diferencia de lo que ocurre con la
subunidad Ga. de S. pombe, la subunidad Go. quimérica, fusionada al receptor, no
parece capaz de complementar la carencia de la subunidad Gpalp. La explicacién
a este hecho puede fundamentarse en varios puntos:

En primer lugar, a diferencia de lo que ocurre en S. cerevisiae, la
sustitucion del extremo carboxi-terminal de la subunidad Gpalp podria dificultar
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la interaccion con el receptor Mam2p al que esta fusionado, y, en segundo lugar,
(la hipétesis mas viable), que la subunidad Ga. quimérica podria no ser capaz de
interaccionar con el resto de los elementos de la ruta de feromonas, lo cual
imposibilitaria la activacion de la ruta, ya que, como hemos comentado
anteriormente, es uno de los activadores del proceso.

En cuanto al aumento de la sefial de fluorescencia observada con las
construcciones de fusion en la cepa JADMS podria ser explicada por un efecto
aditivo de la activacion de la subunidad asociada al receptor y la activacién de la
subunidad Gpalp silvestre, aunque la ausencia de funcionalidad de la subunidad
quimérica hace pensar en la influencia de otras causas.

En ambas construcciones, a diferencia del control, se ha producido la
deleccion de los ultimos 21 aminoacidos del extremo carboxi-terminal. Como
hemos comentado en el apartado de introduccidn, uno de los posibles mecanismos
de desensibilizacién del proceso podria ser la endocitosis de los receptores unidos
a su ligando. En S. pombe no se ha descrito el proceso de internalizacion, aungque
si sabemos que en S. cerevisiae la union de la feromona permite la fosforilacion y
ubiquitinacion de su extremo carboxi-terminal, de forma que va permitir su
internalizacion y posterior degradacion en las vacuolas (Rohrer et al., 1993;
Reneke et al., 1988; Raths et al., 1992; Geli y Riezman, 1998 y Hicke y Riezman,
1996) o, simplemente, su disociacién de la proteina G heterotrimérica (Chen y
Konopka, 1996; Reneke et al., 1988 y Zanolari et al., 1992). De esta forma, este
mecanismo puede estar afectado y, por lo tanto, producirse un estado de
hiperexcitacion.

Con el fin de profundizar aun mas en estos estudios, se decidio analizar el
proceso de esporulacion de estos transformantes, proceso que también requiere la
activacion de la ruta de feromonas.

Los porcentajes de esporulacion de los transformantes de la cepa JADM5
con las proteinas de fusién fueron inferiores a los controles y, en concreto, parece
ser que, a mayor intensidad de fluorescencia, existe una menor eficacia de
esporulacion. Este hecho apoyaria que el proceso de desensibilizacion de los
transformantes esta alterado. Los diferentes mecanismos de desensibilizacion
parecen ser importantes para el proceso de conjugacion en si, ya que mutantes con
su capacidad de recuperacion alterada presentan una eficiencia de apareamiento
reducida (Rusu, 1992; Imae y Yamamoto, 1992 y Fukui et al., 1986b), lo cual
explicaria la disminucion en el porcentaje de esporulacion. Aun asi, no se puede
descartar un posible efecto aditivo del receptor fusionado a la subunidad Gpalp.

Los ensayos de esporulacién obtenidos con los transformantes de la cepa
JADS8 fueron inesperados, ya que ambas proteinas de fusion presentaron un
porcentaje de esporulacion proximo a los controles negativos. Si bien este
resultado es esperable en cuanto a la proteina de fusion quimérica, donde no se
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produce activacion de la ruta, no es asi en el caso de la proteina de fusion con
Gpalp.

En este Gltimo caso, los resultados mostraron que en la cepa JADSS el
receptor fusionado a la proteina Gpalp era capaz de transmitir la sefial de la ruta
de feromonas, dado que los niveles de expresion de GFP eran equiparables al
control positivo, aunque fall6 en producir el proceso de conjugacion y, por tanto,
el porcentaje de esporulacion fue muy bajo.

La observacion por microscopia confocal del proceso de apareamiento de estos
transformantes no mostré diferencias significativas. En todos los casos, se
observd la formacion de los tubos germinativos y la conjugacion, salvo los
transformantes de la cepa JADS8 con la proteina de fusion de Gpalp, que fueron
incapaces de conjugar.

La posible explicacion de este hecho podria deberse a una activacion
parcial de la ruta de apareamiento. Nos referimos a la incapacidad de llevar a cabo
el proceso de fusion celular, debido a una activacion de la ruta de apareamiento a
niveles inferiores de lo necesario para completar el proceso. Como comentamos
en la introduccion, este hecho esta apoyado en estudios realizados con mutantes
del transportador mam1™ que, aunque son capaces de liberar el suficiente factor M
como para inducir la meiosis de una cepa diploide, son incapaces de llevar a cabo
el proceso de conjugacién (Christensen et al., 1997 y Egel et al., 1994).

1.6. ESTUDIO DE LA UNION A LIGANDO DEL RECEPTOR mGluRla
EXPRESADO EN S. pombe.

Todos los resultados obtenidos hasta el momento indicaron la ausencia de
acoplamiento funcional del receptor mGluR1a a la cascada de apareamiento de
S. pombe. Las diferentes estrategias disefiadas no fueron funcionales en el sistema
empleado.

Ahora bien, la ausencia de acoplamiento del receptor mGluR1a puede que
no impidiese utilizar el sistema desarrollado como una herramienta Gtil para
estudios de unidn a ligando. Los elevados niveles de expresion alcanzados, y su
correcta localizacion celular, podrian permitir realizar estudios de union a ligando
con moléculas marcadas radiactivamente.

Los primeros ensayos se realizaron con el agonista natural, el &cido L-
Glutamico, marcado radiactivamente con tritio y los transformantes de la cepa
JZ300/pexpLIsp2 y de la cepa JZ300/pREP1, como control. Los resultados
obtenidos mostraron la ausencia de union del ligando al receptor expresado
heter6logamente (1.12 de Resultados).
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Tras obtener este resultado, se desarrollé un nuevo ensayo para estudiar la
capacidad de unién a ligando en los extractos enriquecidos en la fraccion de
membranas (datos no mostrados). EI protocolo se basé en la incubacion de dichos
extractos, 100 pg de proteina total por muestra, con diferentes concentraciones del
agonista marcado radiactivamente y, posteriormente, las diferentes muestras se
filtraron, reteniendo la fraccion de membrana que se iba a analizar. El sitio de
unién a ligando se encuentra en la region amino-terminal del receptor, con una
localizacion extracelular y, aunque no parece probable que la unién a ligando se
viera dificultada por impedimentos de su difusion a través de la pared celular, no
podiamos descartar que las condiciones presentes en el espacio periplasmico no
resultaran las idoneas para este ensayo.

De igual forma a los estudios preliminares, los resultados obtenidos
indicaron la ausencia de unién del ligando al receptor heter6logamente expresado.
Por tanto, parecia evidente que el problema de unién a ligando podria deberse a
un fallo conformacional.

El sitio de union a ligando presenta una elevada similitud con las
proteinas PBPs (Periplasmic Binding Proteins) de bacterias, manteniendo las
caracteristicas estructurales propias de este tipo de proteinas. La estructura
terciaria hipotética del dominio de unidon a ligando parece estar formada por dos
dominios globulares, conectados por un fragmento que actla como una bisagra.
Cuando esta estructura se encuentra en una configuracién abierta, forma una
hendidura donde el ligando puede entrar (Takahashi et al., 1993 y O’Hara et al.,
1993). Después de la unién del ligando, dicha bisagra se pliega y la hendidura se
cierra formando el bolsillo de union a ligando, donde éste queda retenido. La
unién del ligando al receptor provoca un cambio conformacional, que es
transmitido a la region transmembranal, permitiendo la activacion de la proteina
G. Este modelo estd sustentado por varios mutantes construidos in vitro. De
hecho, mutantes en los aminoacidos Serina de la posicion 165 y Treonina de la
posicién 188 del receptor mGluR1a muestran una afinidad a L-Glutamato y una
funcionalidad muy reducida. El trabajo, realizado por Hampson et al.,(1999),
apoya aun mas la idea de la esencialidad de los residuos Ser165 y Thrl88, ya que
la substitucién de estos aminoacidos del dominio amino-terminal del receptor
mGIuR4, que se corresponden con las posiciones Serl59 y Thrl82, dan lugar a la
expresion de receptores que muestran una severa deficiencia en union a ligando
L-Glutdmico. Ademas, en dicho estudio, se identifica un tercer residuo, la
arginina en la posicién 78, igualmente conservada a lo largo de la familia de
receptores metabotropicos, que parece estar involucrada en el reconocimiento del
ligando. De hecho, al igual que en los casos anteriores, la sustitucion de este
residuo presenta como resultado un efecto similar a las mutaciones de los residuos
Serl59y Thr182.

La idea de que no solo la primera seccion del extremo amino-terminal
estd involucrada en la capacidad de unién a ligando y de que estos receptores
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necesitan de otros dominios (también presentes en el extremo amino-terminal)
para adquirir la conformacion adecuada viene del trabajo realizado por Okamoto
et al., (1998). Este trabajo muestra la importancia de una region rica en cisteinas,
anterior al primer dominio transmembranal, basica para que el receptor mantenga
la capacidad de unién a ligando, ya que su eliminacion provoca una drastica
disminucién de la misma.

A lo largo de la familia de receptores metabotrépicos, se conservan 21
residuos de cisteina, 19 de los cuales se encuentran en el dominio extracelular.

MGLUR1A MVR----- LLL IFFPMIFLEMS1LPRMPDRKVLLAGASSQRSVARMDGDV I IGALFSVHH 55
MGLUR4A MSGKGGWAWWWARLPLCLLLSLYAPWVPSSLGKPKGHPHMNS IR-IDGDITLGGLFPVHG 59
CASR HUM  ——————————— MAFYSCCWVLLALTWHTSAYGPDQRAQKK—-—==——— GDIILGGLFPIHF 42
- B . **: :*_**_ :*
MGLUR1A QPPAEKVPER‘C'EIREQY ————— GIGRYEAMFHTLDKINADPVLLPNITLGSEIRDSCW 110
MGLUR4A RGSEGKA----CGELKKEK----- GIEAMLFALDRINNDPDLLPNITLGARILD C$ 110
CASR HUM GVAAKDQDLKSRPESV RYNFRGFRWLQAMIFAIEEINSSPALLPNLTLGYRIFD CN 102

Kk * KAhkhk - *** * * - *

MGLUR1A HSSVALEQSIEFIRDSLISIRDEKDGLN—QE&PDGQTLPPGRTKKP—IAGVIGPG' SVA 168

MGLUR4A RDTHALEQSLTFVQALIE--——- KDGTEVRCESGG—-—PP 1 I TKPERVVGY IGASGSHVS 162

CASR HUM TVSKALEATLSFVAQNKIDSLNLDE'\I ----------- EHIPSTIAVVGATS VS 150
- * =k * K-

- Kkkk - -

MGLUR1A IQVQNLLQLFDIPQIAYS‘T.IDLSDKTLYKYFLRVVPSDTLQARAMLDIVKRYNWTYVS 228
MGLUR4A IMVANILRLFKIPQISYASTAPDLSDNSRYDFFSRVVPSDTYQAQAMVD IVRALKWNYVS 222
CASR HUM TAVANLLGLFYIPQVSYASSSRLLSNKNQFKSFLRTIPNDEHQATAMADIIEYFRWNWVG 210

FoKmk kK kokk- -k - * ok -k K Fk kk Kk

MGLUR1A AVHTEGNYGESGMDAFKELAAQEG-LCIAHSDKIYSNAGEKSFDRLLRKLRERLPKARVV 287
MGLUR4A TLASEGSYGESGVEAF IQKSRENGGVCIAQSVKIPREPKTGEFDKI IKRLLETS-NARGI 281
CASR HUM TIAADDDYGRPGIEKFREEAEERD ICIDFSELISQYSDEEEIQHVVEVIQNST——AKVI 267

s kK k- kK ok ok me-e-

MGLUR1A VCFCEGMTVRGLLSAMRRLGVVGEFSL IGSDGWADRDEV IEGYEVEANGGITIKLQSPEV 347

MGLUR4A 1 IFANEDD IRRVLEAARRANQTGHFFWMGSDSWGSKSAPVLRLEEVAEGAVTILPKRMSV 341

CASR HUM  VVFSSGPDLEPLIKEIVRRNITGKIWLASEAWASSSL IAMPQYFHVVGGT IGFALKAGQI 327
. . .. - * - - - -

* * -

MGLUR1A RSFDDYFLKLRLDTNTRNPWFPEFWQHRFQCRLPG----=-====——-—-———————- HLLE 386
MGLUR4A RGFDRYFSSRTLDNNRRN IWFAEFWEDNFHCKLSR------———= === ———————— HALK 380
CASR HUM PGFREFLKKVHPRKSVHNGFAKEFWEETF LQEGAKGPLPVDTFLRGHEESGDRFSNS 387

ek - H-k-k

MGLUR4A KGSHIKKCTNRERIGQDSA----YEQEGKVQFVIDAVYAMGHALHAMHRDLCPG---RVG 433

MGLUR1A NPNFKK i GNESLEEN------ YVQDSKMGFV INATYAMAHGLQNMHHALCPG---HVG 437
CASR HUM STAFRPLC GDENISSVETPYIDYTHLRISYNVYLAVYSIAHALQDIYTCLPGRGLFTNG 447
* B
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MGLUR1A YDYVHVGTWHEGVLN IDDYK IQMNKSG--MVRSVCSEPCLKGQIKVIRKGEVSCCWICTA 549

MGLUR4A AEYKVIGSWTD-HLHLR IERMQWPGSGQQLPRS I CSLPCQPGERKKTVKG-MACCWHCEP 544

CASR HUM VGYYNVYAKKGERLF INEEK I LWSGFSREVPFSNCSRDCLAGTRKG I IEGEPTCCFECVE 567
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Figura 84: Alineacion de las secuencias proteicas del extremo amino-terminal del
receptor mGluR1a, mGluR4a, ambos de rata, y el receptor de Ca?* de humanos.
Los residuos remarcados en rojo corresponden a los implicados en la interaccion
con el ligando, los residuos remarcados en azul corresponden a las cisteinas
implicadas en la formacién de homodimeros, los residuos remarcados en morado
corresponden a las cisteinas cuya sustitucién provocan defectos en la expresion,
funcionalidad, incluida la homodimerizacion, y de unién a ligando. La region
subrayada en verde corresponde a la region rica en cisteinas, previa al primer
TMD (enmarcado en negro), imprescindible en el receptor mGIuR1 para unir
ligando. (Ver pagina anterior).

Estas cisteinas pueden estar relacionadas, mediante la formacion de
enlaces disulfuro intramolecularmente, dando lugar a la conformacion propia del
receptor, e incluso intermolecularmente, dando lugar a la formacion de
homodimeros (Romanos et al., 1995). Por tanto, adquirir la conformacién
funcional para esta familia de receptores podria requerir la formacion de enlaces
disulfuro entre los residuos de cisteina adecuados.

El primer trabajo donde se aborda esta idea fue realizado por Galvez et
al., (1999), basado en el estudio del receptor GABABRL1. Dicho receptor
pertenece a la misma familia de receptores asociados a proteinas G y presenta un
elevado grado de similitud con el receptor mGluR1a, con la presencia de un
dominio de unidn a ligando, estructuralmente similar con el dominio del receptor
mMGIuR1. La sustitucion de 4 de las 5 cisteinas presentes en el dominio amino-

280




Discusion.

terminal (este receptor carece de la region rica en cisteinas préxima a la region
transmembranal) provocé la ausencia de unién de ligando. Por lo tanto, en este
caso, quedaba clara la importancia de la formacion de puentes disulfuro entre
cisteinas, situadas alrededor del sitio de unién a ligando, del receptor GABABR1.
Hay que puntualizar que estos residuos de cisteina no se encuentran conservados
a lo largo de la familia de este tipo de receptores.

El trabajo realizado por Ray et al., (1999), vuelve a estudiar la influencia
de los residuos de cisteina, mediante la formacion de los puentes disulfuro, en la
funcionalidad del receptor del Ca** de humano. Este receptor, que presenta un alto
grado de similitud con los receptores metabotropicos del glutamato (mayor que el
receptor GABABRL1), presenta 19 cisteinas a lo largo del dominio amino-
terminal, de forma que la sustitucién de 14 de ellas por residuos de Serina
provoco una severa reduccion de la expresion en la superficie celular, asi como en
su funcionalidad. Ademas, en dicho estudio, se determiné que los residuos
Cys129 y Cysl31 estan directamente implicados en la homodimerizacion que
presenta el receptor.

Estos datos vuelven a confirmar la idea de que el receptor presenta un
procesamiento complejo y que, por tanto, la carencia de una estructura terciaria y
cuaternaria correcta podria traducirse en la ausencia de unién del ligando.

Por ultimo, haremos referencia a dos estudios basicos para este trabajo.
En ambos trabajos desarrollados por Tsuji et al., (2000), y Ray et al., (2000), se
intenta identificar los residuos de cisteina implicados en la homodimerizacién del
receptor mGluR1a. La sustitucion del residuo Cys140 por el aminoacido Alanina
o0 Serina provoca la ausencia de dimerizacion del receptor, aunque la expresion,
funcionalidad y capacidad de union a ligando son semejantes al silvestre
(andlogamente a lo que ocurria con la sustitucion de los residuos Cys129 y
Cys131 del receptor de Ca®*). Lo méas interesante, son los resultados obtenidos
con mutantes originados por la sustitucién de otros residuos de cisteina y, en
concreto, la Cys67 y Cys109, que también se traduce en la imposibilidad de la
formacion de los homodimeros pero, ademas, los receptores que portan estas
sustituciones presentaron un procesamiento, conformacion y niveles de expresion
superficial muy alterados con respecto al silvestre. Por tanto, al igual que en el
caso del receptor de Ca** (sustitucién de los residuos Cys60 y Cys101 por
Serinas), estos mutantes originaban receptores conformacionalmente tan alterados
que impedian la homodimerizacién a través del residuo de Cys140, pero que
también conlleva a un fallo en la funcionalidad (disminucion drastica de la
respuesta) y, posiblemente, de unién a ligando.

Teniendo en cuenta estos datos, se decidid realizar un experimento que

nos permitiera hacernos una idea del estado conformacional del receptor, ya que
el estudio cristalografico del receptor mGluR1a expresado en S. pombe, que seria
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lo idoneo, queda fuera de nuestras posibilidades, y, ademas, no resolveria el
problema funcional.

Este ensayo se basdé en comprobar la posible homodimerizacion del
receptor mGIluR1a expresado en S. pombe. Los resultados obtenidos mostraron
que, en ausencia de agentes reductores, al igual que en presencia de estos,
Unicamente se detect6 una Unica banda de 140 kDa, lo cual confirm¢é la ausencia
de dimerizacion del receptor (1.13 de Resultados).

La expresion del receptor mGluR1a en S. pombe como un mondmero,
indicaba que el procesamiento del receptor no era el adecuado. Es posible pensar
que un procesamiento inadecuado podria impedir la dimerizacion del receptor,
aunque podria seguir siendo funcional, como en el caso del mutante Cys140Ser.
Ahora bien, estos datos parecen sugerir que el procesamiento y plegamiento del
receptor mGluR1a es lo suficientemente complejo como para que, en el sistema
heter6logo de S. pombe, tenga lugar correctamente y, por lo tanto, afecte a la
union del ligando. Hecho que corroboran los ensayos de unién a ligando
radiactivo.

Por otro lado, debemos comentar que en la deteccion inmunoldgica del
receptor mGluR1a, a partir de extractos de cerebro de rata, cabe resaltar el hecho
de que, ademas de la banda de unos 140 kDa, aparece una segunda banda de
aproximadamente 300 kDa, que puede corresponder con el receptor mGluRl1a
dimerizado. Por lo tanto, parece ser que en el sistema natural éste se encuentra
formando homodimeros, como en los sistemas de expresion heteréloga donde esta
caracteristica ha sido analizada.

Debido a que, en forma monomérica (C140S) como homodimérica, el
receptor mGluR1a mantiene sus caracteristicas funcionales, queda por desvelar la
importancia fisioldgica de esta dimerizacion, proceso que ademas es especifico,
ya que se ha comprobado la incapacidad de formar heterodimeros (en concreto
con el receptor mGluR5a) entre miembros de la familia de receptores
metabotropicos (Romano et al., 1995).

1.7. VALORACION DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR mGLUR1la EN
S. pombe.

El empleo de las levaduras como un sistema adecuado para el estudio de
receptores asociados a proteinas G ha sido puesto de manifiesto en el apartado de
introduccion.

En la revision bibliogréafica aportada en este texto, hemos intentado poner

de manifiesto lo idéneo de esta herramienta para el estudio de este tipo de
receptores.
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Si bien debemos destacar que hasta la fecha no se han descrito el empleo de este
sistema para el estudio de esta “superfamilia” de receptores asociados a proteinas
G, que incluye los receptores metabotropicos del L-Glutamico, los receptores
GABAB y el receptor sensible a Ca2+.

En el presente trabajo, se ha realizado el estudio de la expresion del
receptor mGIluR1a de rata en la levadura S. pombe, poniendo de manifiesto la
dificultad de poner a punto un sistema apto para su estudio. Como hemos
expuesto a lo largo de esta discusion, si bien parece ser que S. pombe no es capaz
de producir la expresion del receptor funcional, no debemos olvidar dos hechos
importantes; la expresion de la proteina heter6loga a unos niveles adecuados y su
localizacion celular correcta.

Como hemos comentado en el ultimo apartado, parece ser que el
plegamiento del receptor mGluR1a no es llevado a cabo correctamente en
S. pombe y, por tanto, el receptor expresado no es funcional. Aun asi, no debemos
de descartar la viabilidad de S. pombe, para obtener sistemas similares para el
estudio de otro tipo de receptores.

También debemos constatar que, hasta la fecha, en los diferentes trabajos
realizados, no ha sido descrita la expresion funcional de receptores que sean
capaces de acoplarse a la ruta de apareamiento de S. pombe. Unicamente, en el
trabajo realizado por Arkinstall et al., (1995a), con el receptor de neuroquinina,
NKZ2, se ha descrito el intento de obtener un sistema que permita el acoplamiento
funcional de un receptor expresado heter6logamente a la ruta de apareamiento de
S. pombe, aunque, como hemos comentado anteriormente, no fue funcional.

En el presente trabajo, mediante la construccion de proteinas quiméricas,
hemos intentado poner de manifiesto la posibilidad de acoplar funcionalmente
receptores heterélogos a la ruta de feromonas de S. pombe. En el caso del receptor
mGIuR1a, los diferentes intentos de acoplamiento fueron fallidos, aunque la
explicacion mas evidente es el fallo conformacional del receptor mGIuR1.

Aun asi, los estudios realizados con las proteinas de fusion del receptor de
feromonas Mam2p de S. pombe, apuntan a que no se descarte la idea de conseguir
la expresion funcional de otro tipo de receptores.

Si bien la proteina de fusion obtenida con la subunidad Ga quimérica,
fallé en la transmisidn de la sefial de la ruta de feromonas, no hay que desestimar
la capacidad de transmision de la proteina Gpalp, fusionada al receptor Mam2p.

La funcionalidad de esta proteina de fusion hace pensar en la posibilidad
de obtener un sistema de expresion-deteccion valido para estudiar la actividad de
un receptor heter6logo. Aun asi, serian necesarios nuevos experimentos con un
receptor funcional en este sistema.
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Independientemente de lo expuesto, la obtencién de una cepa adecuada
para estudios de este tipo y la creacion de un sistema de deteccion-cuantificacion
adecuado, realizados en esta tesis, permitirian realizar un estudio rapido y sencillo
para comprobar lo expuesto.
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2.ESTUDIOS DE LA FUNCIONALIDAD DEL RECEPTOR mGluR1a EN
LAS LINEAS CELULARES RGT18/mGluR1a Y 45.EM1/mGluR1a.

2.1. ESTUDIOS DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR mGluR1a.

Los niveles de expresién proteica en ambas lineas celulares se analizaron
mediante técnicas de inmunofluorescencia indirecta y analisis por citometria de
flujo. Los niveles alcanzados en la linea celular RGT18 mostraron un valor
superior al 50% de la poblacion analizada, mientras que los resultados obtenidos
con la linea celular 45.EM18 no superaron el valor del 20% en todos los
experimentos realizados (las muestras se analizaron por triplicado).

Las diferencias en los niveles de expresion pueden ser explicadas
aludiendo a los siguientes factores:

A.- La linea celular RGT18, a diferencia de la linea 45.EM18, presenta el
gen que codifica para el receptor mGluR1a integrado en su genoma y, ademas,
dichas células estan estabilizadas mediante seleccién con higromicina B y
geneticina. Esto implica que los niveles de expresidn alcanzados dependen del
namero de copias del gen que las células presenten incluidos en su genoma y que,
debido a la estabilidad del sistema empleado, serdn mas o menos constante. Por
otro lado, toda la poblacion de células analizada, debido a su seleccion previa,
presenta al menos una copia del gen heterélogo.

En la linea 45.EM18, por el contrario, los ensayos fueron realizados con
una poblacion de células transfectada transitoriamente. Debido a esto, en primer
lugar, el porcentaje de la poblacion celular donde la expresiéon del receptor
mGIluR1a es detectada depende directamente de la eficiencia de transfeccion, que,
sin lugar a dudas, no se corresponde con el 100%. Ademas, el uso de un sistema
episdémico conlleva como resultado la deteccion de unos niveles de expresion que
estan en funcién del nimero de copias del plasmido, pero lo mas importante es
que, debido a no utilizarse condiciones selectivas (presencia de higromicina B),
no se puede descartar la perdida del plasmido de las células transfectadas.

B.- Debemos también considerar las modificaciones realizadas en la linea
RGT18, para obtener un sistema adecuado para estudiar la funcionalidad del
receptor mGluR1a. La insercién del gen GLAST, que codifica un transportador
para el agonista natural de dicho receptor (4cido L-Glutdmico), supone evitar
posibles procesos de desensibilizacion y, por supuesto, de degradacion e
internalizacion del receptor, debido a su activacién inespecifica por ligandos
enddgenos, es decir, sintetizados por la propia linea y secretados al medio.

Los estudios realizados en la linea 45.EM18 se realizaron en medio de
cultivo DMEM, carente del agonista L-Glutamico; aunque no es descartable que
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en el periodo de incubacion de 48h. posterior a la transfeccion dicho agonista sea
liberado al medio, tras su sintesis por los propios transfectantes. La presencia de
ligando en el medio da lugar a un proceso de activacion del receptor
heterologamente expresado y, por lo tanto, puede sufrir procesos de
internalizacion y degradacion (sistema de desensibilizacion), procesos que estan
minimizados en la linea celular RGT18 (Desai et al., 1995).

C.- Por ultimo, debemos mencionar la elevada inmunofluorescencia basal
del control negativo (en ausencia del anticuerpo anti-mGluR1a) en el analisis de
citometria de flujo. La elevada sefial obtenida podria enmascarar los datos
obtenidos. Este hecho se volvié a confirmar en el andlisis por microscopia
confocal, donde el control negativo mostré cierta inmunorreactividad, aunque fue
claramente distinguible de la sefial detectada con el anticuerpo anti-mGluR1a.

El andlisis por microscopia confocal de ambas lineas celulares volvié a
mostrar diferencias significativas en el patrén de tincion observado. En ambas
lineas celulares la localizacion del receptor mGluR1a fue intracitoplasmatica vy,
por tanto, concordante con el resultado esperado, debido al uso del anticuerpo
comercial frente al extremo carboxi-terminal del receptor mGluR1a (Figuras 66 y
68).

Aun asi, un andlisis mas exhaustivo permite apreciar ciertas diferencias.
La linea RGT18 presenta una elevada intensidad de fluorescencia en el citoplasma
de las células analizadas, aunque el marcaje es mas o menos difuso. Por el
contrario, la linea 45.EM18 presenta también un patrdn intracitoplasmatico,
aunque en este caso se puede distinguir claramente que la sefial detectada no es
homogénea, es decir, se observan una serie de acimulos con gran intensidad de
fluorescencia a lo largo del citoplasma.

Los estudios realizados por Ciruela et al., (2000), confirman la
importancia de este resultado. Aunque debemos sefialar que puede deberse al
efecto de su hiperexpresion.

Diferentes estudios inmunocitoquimicos de la familia de receptores
metabotropicos, como hemos comentado en el apartado de introduccion, han
desvelado que estos receptores se localizan en sitios concretos de la célula
neuronal. De hecho, el grupo I de estos receptores (mGIluR1a) presenta una
localizacion postsinaptica, y el resto predominantemente presinaptica. Una
posible explicacion para la localizacion sinaptico-especifica del receptor
mGIuR1a podria deberse a la interaccion por su extremo carboxi-terminal con un
determinado tipo de proteinas. Recientemente, se ha descrito un grupo de
proteinas denominadas Homer, que portan un dominio caracteristico, llamado
EVH, el cual es capaz de interaccionar con el extremo carboxi-terminal del
receptor mGIluR1a y mGIluR5a. Dentro de este grupo se encuentra la proteina

286



Discusion.

Homer 1c que, segln el trabajo mencionado anteriormente, estd implicada
directamente en la interaccion con el receptor mGluR1a.

Ciruela et al., (2000), describe que células de la linea HEK-293,
cotransfectadas transitoriamente con el receptor mGluR1a y la proteina Homer 1c,
incrementan la expresion en la membrana plasmatica de dicho receptor,
facilitando su transporte, impidiendo su degradacion o estabilizando el receptor en
esta localizacion. Ademas, en dicho trabajo destaca el analisis comparativo por
inmunofluorescencia indirecta y microscopia confocal entre estos cotransfectantes
y transfectantes que portan Gnicamente el receptor. Ambos casos se corresponden,
de forma mas o menos aproximada, respectivamente con los patrones de tincion
de las lineas 45.EM18/mGluRla y RGT18/mGIluRla. En el primer caso el
receptor es detectado en forma de acimulos proximos a la membrana plasmatica,
mientras que en ausencia de la proteina Homer-1c el patron de tincion
intracitoplasmético en mas difuso, como ocurre en la linea RGT18.

Este resultado podria implicar que la linea 45.EM18, a diferencia de la
RGT18 y HEK-293, podria ser capaz de expresar una proteina analoga a Homer-
1c, aunque esta hipdtesis es necesario corroborarla con estudios mas exhaustivos.

2.2 ESTUDIOS DE UNION A LIGANDO RADIACTIVO.

Resulta obvio que los pardmetros enumerados en el apartado anterior van
a influir en los datos obtenidos en los ensayos de union a ligando con las lineas
celulares RGT18/mGIuR1ay 45.EM18/mGluR1a.

Las constantes de disociacion calculadas a partir de los datos obtenidos,
5,31+0,5 nM (RGT18) y 7,14 £0,7 nM (45.EM18), en las condiciones del ensayo,
implican leves diferencias en la cinética de union a ligando en ambos sistemas.

Independientemente de lo expuesto, debemos tener en cuenta que el
tratamiento de los datos en ambos casos ha sido distinto. En el caso de la linea
RGT18/mGluR1a, al no disponer de la linea parental, no hemos podido
determinar la influencia de la union inespecifica del ligando en ausencia de
expresion del receptor, como en el caso de la linea 45.EM1/mGluR1a.

Debemos precisar que en el estudio comparativo hubiera sido importante
determinar la funcionalidad del receptor expresado heter6logamente, no en
funcion de la capacidad de union de ligando, sino determinando la capacidad de
activacion de la PLC, mediante la medida de la formacion de Ins3P. Este analisis
nos hubiera permitido realizar un estudio comparativo méas preciso entre ambos
sistemas, aunque teniendo en cuenta factores importantes como la capacidad de
acoplarse a varias rutas de transmision de sefiales, dando lugar a otros efectos,
como la diferencia de expresion de las distintas subunidades Go. en ambas lineas
celulares, etc.
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AUn asi, los resultados obtenidos en la linea celular 45.EM18/mGluR1la
prueban que dicha linea constituye un sistema apto para el estudio de la
funcionalidad del receptor mGluR1a. De hecho, seria la segunda linea celular de
humano utilizada en este tipo de estudios, junto con la linea HEK-293. Aunque
queda clara la necesidad de profundizar en el estudio de este sistema, los datos de
localizacion del receptor, comentados en el apartado anterior, y del ensayo de
union a ligando, hacen prever su aprovechamiento como tal.
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3. CARACTERIZACION DE LOS ANTICUERPOS DESARROLLADOS
FRENTE AL FRAGMENTO AMINO-TERMINAL DEL RECEPTOR
mGLURI1a.

El segundo objetivo planteado en la realizacion de esta tesis doctoral se
bas6 en la caracterizacién de los anticuerpos desarrollados frente al fragmento
amino-terminal del receptor mGluR1a.

El desarrollo de anticuerpos monoclonales frente al receptor mGIuR1
supone la obtencion de una herramienta para el estudio de dicho receptor, no sélo
en el sistema heter6logo empleado, sino en el propio sistema donde se encuentra
habitualmente. Las aplicaciones de los anticuerpos monoclonales en el estudio de
estos receptores son multiples. Como ejemplo, no so6lo permiten la
inmunolocalizacién de dicho receptor y conocer sus niveles de expresion, sino
gue también permiten estudiar la topologia de la proteina, reconociendo dominios
basicos para su funcionalidad. Sélo afiadir que en este caso ademas, debido al
reconocimiento del extremo amino-terminal que incluye el dominio de unién a
ligando, podrian emplearse como ligandos especificos del receptor, permitiendo el
estudio funcional del receptor en sistemas tan complejos como el S.N.C.

Por tanto, se procedié a la obtencion de anticuerpos frente al receptor
MGIuUR1 de rata y la caracterizacion de los mismos en el presente trabajo. Como
comentamos anteriormente, los estudios realizados en la caracterizacion de estos
anticuerpos se centraron en dos aspectos fundamentales:

1. Estudios de reaccion cruzada frente a otros receptores metabotrdpicos.

2. Estudios de inmunolocalizacion del receptor mGIuR1 en el SNC de
rata, macaco y humanos.

3.1. ESTUDIOS DE REACCION CRUZADA.

Los primeros ensayos realizados se basaron en comprobar la especificidad
de reaccién de los anticuerpos desarrollados frente al receptor mGluR1a.

Determinar la especificidad de reconocimiento de los anticuerpos frente al
receptor mGluR1a era fundamental para estudios posteriores. Este planteamiento
se basa en el proceso de obtencién de los mismos, ya que, como hemos
comentado anteriormente, el antigeno empleado en el proceso de obtencion
corresponde al dominio amino-terminal, regién que presenta un elevado
porcentaje de similitud con otros receptores pertenecientes a la misma familia. De
entre todos ellos, destaca el receptor mGIUR5 con un porcentaje de similitud
préximo al 70%.
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3.1.1. Estudios de reaccion cruzada de los receptores expresados en S. pombe.

Los primeros ensayos realizados, tras la seleccion de los diferentes
hibridomas por el método de ELISA, utilizando como antigeno los cuerpos de
inclusién obtenidos para el proceso de inmunizacion, se realizaron en la cepa
JZ300/pexpLIsp2.

Los sobrenadantes de cultivo de los diferentes clones se utilizaron como primer
anticuerpo en un ensayo de inmunofluorescencia indirecta y posterior analisis por
citometria de flujo. Los resultados obtenidos mostraron un aumento de la
intensidad de fluorescencia con respecto a los controles y, por lo tanto, implicaba
el reconocimiento del receptor expresado heter6logamente. Ademas, la
comprobacion de la tinciéon de los anticuerpos, mediante microscopia confocal
(Figura 45), localizo la sefial detectada en la membrana plasmatica de la célula, lo
cual le involucraba directamente con el reconocimiento del receptor mGluR1a
expresado heterélogamente.

Estos resultados apoyaron la idea de utilizar este sistema para comprobar
si los anticuerpos presentaban reaccion cruzada con otros receptores y, en
concreto, con los receptores mGIuR5 y mGIluR4. Para ello, el primer paso fue la
obtencion de transformantes de los plasmidos de expresion pexpLIspl2 y
pexpLIspl3, que portaban los cDNAs que codificaban para los receptores
anteriormente mencionados. Asi, se obtuvo un sistema donde los diferentes tipos
de receptores se encuentran expresados de forma aislada y, de esta forma,
evitdbamos los problemas de interpretacion de los resultados, como ocurre con
muestras originarias del S.N.C.

A partir de los diferentes subclones, se obtuvo liquido ascitico, donde, a
diferencia de los sobrenadantes de cultivo, la concentracion de anticuerpo es
mucho mas alta y, posteriormente, estos fueron purificados. Los liquidos asciticos
se utilizaron para los diferentes estudios inmunol6gicos.

3.1.1.1. Estudios de inmunoprecipitacion.

Los primeros estudios realizados se basaron en técnicas de electroforesis de
proteinas y posterior deteccion inmunoldgica indirecta (Western Blot).

Los resultados obtenidos fueron desconcertantes, ya que el conjunto de
los liquidos asciticos detect6 dos bandas especificas (incluso en el control
negativo), aunque ninguna de ellas correspondia a la banda de 140 kDa. detectada
en estudios previos con el anticuerpo comercial (datos no mostrados).

La Unica explicacién posible, teniendo en cuenta los resultados obtenidos

anteriormente, era que, en las condiciones del ensayo, los liquidos asciticos
fueron incapaces de reconocer los receptores expresados heter6logamente.
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Este hecho nos llevé a pensar en una segunda estrategia que permitiera
comprobar si los liquidos asciticos eran capaces de reconocer el receptor, o bien
los resultados obtenidos eran debidos al reconocimiento inespecifico de una
proteina presente en S. pombe.

Este ensayo se baso en las técnicas de inmunoprecipitacion. Teniendo en
cuenta que en estudios previos los liquidos asciticos parecian reconocer al
receptor en condiciones proximas al estado nativo, es decir, que no habian sufrido
tratamientos que hicieran perder la estructura terciaria de la proteina, nos
planteamos si la desnaturalizacién de las proteinas sometidas al proceso de
electroforesis (SDS-PAGE) anulaba el reconocimiento por parte de los liquidos
asciticos.

El resultado obtenido en los ensayos de inmunoprecipitacion, a partir de
los extractos de la cepa JZ300/pexpLIsp2, confirmd esta hipétesis. En concreto,
los liquidos asciticos F3, F6 y F10 fueron capaces de llevar a cabo la
inmunoprecipitacion del receptor mGluR1a expresado en S. pombe (3.1.2.3. de
Resultados). Parecia, por tanto, que los anticuerpos desarrollados frente al
fragmento amino-terminal del receptor mGIluR1a eran capaces de reconocer
epitopos “conformacionales”, es decir, a la proteina en condiciones nativas.

Los liquidos asciticos B12 y E5 fueron incapaces de provocar la
inmunoprecipitacion del receptor. La explicacion a este hecho es complicada, ya
que, por un lado, no podemos descartar la perdida de la capacidad del hibridoma
de producir anticuerpos, en el proceso de obtencion del liquido ascitico, o por
otro, la perdida o inactivacion de los anticuerpos en el proceso de purificacion.
Pero tampoco es descartable la posibilidad de que la afinidad por el epitopo, en
las condiciones del ensayo, sea considerablemente inferior. Este hecho se traduce
en la dificultad de seguir manteniendo la union al epitopo a lo largo del proceso
de inmunoprecipitacion.

Sin embargo, la capacidad de inmunoprecipitacion del receptor mGluR1a
no descartaba la capacidad de reconocimiento de los otros receptores. Por lo tanto,
se realizaron ensayos similares a partir de extractos obtenidos a partir de la cepa
JZ300/pexpLIspl3 (3.1.2.3. de Resultados).

El resultado obtenido demostré que ninguno de los tres anticuerpos

capaces de producir la inmunoprecipitacion del receptor mGluR1a, fue capaz de
producir la inmunoprecipitacion del receptor mGluR5a, expresado en S. pombe.
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Figura 85: Estudio de la expresion del receptor mGluR5a en la levadura S.
pombe, mediante la técnica de electroforesis en geles de acrilamida al 10% y
posterior inmunodeteccion indirecta o Western Blot.

La banda detectada en los geles parecia presentar un tamafio molecular
superior al esperado, pero el andlisis de su expresién en S. pombe confirmé la
especificidad de reconocimiento de la banda reconocida por el anticuerpo
comercial frente al receptor mGIluR5a. No podemos descartar la posibilidad de
que, a diferencia del receptor mGluR1a, el receptor mGIluR5a sufra un
procesamiento diferente en cuanto al grado de glicosilacion, lo cual explicaria el
elevado tamafio molecular. Aun asi, el nivel de expresion detectado fue bastante
inferior al obtenido con el receptor mGluR1a y, por tanto, el resultado obtenido en
la inmunoprecipitacion podria estar condicionado por este hecho.

La confirmacién de este resultado se llevd a cabo por el analisis de
inmunoprecipitacion a partir de extractos del SNC de rata. El extracto elegido fue
obtenido a partir del encéfalo completo, asegurando asi la homogeneidad de las
muestras en cuanto a la proporcion de la concentracion de los receptores
estudiados. De esta forma, evitdbamos diferencias significativas en la
concentracion de los diferentes subtipos de receptores.

El resultado obtenido mostré la capacidad de inmunoprecipitacion del
receptor mGluR1a por los liquidos asciticos F6 y F10. De hecho, se detectaron
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dos bandas, de 140 kDa. y, aproximadamente 300 kDa., que corresponderian a la
forma monomeérica y homodimérica del receptor mGluR1a, respectivamente. Aun
mas, en los andlisis de la expresion del receptor mGluR1a, en extractos de
diferentes secciones del S.N.C. de rata (mas adelante), se detectaron ambas
bandas.

En cambio, los anticuerpos fueron incapaces de llevar a cabo la
incapacidad de inmunoprecipitacion del receptor mGIluR5a, no detectandose
ninguna banda atribuible a dicho receptor. De hecho, el patron de
inmunoprecipitacion fue igual al obtenido en el control negativo en ausencia de
liquido ascitico (datos no mostrados).

3.1.1.2. Estudios de inmunofluorescencia indirecta.

El segundo tipo de ensayo realizado se basé en la técnica de
inmunofluorescencia indirecta, y posterior analisis por citometria de flujo, de la
cepa JZ300, transformada con los plasmidos de expresion de los receptores
MGIURS5 y el mGIuR4 (Grupo I11).

El andlisis de los resultados de los diferentes transformantes, tratados con
los diferentes liquidos asciticos, volvido a confirmar la especificidad de
reconocimiento del receptor mGluR1a.

La intensidad de fluorescencia de las muestras que expresaban el receptor
mGIluRla fue superior a las muestras que portaban el receptor mGluR5a y
mGIuR4a. En el caso de estas Ultimas, las intensidades de fluorescencia eran
similares a la sefial de intensidad que mostraba el control negativo,
JZ300/pREPL1.

Si bien el desplazamiento de la sefial fue menor al esperado, en todos los
andlisis efectuados fue repetitivo y, por lo tanto, significativo. La comparacion
con el control negativo, puso de manifiesto que el aumento de la intensidad de
sefial fue de 10 veces, aproximadamente.

El hecho de que, comparativamente al control de segunda capa, se
observara un aumento de la intensidad de sefial inespecifica, se explica debido al
reconocimiento por parte de los liquidos asciticos de proteinas que no
corresponden a los receptores expresados heterélogamente, puestas de manifiesto
en el andlisis por electroforesis en condiciones desnaturalizantes (datos no
mostrados). El reconocimiento de otros epitopos, no pertenecientes a los
receptores metabotropicos, podria explicar la leve diferencia de sefial de los
transformantes del receptor mGluR1a con el resto de las muestras en el analisis
por citometria de flujo, ya que el aumento de intensidad de sefial inespecifica
puede enmascarar la sefial propia de deteccion especifica del receptor mGluR1a.
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Aun asi, debemos tener en cuenta las diferencias en los niveles de
expresion de los diferentes receptores ya que, como hemos comentado
anteriormente, en el caso del receptor mGIluR5a, la expresién de este receptor es
mucho menor, comparada con el receptor mGluR1a.

Por altimo, no debemos olvidar que los liquidos asciticos fueron
desarrollados frente a la region amino-terminal y ésta puede sufrir variaciones
significativas en su estructura, debido a procesos como la glicosilacion, que
pueden modificar el reconocimiento por parte de los anticuerpos.

Todas estas dudas se resolvieron satisfactoriamente en el apartado
anterior. Mediante los estudios de inmunoprecipitacion del extracto procedente
del S.N.C, se confirmé la capacidad de los liquidos asciticos estudiados de
producir la inmunoprecipitacion especifica del receptor mGluR1a; mientras que
fueron incapaces de producir la de su homologo, el receptor mGluR5a.

3.1.1.3. Valoracion de los ensayos de reaccion cruzada.

Los diferentes estudios comentados pusieron de manifiesto la
especificidad de reaccion de los liquidos asciticos frente al receptor mGluR1a, y
no frente a otro tipo de receptores de pertenecientes a la misma familia.

Debemos ademas apuntar, que en estudios posteriores, mediante la tincion
inmunocitoquimica de diferentes muestras de tejido, obtuvimos nuevos datos para
determinar la especificidad de reaccion frente a mGIuR1.

Los liquidos asciticos eran resultado de los hibridomas previamente
seleccionados, tras su clonacion a una dilucién de 5.000 células por pocillo (A.
Montessi, tesis doctoral). Queda claro por tanto, que dichos hibridomas no habian
sido clonados. Existe pues la posibilidad de que los liquidos asciticos obtenidos
presenten varios anticuerpos que pueden reconocer epitopos diferentes, propios
del receptor mGIuR1, o bien comunes a los otros receptores, y, por otra parte, que
presenten reaccion frente a proteinas inespecificas en los ensayos realizados. Si
bien, todos los estudios realizados apoyan la idea de que a pesar de no estar
clonados, los liquidos asciticos presentan una especificidad de reaccion frente al
receptor mGIuR1, en estudios comparativos frente a otros receptores.

Ademaés, debemos indicar que, a pesar de usar como antigeno el extremo
amino-terminal completo, de gran tamafio, posibilitdé en cierta medida la
obtencion de los anticuerpos descritos. EI empleo de una antigeno de gran
tamafio, posibilita la obtencion de numerosos tipos de anticuerpos, que podrian
presentar reaccion cruzada con otros receptores de la familia, que tienen un alto
grado de similitud en la secuencia proteica. El producto obtenido podria presentar
una conformacién muy similar a la del propio receptor mGIuR1, lo cual permitiria
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la obtencién de anticuerpos capaces de detectar epitopos presentes en la proteina
nativa.

No debemos olvidar la posible variacion conformacional del receptor
expresado en S. pombe, que podria traducirse en una disminucion en la afinidad
por el epitopo reconocido.

3.2 ESTUDIOS INMUNOCITOQUIMICOS.

321 Estudio de la expresion de los receptores mGluRla, mGIluR5a y
GABABRI1aenel S.N.C. de rata.

El estudio de la distribucién de los receptores mGluR1a, mGluR5a y GABABR1a
en el S.N.C. de rata se realiz6 mediante técnicas de electroforesis, con extractos
obtenidos a partir de distintas secciones del cerebro de rata, y posterior deteccion
inmunoldgica indirecta con los anticuerpos comerciales frente al receptor
mGIluR1a, mGluR5a y el anticuerpo frente al receptor GABABR1a (cedido por el
Dr. Alberto Mufioz.).

Los resultados obtenidos en el estudio de la expresion del receptor
mGIluRla (3.2.1. de Resultados) confirmaron los altos niveles de expresién
detectados en cerebelo, tdlamo, seguido del extracto obtenido a partir de la corteza
cerebral e hipocampo. Estos resultados coincidieron con los estudios realizados
por técnicas de hibridacion in situ de RNAm (Shigemoto et al., 1992) o bien con
anticuerpos frente al receptor mGIluR1 (Fotuhi et al., 1993, Martin et al., 1992 y
Baude et al., 1993.). Si bien, hay que puntualizar que los niveles obtenidos con
los extractos procedentes de la corteza cerebral e hipocampo, obtenidos de forma
conjunta, no permiten diferenciar los niveles de expresién alcanzados en cada
estructura, aunque estos autores describen una mayor expresion de este receptor
en el hipocampo.

Los resultados obtenidos en los ensayos realizados con el anticuerpo
frente al receptor mGIluR5a mostraron un patrén de expresion distinto. Los altos
niveles de expresion detectados correspondieron a los extractos procedentes de la
corteza cerebral e hipocampo y talamo, lo cual se corresponde con los datos
obtenidos en el trabajo realizado por Romano et al., (1995).

Por altimo, los resultados obtenidos con el anticuerpo frente al receptor
GABABRI1a (con un alto grado de similitud con los receptores metabotrépicos),
mostraron una elevada expresion en extractos procedentes de la corteza cerebral e
hipocampo y talamo, regiones donde se ha descrito los altos niveles de expresién
de este receptor (Bowery y Enna, 1999).

En conclusion, los diferentes subtipos de receptores estudiados presentan
un patréon de distribucién bastante amplio a lo largo del S.N.C. de rata. Como
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ejemplo, los altos niveles de expresion del receptor mGluRla detectados en
cerebelo, que se correlacionan con las anormalidades neurofisiologicas y el
sindrome de severa descoordinacién motora, observada en ratones deficientes en
el receptor mGIuR1 (Conquet et al., 1994 y Aiba et al., 1994a).

Teniendo en cuenta las diferencias de expresion del receptor mGluR1a
frente al resto de receptores, se seleccionaron las estructuras del cerebelo, corteza
e hipocampo, para realizar estudios inmunocitoquimicos mucho mas precisos.

3.2.2. Estudios inmunocitoquimicos de cerebelo.

El patron inmunocitoquimico obtenido con el anticuerpo frente al receptor
GABABRL, se localiz6 en la capa celular de Purkinje, con una tincion celular
somatica y de dendritas, que se internan en la capa molecular, y un aumento de
inmunorreactividad en la capa granular.

Por el contrario, el patrén obtenido con el anticuerpo frente al receptor
mGIuR5 se caracteriz6 por una leve tincion selectiva de la capa celular de
Purkinje, posiblemente debido a la leve reaccion cruzada que presentan estos
anticuerpos policlonales (Chemicon) frente al receptor mGluR1a, y de la capa
granular (Shigemoto et al., 1993 y Romano et al., 1995).

Los estudios de localizacion del receptor mGluR1la mostraron, por el
contrario, una intensa tincion en todas las capas del cerebelo, destacando la
intensidad de la capa molecular como han descrito varios autores; Shigemoto et
al., (1992), Fotuhi et al., (1993), Martin et al., (1992); Baude et al., (1993).

Los estudios inmunocitoquimicos con los liquidos asciticos dieron lugar a
un patron de tincion igual al obtenido con el anticuerpo comercial frente al
receptor mGluRla. Este resultado, esperable, confirm6 la capacidad de
reconocimiento del receptor mGluR1a, por parte de los liquidos asciticos
ensayados, como se habia comprobado en experimentos anteriores.

3.2.3. Estudios inmunocitoquimicos en el hipocampo.

El estudio del patrén de tincion del hipocampo con los diferentes
anticuerpos se centr6 en la observacion de dos regiones, la CA1l y CA3. Segln
datos bibliograficos, la distribucién de los receptores mGluR1a y mGIuR5a es
distinta en estas regiones, lo cual facilitaria el estudio comparativo de estos
receptores.

3.2.3.1. Estudio inmunocitoquimico de la regién CAL del hipocampo.
El patron de tincidn observado en el estudio del anticuerpo GABABR1

mostré un intenso marcaje de toda la seccién estudiada, destacando el patron de
tincion celular de la capa de células piramidales.
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En cuanto a los resultados obtenidos con el anticuerpo comercial frente al
receptor mGIuR5a, el patron inmunocitoquimico se caracteriz6 por la tincién de
ambas capas moleculares y de la capa piramidal, donde una subpoblacion de
células presenta los cuerpos celulares débilmente tefiidos, y la silueta celular se
distingue por una mayor inmunoreactividad en su superficie (Romano et al.,
1995).

En cuanto a los resultados obtenidos con el anticuerpo comercial frente al
receptor mGIuR1a, se observé inmunoreactividad en ambas capas moleculares,
aunque, a diferencia de los patrones anteriores, la capa piramidal presenté una
tincion negativa. Los datos bibliograficos confirman estos resultados (Shigemoto
etal., 1992, Fotuhi et al., 1993, Martin et al., 1992 y Baude et al., 1993).

Los patrones de tincion obtenidos con los liquidos asciticos F3, F6 y F10
se correspondieron con el patron de tincion del anticuerpo frente al receptor
mGIluR1a.

3.2.3.2. Estudio inmunocitoquimico de la region CA3 del hipocampo.

Los patrones de tincion obtenidos con los anticuerpos frente a los
receptores mGIluR5a y GABABRL fueron similares a los obtenidos en la region
CAL, descritos en el apartado anterior.

En el caso del anticuerpo comercial frente al receptor mGluR1a, el patron
de tincion fue diferente. En esta region, ademas de la inmunorreactividad de
ambas capas moleculares, la capa de células piramidales también presenta cierta
inmunorreactividad: los cuerpos celulares fueron negativos y el contorno celular
fue dificilmente distinguible de la tincion de la trama (neuropilo) (Shigemoto et
al., 1992 y Fotuhi et al., 1993).

Debemos recalcar que el patrén de tincién obtenido con los liquidos
asciticos F3, F6 y F10 fue similar al obtenido con el anticuerpo comercial frente
al receptor mGluR1a.

En conclusion, podemos afirmar que los patrones detectados concuerdan
con las descripciones bibliograficas consultadas, donde se postula una
localizacion perisinaptica para los receptores mGluRla y mGluR5a, con una
patron de expresion conjunta en la capa CA3, y especifica del receptor mGluR5a
para la capa de células piramidales de la region CA1 (Shigemoto et al., 1993 y
Romano et al., 1995).

3.2.3. Estudio inmunocitoquimico de la corteza cerebral.

En la corteza cerebral, la tinciéon con el anticuerpo frente al receptor
GABABRL se caracterizé por un patron difuso de neuropilo, a lo largo de la
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corteza cerebral. Cabe apuntar la inmunoreactividad de poblaciones de células,
sobre todo en las capas V y VI, donde el contorno celular esta claramente
diferenciado.

En el caso del receptor mGIuR5a, se observo un patron de tincion difuso
de neuropilo en toda la regidn analizada, aunque, a diferencia del caso anterior, la
subpoblaciones de células que presentaban una mayor inmunoreactividad se
detectaron en las diferentes capas de la corteza cerebral. Estos datos confirman los
resultados descritos por Romano et al., (1995).

El patrén de tincion obtenido con el anticuerpo comercial frente al
receptor mGluR1a mostré la region de la corteza cerebral inmunorreactiva, sobre
todo en las primeras capas, pero con un patron de tincion difuso, propio de
neuropilo. A diferencia de los casos anteriores, los cuerpos celulares fueron
dificiles de distinguir de la trama (neuropilo), y, de hecho, sélo se distinguen por
presentar un patrén de tincidén somatico negativo (Fotuhi et al., 1993).

Los liquidos asciticos desarrollados frente a la region amino-terminal del
receptor mGluR1a dieron lugar a un patrén similar al descrito en el parrafo
anterior.

Cabe pues destacar que los liquidos asciticos frente al receptor mGIluR1a
dieron lugar a un patron de tincién propio de este receptor, y que la existencia de
reaccion cruzada con otros receptores hubiera generado un patrén de tincion
distinto, o mixto.

Conocidos estos resultados, se realizé un estudio inmunocitoquimico de
muestras procedentes de otras dos especies, en concreto de humano y macaco.
Como hemos comentado previamente, el alto grado de homologia que presenta el
receptor mGluR1a con sus homologos, y la especificidad de reconocimiento de
los liquidos asciticos, nos permitiria describir el patron de tincion en estas
especies.

3.2.4. Estudios inmunocitoquimicos de la corteza cerebral de macaco y
humano.

La region del cerebro analizada corresponde a la corteza cerebral, y para
llevar a cabo estos estudios se uso el liquido ascitico F10.

El estudio comparativo de las primeras capas de la corteza cerebral de

muestras de rata, humano y macaco, revelé un patron similar al descrito en el
apartado anterior.
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En los tres casos, se observo un patrdn de tincion difuso del neuropilo,
donde algunas células presentan el cuerpo celular inmunorreactivamente negativo,
aungue su contorno aparece débilmente tefiido, en contraste con el fondo.

Los resultados obtenidos, en este ensayo inmunocitoquimico, permiten
anticipar que la distribucion de la expresion del receptor mGIuR1, en las distintas
especies analizadas, es similar en la corteza cerebral, aunque debemos puntualizar
que estos estudios son incipientes. El analisis realizado se centra en regiones muy
concretas de dicha seccidn, no coincidentes entre las distintas especies estudiadas,
como la corteza del 16bulo temporal en humanos, o la corteza visual en macaco.
Por lo tanto, para hacer extensiva la conclusion mencionada, se requiere realizar
un estudio méas exhaustivo. Aun asi, no podemos dejar de volver a recalcar la
similitud de los resultados obtenidos en este estudio.

3.2.5. Valoracion de los ensayos inmunocitoquimicos.

Los estudios inmunocitoquimicos realizados en el S.N.C. de rata, con los
diferentes anticuerpos ensayados (antimGluR1a, antimGluR5a y GABABRL1), han
confirmado el patron de distribucion de estos receptores descrito por otros
autores. Lo maés interesante al respecto, y que queremos acentuar, es la alta
correlacién existente entre los resultados obtenidos con el anticuerpo comercial
frente al receptor mGluR1a y los liquidos asciticos ensayados. Este hecho permite
apoyar aun mas la idea de especificidad alcanzada por los anticuerpos que hemos
desarrollado. El estudio inmunocitoquimico comparativo del receptor mGluR1a y
los liquidos asciticos, con los receptores mGIluR5a y GABABRL, en las distintas
estructuras analizadas, presentan diferencias importantes en cuanto a su patrén de
expresion y aseguran la especificidad de reconocimiento de los liquidos asciticos.

En este caso debemos puntualizar también otro factor que amplia la
utilidad de los anticuerpos desarrollados. En el apartado de introduccion de este
texto, hemos indicado la existencia de diferentes subtipos del receptor mGIluR1
(mGIluR1a, mGIluR1b y mGIluR1c), que comparten la misma secuencia proteica,
exceptuando la region carboxi-terminal. El desarrollo de anticuerpos frente al
dominio amino-terminal no presenta, por tanto, un caracter especifico de subtipo.
Esta caracteristica los convierte en una herramienta muy Util, junto con la
utilizacién de otros especificos de subtipo, para estudiar las posibles variaciones
en la expresion y distribucion de los diferentes subtipos del receptor mGIuR1 a lo
largo del S.N.C.

Los diferentes subtipos del receptor mGIuR1 presentan diferencias
significativas funcionalmente, segln los distintos estudios realizados en sistemas
de expresién heterdlogos descritos en la bibliografia. Aunque presentan el mismo
perfil farmacoldgico, la respuesta desencadenada difiere en virtud del subtipo
analizado. Hasta la fecha queda por establecer la importancia fisiologica de este
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hecho. Ademas, no es descartable que haya diferencias en el patron de expresion
en funcién del subtipo.

Por ultimo, no debemos descartar la idea de que estos anticuerpos puedan
ser utilizados en estudios in vivo de la funcionalidad del receptor mGluR1a. La
capacidad de unién al dominio amino-terminal, donde se localiza el sitio de unién
a ligando, hace suponer que puedan tener una funcion especifica y analoga a
ligandos propios del receptor mGIuR1. Este hecho queda ain por determinar.
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1. La levadura Schizosaccharomyces pombe no es un sistema
apropiado para la expresion funcional del receptor metabotropico del SNC
de rata, mGluR1a. Los niveles de expresion del receptor fueron elevados y
su localizacion celular fue correcta, lo cual implica el reconocimiento, por
parte del sistema heterdlogo empleado, de las secuencias sefial que
determinan su localizacion. Aun asi, la incapacidad de unir ligando y
formar homodimeros sugieren que la falta de funcionalidad se debe a un
fallo conformacional del receptor en la levadura S. pombe.

2. Mediante la clonacion y modificacion de los genes sxa2™ y fus1™
se han desarrollado dos sistemas de deteccidn-cuantificacion, adecuados
para el estudio del proceso de apareamiento en la levadura S. pombe. Las
caracteristicas de ambos sistemas; reproducibilidad, facil manipulacién y
cuantificacion in vivo, facilitan la posible utilizacion de este sistema en
S. pombe.

3. La construccion de diferentes proteinas de fusion del receptor
Mam2p (receptor de feromonas en S. pombe) y la subunidad Gpalp (Ga
del proceso de apareamiento), o la subunidad Gow quimérica, y el empleo
del sistema de deteccion de la activacion de la ruta de feromonas, ha
permitido comprobar, que, a diferencia de lo que ocurre en la levadura S.
cerevisiae, en S. pombe la subunidad Go. quimérica impide la transmision
de la sefial de la feromona. En S. pombe, la subunidad Ga. es el regulador
positivo de dicha ruta, mientras que en S. cerevisiae es el complejo Gy,
por lo que la modificacion de la subunidad Gpalp podria alterar su
interaccion con proteinas posteriores de la ruta.

4. Los estudios de expresion y de union a ligando del receptor
metabotropico mGIuR1a, en la linea celular 45.EM18, ponen de manifiesto
la utilidad de dicho sistema para el estudio funcional de dicho receptor.
Aungue el estudio realizado es preliminar, los resultados de expresion y
unién a ligando indican su idoneidad. Por lo tanto, en esta tesis, se ha
puesto a punto un segundo sistema de expresion heteréloga del receptor
mGIuR1a en lineas celulares de origen humano.

5. La caracterizacion de los anticuerpos desarrollados frente al
fragmento amino-terminal del receptor mGluR1a, por técnicas de
inmunodeteccién indirecta, ha puesto de manifiesto el reconocimiento
especifico del receptor mGluR1a por los liquidos asciticos F3, F6 y F10.
El estudio comparativo de estos liquidos asciticos, en muestras de corteza
cerebral de rata, macaco y humano, puso de manifiesto la obtencion de un
patrén inmunocitoquimico similar en los tres sistemas.
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