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RESUMEN

El transporte intracelular de proteinas es una actividad esencial para las células
eucariotas. La via secretora ejecuta el transporte de proteinas hacia el exterior celular y
participa en el transporte de proteinas y lipidos entre los diferentes compartimentos de
membrana que integran la via. La coordinacién de las distintas etapas de transporte entre
los compartimentos intracelulares es necesaria para permitir el flujo de membranas vy

mantener el tamario de las organelas y la homeostasis celular.

Las proteinas que son transportadas a través de la via secretora son traslocadas al
Reticulo Endoplasmico (RE) y, posteriormente, son reclutadas a regiones especializadas del
mismo, denominadas sitios de salida del RE (ERES - “ER Exite Sites”). En estos sitios, el
complejo proteico de cubierta tipo Il (COPII) es el responsable de concentrar y seleccionar el
material a ser exportado, y también participa en la deformacién de la membrana necesaria
para la generacion de intermediarios de transporte. Luego, en la interfase de los ERES y el
compartimiento intermedio entre RE y Golgi (ERGIC o VTCs) se produce el intercambio de
COPII por el complejo de cubierta tipo | (COPI), que permite el transporte hacia el complejo
de Golgi (anterégrado) o de vuelta al RE (retrégrado). La GTPasa Rab1 es primordial para
el transporte anterégrado de proteinas y lipidos desde el Reticulo Endoplasmico (RE) al
complejo de Golgi, donde interacciona con multiples efectores que integran la via secretora.
Rab1b participa en el reclutamiento del complejo COPI y la consiguiente maduracién de los
VTCs. En este trabajo se demostrd que Rablb interacciona con los componentes de COPII
Sec23, Sec24 y Sec31, y que la inhibicién de Rablb modifica el fenotipo de COPIIl. Ademas,
se observd que Rab1b modula la dindmica de asociacién/disociacion de COPIl a membranas
en la interfase de los ERES. Nuestros resultados sugieren que Rablb es un regulador clave

de la funcién y dinamica de asociacion/disociacion de COPII.




Lasviasdetransporteintracelularde membranassonubicuas, peroestandiferencialmente
desarrolladas en los diversos tejidos dependiendo de su funcidn. Los érganos secretores
deben adaptarse a la necesidad creciente de secrecidén de proteinas que ocurre durante el
desarrollo, diferenciacién, o cambio de las condiciones fisioldgicas. Si bien la maquinaria
de transporte que participa en la via secretora ha sido ampliamente descripta, poco se
conoce sobre la regulacion de la capacidad secretora en células especializadas. Empleando
como modelo secretor y respondedor a un estimulo especifico la linea celular derivada
de tiroides de rata Fischer, FRTL-5, se demostré que el estimulo con TSH promueve el
incremento de los niveles de factores de transporte y del volumen del Golgi. Estos cambios
ocurren de manera simultdnea con la produccidn de proteinas importantes en la funcién
tiroidea (cargo), sugiriendo que el incremento resultante en la maquinaria de transporte
no es consecuencia del incremento de cargo. Ademds, se encontrd que gran cantidad de
factores de transporte poseen en su region regulatoria un motivo altamente enriquecido,
el cual presenta alta homologia con la secuencia descripta para el elemento respondedor
a AMPc (CRE). Concordantemente, los cambios observados en los factores de transporte
son mediados por la via de la adenilato ciclasa/AMPc. Finalmente se observé que TSH
induce la activacion y el incremento de los niveles del factor de transcripcién CREB3L1,
quien promueve el incremento del volumen del complejo de Golgi, incluso en células no
estimuladas. En conjunto estos datos indican que, se desencadena una respuesta celular
global que le permite a la célula adaptarse al incremento de cargo, sugiriendo que vias
de sefialamiento comunes modulan la produccidn de genes especificos de tiroides y de la

maquinaria de transporte.
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INTR.

Las células eucariotas se caracterizan por poseer un complejo nivel de organizacidn celular
ya que poseen un alto grado de compartimentacién. Estas células presentan una membrana
que las aisla del medio exterior, denominada membrana plasmatica, y ademds contienen un
sistema intracelular dindmico de membranas, conocido como sistema de endomembranas,
a través del cual organizan espacialmente sus numerosas y diversas funciones. Dicho
sistema estd compuesto por multiples estructuras membranosas (organelas), las cuales son
funcional y estructuralmente distintas y llevan a cabo sus funciones especificas mediante
una gran variedad de proteinas y moléculas caracteristicas (Rothman, 1994; Elias, 2010).
Las principales organelas que integran el sistema de endomembranas son: el Reticulo
Endoplasmico (RE), el complejo de Golgi y los lisosomas (Fig. 1); las cuales estan rodeadas
por numerosas vesiculas encargadas de comunicar las distintas estructuras (Schatz, 1998;
Alberts et al., 2013). El RE constituye una extension de la membrana nuclear y consiste
en un sistema de sacos y tubos interconectados que se extiende por toda la célula.
Estd compuesto por el RE liso (REL) y el RE rugoso (RER), los cuales estan involucrados

principalmente en la sintesis de lipidos y proteinas, respectivamente. El RE es el principal

Endosoma

Mitocondria Lisosoma

Complejo
de Golgi

Citosol
Peroxisoma

Reticulo
endoplasmico

Ribosomas
libres

Nucleo

Membrana
plasmatica

Figura 1. Principales compartimientos de membrana que integran la célula eucariota. Estos
compartimientos son funcional y estructuralmente distintos entre si, y estdn separados del
citosol por al menos una membrana selectiva y permeable. Adaptado de Alberts et al., 2013.
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sitio de sintesis de nuevas membranas en la célula. El complejo de Golgi esta formado por
un conjunto de cisternas aplanadas, una red de estructuras tubulo-vesiculares y pequefias
vesiculas asociadas. Su funcién principal es la modificacion postraduccional y el transporte
de proteinas hacia sus correctas ubicaciones dentro de la célula o hacia el exterior celular.
Ademas, participa en el transporte de lipidos. Los lisosomas son vesiculas formadas a partir
del complejo de Golgi que poseen enzimas digestivas y se encargan de la degradacion de
viejas organelas y de macromoléculas y particulas introducidas a la célula por endocitosis.
En su camino a los lisosomas, el material endocitado debe pasar primero por una serie de
compartimentos denominados endosomas, quienes seleccionan las moléculas y reciclan
algunas de ellas de vuelta a la membrana plasmatica. Las vesiculas constituyen pequefias
unidades de transporte delimitadas que transfieren una gran variedad de moléculas entre

distintos compartimientos (Alberts et al., 2013).

Una de las funciones primordiales del sistema de endomembranas es proporcionar
un sofisticado mecanismo de transporte por el cual gran parte de las moléculas que se
expresan en células de mamifero alcanzan correctamente sus ubicaciones intracelulares o
extracelulares (Barlowe y Miller, 2013). El transporte de membranas no sdélo es responsable
de mediar la secrecidn de una gran cantidad de proteinas (denominadas proteinas cargo),
tales como hormonas, factores de crecimiento, anticuerpos y enzimas, entre otras, sino
también esresponsable de controlarlaformaycomposicion molecular de cada organela. Para
llevar a cabo esta enorme tarea, las organelas que integran el sistema de endomembranas
intercambian constantemente sus membranas y proteinas de manera secuencialmente
organizada y requieren de mecanismos moleculares subyacentes en el que participan mas
de 2000 proteinas (Rothman y Wieland, 1996; Barlowe y Miller, 2013). La coordinacién de
las distintas etapas de transporte entre los compartimentos intracelulares es necesaria para
permitir el flujo de membranas y mantener el tamaino de las organelas y la homeostasis

celular (Farhan y Rabouille, 2011).

En su mayoria, las proteinas son sintetizadas en ribosomas libres en el citosol o asociados
al RE y luego deben trasladarse especificamente a sus ubicaciones correctas, asi, algunas
proteinas son destinadas a formar parte de las organelas celulares o del citosol, mientras
gue otras se dirigen a la membrana plasmatica o incluso al exterior celular. Su localizacién
final requiere de sefiales especificas contenidas en su secuencia de aminodcidos, que

dirigen su transporte hacia el RE, el nucleo, u otros destinos en la célula o fuera de ella.

Transporte vesicular o de membranas

Eltransporte vesicular ode membranas comprende el transporte mediado por estructuras

delimitadas por membranas (vesiculas y/o tubulos) que emergen de un compartimiento
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(dador) y se fusionan con otro (receptor), llevando consigo proteinas transmembrana y
moléculas solubles llamadas cargo (Barlowe y Miller, 2013). Es un proceso altamente
regulado, en el cual pueden distinguirse dos vias principales: la via secretora y la via
endocitica/lisosomal (Fig. 2; Park y Lee, 1994; Rothman, 1994). La primera comprende la
salida de proteinas recientemente sintetizadas desde el RE al complejo de Golgi y luego
a la membrana plasmatica, para ser secretadas al espacio extracelular. También, ciertas
proteinas utilizan esta via para trasladarse a sus ubicaciones correctas dentro de la célula
(Fig. 2). La segunda via comprende los intermediarios que provienen de la membrana
plasmatica hacia el interior celular (lisosomas, endosomas, fagosomas, etc.), proceso
denominado endocitosis (Fig. 2), cuya funcién abarca degradacién, sefialamiento, reciclado
activo, etc. En ambas vias, el flujo general de membranas entre cada compartimiento se
encuentra balanceado por un flujo de intermediarios de transporte en la direccion opuesta.
Cada intermediario de transporte que emerge de un compartimiento debe ser altamente
selectivo, es decir, sélo debe transportar las proteinas apropiadas y debe fusionarse con el
compartimiento adecuado. Si bien las vias secretora y endocitica son las mds importantes,
existen vias alternativas que también permiten el transporte de proteinasy lipidos (Barlowe

y Miller, 2013; Scott et al., 2014; Wandinger-Ness y Zerial, 2014).
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Figura 2. Transporte vesicular o de membranas. Los compartimentos de membrana que
integran la célula se comunican entre si por medio de vesiculas de transporte. El transporte
vesicular es un proceso altamente regulado, donde pueden distinguirse dos vias muy
importantes: la via secretora (flechas rosas) y la via endocitica/lisosomal (flechas verdes).

Adaptado de Alberts et al., 2013.
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Debido a que el presente trabajo se encuentra enfocado en los mecanismos que regulan
y brindan especificidad al transporte de proteinas en la via secretora, a continuacién se

describen detalladamente las etapas que conforman esta via.

Via secretora de proteinas

Aproximadamente un tercio del material codificado por los genomas eucariotas es
transportado a través de la via secretora (Dancourt y Barlowe, 2010; Suh y Hutter, 2012).
Esta via comprende el transporte de proteinas recientemente sintetizadas, carbohidratos y
lipidos desde el RE al complejo de Golgi, para luego alcanzar sus ubicaciones correctas, ya sea
como componentes de lamembrana plasmatica, de los compartimientos de endomembrana
o secretados en el espacio extracelular. Durante la progresién de esta via las proteinas
sobrellevan una serie de modificaciones post-traduccionales tales como plegamiento,
glicosilacién, formacién de puentes di-sulfuro, hidroxilacidon de residuos prolina, sulfataciéon
de tirosinas, etc., esenciales para su posterior actividad bioldgica. Ademas de la correcta
modificacién de las proteinas, el desafio mds grande al que se enfrenta la via secretora es el

de asegurar que el material adecuado se entregue al destino subcelular correcto.

La via secretora estd constituida por organelas estructuralmente distintas, e
intermediarios que participan en el intercambio secuencial de proteinas cargo a través
de las mismas facilitando asi el transporte entre ellas. Entre los compartimientos que
integran la via secretora se encuentran: RE, los sitios de salida del RE (ERES - “ER exit
sites”), el compartimento intermedio entre el RE y el Golgi (ERGIC - “ER-Golgi intermediate
compartment”) o conglomerado de vesiculas y tubulos (VTCs - “vesicular tubular clusters”),
el complejo de Golgi y la red del trans-Golgi (TGN; Fig. 3). Los endosomas se consideran
compartimientos de esta via debido a que participan en el transporte de proteinas cargo en

algunos tipos celulares (Ang y Folsch, 2012).

Dentro de esta via se distinguen cuatro etapas principales: 1) translocacién al RE/Control
de calidad, 2) transporte RE-Golgi, 3) transporte a través del Golgi y 4) transporte desde el

Golgi hacia la membrana plasmatica. A continuacién se describen dichas etapas.
1) Translocacidn al Reticulo Endoplasmico y control de calidad

Las proteinas que son transportadas a través de la via secretoria entran al RE v,
posteriormente, se trasladan por intermediarios de transporte a través de los diferentes
compartimentos que integran la via hasta alcanzar su destino final (Mandon et al., 2013).
La mayoria de las proteinas entra a la via secretora por un mecanismo denominado
translocacién co-traduccional (Ng y Walter, 1994; Walter y Johnson, 1994; Nyathi et al.,

2013). Estas proteinas contienen sefiales comunes —un fragmento N-terminal hidrofébico de
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Figura 3. Via secretora de proteinas. Representacion esquemdtica de los distintos
compartimientos que integran la via secretora, donde se indica con flechas el intercambio
de material entre los mismos. Ademds, se muestran las distintas proteinas de cubierta que
participan en la via: COPIIl, COPI y Clatrina. Adaptado de Kienzle y von Blume, 2014.

aproximadamente 20 aminoacidos (von Heijne, 1983) o el primer dominio transmembrana
de una proteina transmembrana (Friedlander y Blobel, 1985) —en su secuencia que
las dirigen al RE diferenciandolas de las proteinas citosdlicas o de aquellas destinadas a
mitocondrias y al nucleo (Blobel y Dobberstein, 1975). Dicha sefal es reconocida por el
complejo SRP (“Signal Recognition Particle”), lo cual ocurre al comienzo de la traduccion y
promueve la asociacion del ribosoma con las membranas del RE. Las proteinas integrales
de membrana son insertadas en las membranas del RE, mientras que las proteinas solubles

son translocadas directamente al lumen del mismo (Wild et al., 2004).

En el lumen del RE existen numerosas enzimas encargadas de realizar modificaciones
a las proteinas que deben ser exportadas, catalizando principalmente la formacién de
enlaces disulfuros y el agregado de carbohidratos (Varki, 1998). Ademas estdn presentes

otras enzimas/chaperonas, tales como Calreticulina y Calnexina, las cuales promueven el
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correcto plegamiento y ensamble de las distintas subunidades proteicas (Williams, 2006).
Una vez plegadas y ensambladas, las proteinas son sometidas a un control de calidad que
previene la acumulacién y el transporte de proteinas defectuosas. En células de mamiferos
se describieron dos sistemas principales, ellos son el sistema de respuesta a proteinas
mal plegadas, UPR (“Unfolded Protein Response”), y el sistema de degradacién asociado
al RE, ERAD (“ER-Associated Degradation”; Friedlander et al., 2000; Travers et al., 2000).
Estos sistemas detectan proteinas agregadas y las translocan nuevamente al citosol para su

posterior degradadacion.
2) Transporte entre Reticulo Endoplasmico y complejo de Golgi

Una vez que las proteinas pasan el control de calidad del RE, son reclutadas a regiones
especificas del RE libres de ribosomas: ERES. En estos sitios, el complejo proteico de cubierta
tipo Il (COPII) es el responsable de concentrar y seleccionar el material a ser exportado
y también participa en la deformacién de la membrana necesaria para la generacion de
intermediarios de transporte (vesiculas y/o tubulos) a partir de las membranas del RE
(Fig. 3 y 4; Bonifacino y Lippincott-Schwartz 2003). Posteriormente, los intermediarios de
transporte con cubierta COPII se fusionan a un sub-compartimento denominado ERGIC
o VTCs (Bonifacino y Lippincott-Schwartz 2003; Brandizzi y Barlowe, 2013), donde se
selecciona el cargo que debe continuar su camino hacia el Golgi y el que debe volver al RE.
En la interfase de los ERES y el ERGIC se produce el intercambio de COPII por el complejo
de cubierta tipo | (COPI; Fig. 3 y 5). La adquisicién de la cubierta COPI permite, por un lado,
el transporte vesicular desde el ERGIC hacia el complejo de Golgi (transporte anterégrado)
y, por otro lado, el transporte de moléculas residentes del RE que deben ser recicladas al
mismo desde el ERGIC o el Golgi (transporte retrogrado; Scales et al., 1997; Bonifacino y
Glick, 2004; Cottam y Ungar, 2012).

3) Transporte a través del complejo de Golgi

El complejo de Golgi se localiza en la zona proxima al centro organizador de microtubulos
y la envoltura nuclear. Esta constituido por un conjunto de cisternas aplanadas (entre 3
y 8, dependiendo del tipo celular), una red de estructuras tubulo-vesiculares y pequenas
vesiculas asociadas. Las cisternas, clasificadas en cis, medial y trans, poseen diferencias
en su composicién proteica, conteniendo enzimas necesarias para la modificaciéon post-
traduccional de las proteinas cargo que por alli transitan (Altan-Bonnet et al., 2004). Luego
de la fusidn de los intermediarios de transporte provenientes del ERGIC con las membranas
cis del Golgi, previa disociacién de la cubierta COPI, el cargo es transportado a través de
las cisternas del Golgi por un modelo que aln se encuentra en discusién: una poblacion
de vesiculas recubiertas con COPI mediaria el transporte rdpido del cargo entre cisternas,

una segunda poblacion de vesiculas COPI mediaria el reciclado de material hacia el RE y
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las moléculas de gran tamafio serian transportadas con las cisternas, a medida que estas
maduran, en un mecanismo independiente de la accién de vesiculas COPI (Mironov et al.,
2005; Patterson et al., 2008). Finalmente, el cargo es exportado por una red tubulo-vesicular

conocida como TGN (Mironov et al., 2005).
4) Transporte desde el Golgi hacia la membrana plasmatica

En el TGN las proteinas cargo son clasificadas y, posteriormente, empaquetadas en
distintos tipos de vesiculas, algunas de ellas recubiertas por el complejo de cubierta Clatrina,
que permite que las proteinas sean transportadas hasta su destino final (Fig. 3; Mellman y
Simons, 1992; Rodriguez-Boulan y Musch, 2005).

Factores que regulan el transporte de membranas en la via secretora

En general, las etapas del transporte intracelular de membranas en la via secretora
incluyen la formacion de un intermediario de transporte a partir de una membrana dadora,
su movilizacién y posterior fusidon con una membrana receptora. Existen una gran cantidad
de factores que controlan estas etapas, entre ellos se encuentran: 1) Proteinas de cubierta;
2) Factores de reconocimiento/anclaje; 3) Factores de fusion; 4) Proteinas G con actividad
GTPasa (Rabs, Arfs, etc).

1) Proteinas de cubierta

El transporte intracelular entre los compartimentos que integran la via secretora
comprende la formacién de vesiculas o intermediarios de transporte iniciada por proteinas
citoplasmaticas que son reclutadas sobre las membranas y participan en procesos de
seleccidny concentracién de material cargoy en la deformacién (curvatura) de la membrana
(Lee y Miller, 2007; Sato y Nakano, 2007). Se han caracterizado distintas proteinas de
cubierta que se encuentran evolutivamente conservadas en las células eucariotas, desde
levaduras a mamiferos, siendo las principales el complejo COPII, COPI y Clatrina. Estas
cubiertas difieren en su composicidn y en su lugar de accion (Fig. 3), no obstante comparten
determinadas caracteristicas. Todas son reclutadas a la membrana por pequefias proteinas
G con actividad GTPasa, ademas, todas ellas se disocian, por un mecanismo dependiente
de la hidrdlisis de GTP, previo al reconocimiento y fusién con el compartimiento adecuado
(Rothman, 1996; Schekman y Orci, 1996). A continuacion se describen detalladamente las
caracteristicas mas importantes de las proteinas de cubierta que participan en la primera
etapa de la via secretora (transporte entre el RE y el complejo de Golgi), ya que nuestro

interés estd enfocado en los factores y mecanismos que regulan dicha etapa.
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Proteinas de cubierta COPII

Las proteinas de cubierta COPIl son elementales para la exportacidn de proteinas desde
el RE, ya que son las encargadas de la seleccion, concentracién y empaquetado del cargo
a través de un proceso que involucra la deformacién de la membrana y la consecuente
formacion de vesiculas de transporte (Barlowe et al., 1994; Bonifacino y Glick, 2004). La

concentracién de COPII en sitios especializados del RE define los ERES.

El complejo COPII estd compuesto por la pequefia GTPasa Sarl y los complejos hetero-
diméricos Sec23/Sec24 y Sec13/Sec31 (Fig. 4; Barlowe et al., 1994; Matsuoka et al., 1998),
los cuales son reclutados secuencialmente desde el citosol a las membranas de los ERES
mediante la participacion de otras proteinas (Matsuoka et al., 1998). La formacion de la
cubierta COPIl comprende varias etapas. Primero Sec12, una proteina transmembrana del
RE que actiia como el factor intercambiador de nucleétidos Guanina (GEF) de Sarl, recluta
a la GTPasa Sarl a los ERES y la activa catalizando el intercambio GDP/GTP (Barlowe et al.,
1993). Luego, Sar1-GTP recluta el complejo adaptador Sec23/Sec24 a los dominios de salida

del RE. Sec24 es una proteina adaptadora que captura el cargo que debe ser transportado

Sec31
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Figura 4. Formacion de la cubierta COPII. El ensamblaje de la cubierta COPIl en las membranas
delos ERES implica la accion coordinada de una serie de componentes. Sec16 es necesaria para
el ensamblaje y estabilizacion de COPII. Sar1-GDP es reclutada a las membranas mediante su
GEF, Sec12, que intercambia GDP por GTP, activando asi a Sarl. Sar1-GTP recluta a su vez al
complejo Sec23/Sec24 y luego al complejo Sec13/Sec31 para crear la cubierta y estabilizarla.
El ciclo GTPasa de Sarl (recuadro negro) es controlado por la GEF Sec12 y la proteina Sec23,
que tiene actividad GAP sobre Sarl. Adaptado de Miller y Barlowe, 2010.
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en la vesicula naciente (Kuehn et al., 1998; Miller et al., 2002; Mossessova et al., 2003),
mientras que Sec23 es una proteina activadora de GTPasa (GAP) que estimula la actividad
enzimatica de Sarl (Yoshihisa et al., 1993). Una vez concluida esta etapa, el complejo
recluta al hetero-dimero Sec13/Sec31, el cual forma una capa externa que estabiliza al
complejo. La interaccién secuencial entre las diferentes subunidades de COPII da lugar a
la polimerizacion de la cubierta, promoviendo la curvatura de las membranas del RE y Ia
progresion del cargo en la via secretora. Finalmente, la hidrélisis de GTP en Sarl promueve

la disociacion de la cubierta.

En los ultimos afios se ha descripto que la biogénesis, el mantenimiento y la regulacion
de los ERES y su habilidad para la formacidn de la cubierta COPIl depende de la proteina
Sec16 (Connerly et al., 2005; Watson et al., 2006; Hughes et al., 2009) ya que establece una
plataforma en los ERES que recluta y estabiliza a COPII a través de multiples interacciones

con todas las subunidades de la cubierta (Fig. 4; Hughes et al., 2009; Barlowe y Miller, 2013).
Proteinas de cubierta COPI

El complejo COPI posee multiples sitios de accién en diferentes etapas de la via
secretoria, incluyendo el transporte anterdgrado y retrégrado en la interfase RE-Golgi
mediante intermediarios que se originan en los VTCs y el transporte a través del Golgi
(anterdgrado y retrégrado; Beck et al., 2009). Ademas, las vesiculas COPI estan involucradas

en el mantenimiento estructural y funcional del complejo de Golgi (Bethune et al., 2006).

La cubierta COPlI estd formada por siete subunidades proteicas (coatdomeros),
denominadasa, 3, %', y, 6, €, -COP y la proteina con actividad GTPasa Arf1 (“ADP ribosylation
factor 1”; Malhotra et al., 1989; Waters et al., 1991). El complejo heptamérico se encuentra
total o parcialmente ensamblado en el citosol y se une a membranas cuando es reclutado
por Arfl (Hara-Kuge et al., 1994; Yu et al., 2012), lo que origina la deformacién y gemacidn
de la membrana (Orci et al., 1993; Zhao et al., 1997). Para que esto ocurra es necesaria la
activacion de la GTPasa Arfl, promovida por el intercambio de GDP/ GTP (Donaldson et
al.,, 1992; Helms y Rothman, 1992), mediado por diferentes proteinas GEF dependiendo
de la etapa de transporte en la cual el proceso esté ocurriendo. Finalmente, una proteina
GAP especifica induce la hidrdlisis de GTP unido a Arfl, promoviendo la disociacién de la
cubierta (Fig. 5; Lee et al., 2004; Luo y Randazzo, 2008; Szul y Sztul, 2011; Shiba y Randazzo,
2012). Se han caracterizado una gran variedad de GEFs y GAPs para Arfl a lo largo de las
distintas etapas del transporte (D’Souza-Schorey y Chavrier, 2006). Particularmente, en la
interfase RE-Golgi el GEF de Arfl es GBF1 (factor especifico de Golgi resistente a Brefeldin
A (BFA) 1) y la GAP es ArfGAP1, las cuales se localiza en las membranas del ERGIC y del cis-
Golgi, promoviendo la progresion de los intermediarios de transporte provenientes del RE
(Kawamoto et al., 2002; Garcia-Mata et al, 2003).
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Figura 5. Formacion de la cubierta COPI. La cubierta COPI estd compuesta por la GTPasa
Arfl y un complejo proteico de 7 subunidades que se encuentra previamente ensamblado
en el citosol (a-, 8-, 8’-, y-, 6-, e- y {-COP). Arf1 se activa por la accion de GBF1, y se asocia
a membrana. Asi, Arf1-GTP promueve el reclutamiento del complejo COPI y la formacion de
vesiculas desde el ERGIC, que poseen distintas proteinas segun su destino. El ciclo GTPasa de
Arf1 (recuadro negro) es controlado por la GEF GBF1 y la GAP ArfGAP1, que son especificas
de la interfase RE-Golgi. Adaptado de Barlowe y Miller, 2013.

2) Factores de reconocimiento/anclaje

A medida que ocurre el transporte de membranas, los intermediarios deben ser
direccionados, acercados y unidos a la membrana receptora antes de su fusion (Jackson et
al., 2012). El enlace o primer contacto del intermediario de transporte con la membrana
de destino se encuentra mediado por los factores de reconocimiento y anclaje (Sztul y
Lupashin, 2009). Estos son proteinas o complejos de proteinas que se encuentran tanto
en las membranas de los intermediarios de transporte como en las membranas del
compartimiento receptor. El reconocimiento especifico del factor de anclaje de una vesicula
por el de una membrana receptora lleva al acercamiento de ambas estructuras, permitiendo

la accién de factores involucrados en procesos de fusion (Fig. 6).

Los principales factores de reconocimiento/anclaje que participan en la primera etapa de

la via secretora son las proteinas p115, GM130 y Giantina (Nakamura et al., 1995; Seemann
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et al., 2000). Estas proteinas forman parte del Golgi, siendo p115 y GM130 proteinas de la
matriz del Golgiy Giantina, transmembrana, y son encargadas del mantenimiento estructural
de dicha organela. p115 puede interaccionar tanto con GM130 como con Giantina. p115
se asocia a las membranas de vesiculas o intermediarios de transporte derivados del
compartimiento intermedio, mediante la interaccion con la GTPasa Rablb (Allan et al.,
2000; Guo y Linstedt, 2014), mientras que GM130y Giantina se limitan a las membranas del
Golgi. La interaccidon de p115 con GM130y Giantina promueve el acercamiento de vesiculas
COPIl o COPI con las membranas del cis-Golgi (Allan et al., 2000; Whyte y Munro, 2002; Guo
et al., 2008). Este proceso brinda especificidad a la unién de la vesicula con la membrana
receptora y promueve su fusion, ya que p115 también posee la capacidad de modular la
funcidn de proteinas SNAREs (Sonnichsen et al., 1998; Linstedt et al., 2000; Hong, 2005;
Diao et al., 2008). Otros factores de reconocimiento y anclaje que estan presentes en el
Golgi se encuentran en el TGN y median el reconocimiento especifico de intermediarios de
transporte provenientes de la via endocitica/reciclado con el complejo de Golgi. Entre ellos

se puede destacar la proteina Golgin97 (Lu et al., 2004).

__Receptor

"™\, _ Proteina cargo

v-SNARE

Rab”~ QCONOCIMIENTO

Proteina de
reconocimiento/
anclaje

CITOSOL

7 i

Membrana receptora t-SNARE

Figura 6. Reconocimiento y fusion de membranas. Proteinas presentes en los intermediarios
de transporte, conocidas como factores de reconocimiento o anclaje, reconocen
especificamente a aquellas que se encuentran en la membrana receptora. Esta interaccion
permite a las vesiculas aproximarse y unirse especificamente a sus membranas blanco
apropiadas. Luego del acercamiento, la accion de factores de fusion promueve la fusion de
las membranas en cuestion. Adaptado de Alberts et al., 2013.
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3) Factores de fusion

Luegodelreconocimiento entre elintermediario de transportey el compartimiento receptor
mediado por los factores de anclaje se lleva a cabo el proceso de fusién de membranas, que
permite la progresidn del cargo en la via secretoria. En esta etapa participan un gran nimero
de factores, entre ellos los mds importantes son las proteinas integrales de membrana SNARES
(“Soluble NSF (N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein) Association Protein Receptor”),
gue se encuentran tanto en las membranas de las vesiculas o intermediarios de transporte
(denominados v-SNARES, por vesiculas) como en las membranas del compartimiento
receptor (denominados t-SNARES, por “target” — blanco; Bonifacino y Glick, 2004). Una vez
que la vesicula y la membrana receptora se encuentran lo suficientemente cercanas, por
accion de los factores de anclaje, los dominios N-terminales expuestos al citosol de v-SNARES
y t-SNARES interaccionan. Esta interaccién promueve el entrelazamiento de ambas proteinas

y el acercamiento y fusién de ambos compartimientos (Fig. 6).
4) Proteinas G con actividad GTPasa

La superfamilia de pequeiias proteinas G con actividad GTPasa, conocida también
como RAS GTPasas, comprende un gran nimero de proteinas involucradas en diversas
funciones celulares tales como divisién celular, diferenciacidn, transporte vesicular, control
del citoesqueleto, sefalizacién intracelular, etc (Goitre et al., 2014). Todas responden a un
mecanismo general de accion basado en su capacidad de ciclar de una forma unida a GDP,
inactiva, a una forma unida a GTP, activa, desde el citosol a las membranas. El intercambio
de GDP por GTP es mediado por proteinas GEFs y la hidrélisis de GTP es promovida por
la accion de proteinas GAPs, que estimulan su actividad hidrolasa intrinseca (Bos et al.,
2007). De acuerdo a su estructura, secuencia y funcion, los miembros de esta superfamilia
se clasifican en sub familias, siendo las mas estudiadas las GTPasas Ras, Rho, Rab, Rac, Arf
y Ran. De todas ellas, las GTPasas Arf y Rab poseen un rol fundamental en la regulacion
del transporte intracelular de proteinas ya que regulan una gran variedad de procesos
incluyendo la formacion de vesiculas y su desplazamiento a lo largo de elementos del
citoesqueleto, uniony fusion de intermediarios de transporte con sus membrana receptoras
mediante el reclutamiento de efectores especificos, entre otros (Balch, 1990; Goud et al.,
1990; Donaldson et al., 1992; Schwaninger et al., 1992; Brown et al., 1993; de Leeuw et al.,
1998; Der y Balch, 2000; Pfeffer, 2001; Bhuin y Roy, 2014).

En células eucariotas, las Arf GTPasas poseen un rol central en el transporte intracelular
de lipidos y enzimas. La activacién de las Arfs lleva al reclutamiento de proteinas de cubierta
y de enzimas modificadoras de lipidos que a su vez regulan el reclutamiento de cargo y la
deformacién de las membranas asociadas a una etapa de transporte determinada (Nie et

al., 2003). Particularmente, en la primera etapa de la via secretora se destaca a Arfl, cuya
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funcidén radica en el reclutamiento del complejo de cubierta COPI, evento que se describio

anteriormente.

Por otro lado, las Rab GTPasas comprenden una de las mayores sub familias de proteinas
G en células eucariotas. Debido a que parte del presente trabajo se encuentra enfocado en

el estudio de la GTPasa Rab1, la descripcién de esta familia se realizara mas detalladamente.
Rabs GTPasas

Un grupo fundamental de proteinas que participa y coordina las diferentes etapas de
la via secretora mediante numerosos mecanismos moleculares que aseguran la eficiencia
del transporte es el integrado por la familia de las Rabs GTPasas. En células humanas se
han caracterizado mas de 60 Rabs, cada una de las cuales exhibe un patrén de localizacion
subcelular distinto (Fig. 7; Zerial y McBride, 2001; Pfeffer y Aivazian, 2004) y participan
especificamente en diferentes etapas de las vias endocitica/lisosomal y exocitica

interaccionando con una gran variedad de proteinas denominadas efectores. Si bien la
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Figura 7. Localizacion subcelular de las Rab GTPasas. Representacion esquemdtica de
algunas de las proteinas pertenecientes a esta familia (en mamiferos se han descripto mds
de 60), las cuales regulan distintas vias y etapas del transporte vesicular. Particularmente la
ptoteina Rab1 se localiza en la interfase RE-Golgi. VC: Vesiculas de transporte constitutivo.
VR: Vesicula de transporte regulado. Adaptado de Biocarta (http://www.biocarta.com/
pathfiles/h_rabpathway.asp).
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mayoria de las proteinas Rab son de expresidon ubicua, algunas se expresan especificamente
en un determinado tejido, como por ejemplo Rab3A que se expresa fundamentalmente
en cerebro (Gurkan et al., 2005). Las Rabs GTPasas son fundamentales para el correcto
funcionamiento de las organelas conectadas por transporte vesicular dado que controlan la
fidelidad de la fusién de las vesiculas con la membrana receptora. La especificidad de unidn
de una proteina Rab a una membrana determinada esta dada por un conjunto de factores
entre los cuales se encuentran: las secuencias de sus dominios C-terminales; los factores
GEFs y GAPs; y sus distintas proteinas efectoras (Collins, 2003; Pfeffer y Aivazian, 2004;
Seabra y Wasmeier, 2004; Mizuno-Yamasaki et al., 2012).

Rab1b en la interfase RE-Golgi

Particularmente, la GTPasa Rab1 es esencial para la coordinacién de la primera etapa de
la via secretoria, regulando el transporte y fusion de membranas en la interfase RE-Golgi
(Fig. 7; Schwaninger et al., 1992; Alvarez C, 2003; Monetta P, 2007). Hasta el momento se
han caracterizado dos isoformas de Rabl, Rabla y Rablb (Touchot et al., 1987). Ambas
regulan el transporte de proteinas en la interfase RE-Golgi (Schwaninger et al., 1992).
Si bien se ha demostrado que sus funciones podrian ser intercambiables (Nuoffer et al.,
1994), ya que poseen un 92% de homologia en sus secuencias de aminoacidos (Touchot et
al., 1987), recientemente se describié que Rabla, y no Rablb, también participa en la via
endocitica regulando la seleccidn de multiples proteinas cargo en endosomas tempranos
(Mukhopadhyay et al., 2014).

Se han identificado un gran nimero de efectores de Rab1, entre los cuales se destacan
p115 (Allan et al., 2000), GM130 (Moyer et al., 2001; Weide et al., 2001), Golgin84 (Satoh
et al., 2003), MICAL-1 (Weide et al., 2003), Iporin (Bayer et al., 2005) y Giantina (Beard et
al., 2005). p115, GM130y Giantina son proteinas involucradas en etapas de reconocimiento
y fusién de membranas entre RE y Golgi. p115 se encuentra asociada a las membranas de
los intermediarios de transporte, GM130 se asocia mediante su interaccién con GRASP65
a las membranas del cis-Golgi. Giantina, es una proteina transmembrana de Golgi. Se ha
propuesto que la interaccidon de Rabl con estas proteinas podria tener muchas funciones,
por un lado Rabl con p115 seria la responsable de la unién de p115 a las membranas de los
intermediarios de transporte con cubierta COPII, programandolos asi para la fusién con las
membranas del cis-Golgi (Allan et al., 2000). Ademas, se ha propuesto que la unién de Rab1
a estas tres proteinas generaria cambios conformacionales que favorecerian la interaccién
de sus extremos C-terminales, promoviendo asi el proceso de fusiéon heterotipica entre
vesiculas y la membrana receptora (Beard et al., 2005). Golgin84 es una proteina estructural

del complejo de Golgi y la interaccién con Rab1 podria tener un rol en el mantenimiento
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de la arquitectura de este complejo (Satoh et al., 2003). MICAL-1 es una proteina citosélica
gue interacciona con el citoesqueleto celular y su interaccién con Rab1 podria tener cdmo
funcién el anclado del complejo de Golgi a los filamentos intermedios del citoesqueleto
(Weide et al., 2003). Iporin es una proteina citosélica que podria estar involucrada en vias de
sefalizacion y se ha sugerido que su interaccién con Rab1l relacionaria el direccionamiento

de los intermediarios de transporte con vias de sefializacion (Bayer et al., 2005).

Ademas, resultados obtenidos por nuestro grupo de trabajo revelaron que Rablb
interacciona con GFB1, reclutandola a las membranas de los VTCs (Alvarez et al., 2003;
Monetta et al., 2007). Es decir, la asociacion de GBF1 a membranas es dependiente de
Rablb. A su vez, GBF1 activa a Arfl promoviendo la formacién del complejo COPl y la
consiguiente maduracion de los VTCs (Donaldson et al., 1992; Helms y Rothman, 1992).
Por lo tanto Rablb, es esencial para la formacién de COPI. De esta manera, Rab1b estaria
participando en eventos previos al reconocimiento/anclaje de membranas, proceso en el

gue su funcion ha sido mayormente caracterizada.

Asimismo, en levaduras se describid que un integrante del complejo COPII, Sec23,
interacciona con un complejo de proteinas denominado TRAPPI, el cual actia como GEF del
homdlogo de Rab1l, Yptl, promoviendo su activacion en vesiculas COPIl y el subsiguiente
reclutamiento de diferentes efectores necesarios para el reconocimiento y la fusion de
estas vesiculas con las membranas del Golgi (Jones et al., 2000; Wang et al., 2000; Sacher et
al., 2001; Cai et al., 2008). En mamiferos, la subunidad Sec23 del complejo COPII recluta al
complejo TRAPII, el cual posee actividad GEF sobre Rabl, promoviendo asi la formacion de
los VTCs (Yu et al., 2006; Barrowman et al., 2010). Sin embargo, en células de mamiferos se
desconoce si Rab1b interacciona con componentes de COPII o si participa en la regulacién de
la funcidn de este complejo de cubierta. El primer objetivo del presente trabajo es analizar
el rol de Rablb en la dindmica y funcién de COPII en células de mamiferos, partiendo de la

siguiente hipdtesis:
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Hipotesis |

Las proteinas Rabs regulan el transporte vesicular participando en procesos
de formacion, reconocimiento/anclaje, unién y fusién de vesiculas mediante la
interaccion con sus efectores (Hutagalung y Novick, 2011). Ha sido ampliamente
descripto el rol de Rabl en la regulaciéon del reconocimiento/anclaje de los
intermediarios de transporte con sus membranas receptoras, mediante Ia
interacciéon con sus efectores p115 (Allan et al., 2000), GM130 (Weide et al., 2001;
Moyer et al., 2001) y Golgin84 (Satoh et al., 2003). Sin embargo, el papel de Rab1
en la formacion/funcion de complejos de cubierta es menos reconocido. A partir
de que I) Rablb participa en la asociacidon de GBF1 a las membranas de los VTCs,
proteina necesaria para el reclutamiento del complejo COPI y la consiguiente
maduracién de los VTCs (Alvarez et al., 2003; Monetta et al., 2007); y que l)
en levaduras el integrante del complejo COPII, Sec23, interacciona con el GEF
del homdlogo de Rabl, Yptl, promoviendo asi la activacién de esta GTPasa en
vesiculas COPIl y el consecuente reclutamiento de diferentes efectores necesarios
para el reconocimiento y la fusidon de estas vesiculas con las membranas del Golgi
(Jones et al., 2000; Wang et al., 2000; Sacher et al., 2001; Cai et al., 2008), es que
proponemos que Rablb también participa en la regulacion de la funcion de COPII

en células de mamifero.
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Coordinacion del transporte de membranas

Como otras funciones celulares, el transporte intracelular de membranas requiere de
la coordinacidon de una serie de organelas y componentes, con el propdsito de asegurar la
correcta incorporacion de las proteinas sintetizadas al RE, la modificacién postraduccional
de las mismas y el transporte a sus destinos finales apropiados. Ademas, el flujo de
membranas a través de los compartimentos que integran la via debe adaptarse a los
requerimientos celulares y responder a sefiales extracelulares. Muchos de los mecanismos
moleculares que subyacen a los eventos de transporte elementales (como la deformacidn
de las membranas para formar intermediarios de transporte, su escision, fusion, etc.) han
sido descriptos con gran detalle. Aln resta terminar de comprender acerca de los aspectos
globales de la organizacidn y regulacién del trafico de membranas de las vias secretora y

endocitica en células eucariotas.

La via secretora y el complejo de Golgi son regulados por sistemas de control para
garantizar la homeostasis y su éptimo funcionamiento en todas las condiciones, incluso bajo
perturbaciones internas y externas. El sistema de control molecular que regula los flujos
de transporte entre el RE y el Golgi para mantener el equilibrio entre estas dos organelas
es el mediado por el receptor KDEL (KDELR). Esta proteina localizada en el Golgi activa
una cascada de sefalizacion que resulta en la fosforilacién de proteinas de la maquinaria
de transporte. Esto induce el transporte retrégrado hacia el RE, promoviendo el balance
del flujo entre el RE y el Golgi. Al mismo tiempo, KDELR activa cascadas de sefializacién
gue aceleran el transporte anterégrado a través del Golgi y desde este hacia la membrana
plasmatica. Ademas, KDELR activa factores de transcripcién que regulan la expresion de
genesrelacionadosaltransporte. Asi, el rol principal de este sistema de control es mantener el
balance de flujo de membranas y proteinas desde y hacia el Golgi, para conservar el tamafio
y la composicidn adecuada de las organelas involucradas, manteniendo la homeostasis a
través de procesos transcripcionales y de sefializacién (Giannotta et al., 2012; Luini et al.,
2014; Cancino et al., 2014). Estas vias de sefializacion posicionan al complejo de Golgi como

un regulador central del sefialamiento celular.

A pesar de la identificacién y caracterizacion del sefialamiento por KDELR, aun se
desconoce los mecanismos que explican la adaptacién celular a variaciones en las
condiciones fisiolégicas. En la via secretora, el complejo de Golgi posee una participacién
muy importante, procesando proteinas y lipidos, realizando seleccion o “sorting” de
proteinas, participando como plataforma de sefialamiento y apoyando el crecimiento y la
composicion de la membrana plasmatica (Wilson et al., 2011). El tamafio del complejo de
Golgi estaria regulado para cumplir con las demandas de cada funcién y esto involucraria

cambios variados en sus diferentes subdominios. Existen evidencias que sustentan la
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hipdtesis que al tamano del complejo de Golgi lo determina la abundancia de cargo que,
mediante la unién a proteinas de cubierta, conduce a la formacién de vesiculas para alterar
el influjo y eflujo del complejo de Golgi (Guo y Linstedt, 2006). A pesar de la importancia
que posee comprender los mecanismos que controlan el tamafio del complejo de Golgiy
otras organelas de la via secretora y la regulacién de la expresion de sus componentes, poco

se conoce al respecto.

En el caso del RE estd ampliamente estudiado su adaptacién y regulacién de la expresion
de las proteinas que lo componen en respuesta a estrés, en donde participa la via de

respuesta a proteinas no plegadas (UPR) que se describe a continuacion.

Respuesta a proteinas no plegadas (UPR)

Como punto de entrada alaviasecretora, el RE esresponsable del correcto procesamiento
y plegamiento de las proteinas a ser transportadas, por lo que debe asegurar que proteinas
mal plegadas no procedan a la siguiente etapa de transporte (Zhang y Kaufman 2004).
La exposicion del RE a condiciones de deplecidén de glucosa o nutrientes, expresion de
proteinas mutantes o mal plegadas, cambios en la homeostasis del calcio, o hipoxia lleva a
la acumulacion de proteinas no plegadas (Pahl, 1999). Dichas perturbaciones se conocen
como estrés de RE. Para compensar esto y mantener su correcto funcionamiento, el RE
activa una red de vias de sefializacion que colectivamente se la conoce como “respuesta a
proteinas mal plegadas” (UPR; Lee, 1992; Hampton, 2000; Kohno, 2007). Esta via establece
un balance de la carga de proteinas entrantes con la capacidad de plegado del RE y le
permite a las células adaptarse a las situaciones que perturban este equilibrio. A pesar
de que muchas veces el estrés de RE surge de situaciones patoldgicas, la UPR juega un
rol central en el desarrollo normal y correcto funcionamiento de células especializadas
en secrecion. Muchos aspectos de esta respuesta son ampliamente conservados entre
eucariotas. La mayoria de los organismos emplean un conjunto de proteinas transmembrana
de RE que, mediante sefiales dirigidas al nucleo, inducen el aumento de transcripcién de
genes involucrados en funciones del RE, que incrementan la capacidad de plegado de
proteinas. Ademas, se reduce la traduccidn de nuevas proteinas y aumenta la degradacion
de proteinas mal plegadas (Kohno, 2007; Moore y Hollien, 2012). Si todo esto falla, la UPR
activa apoptosis (Shore et al., 2011)

La UPR comprende tres vias paralelas, conocidas como vias candnicas, donde la
activacion de cada una de ellas depende de un intermediario especifico (proteina censora
de estrés), los cuales son IRE1, PERK y ATF6 (Ron y Walter, 2007; Gardner et al., 2013). En
cada caso, una proteina integral de membrana, la chaperona GRP78/BiP1, censa el estado

de plegamiento de las proteinas en el lumen del RE y transmite esta informacidn al citosol
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a través de las membranas del RE (Liu et al., 2000; Okamura et al., 2000; Shen et al., 2005).
En ausencia de estrés, los intermediarios estan unidos a BiP1, encontrandose en un estado
inactivo en las membranas del RE. Una sobrecarga de proteinas mal plegadas desplaza a
BiP, lo que conlleva a la activacién de los reguladores de UPR y sus respectivos efectores con
el objetivo de recuperar el funcionamiento normal de la célula deteniendo la traduccién
de proteinas e incrementando la produccién de chaperonas vy lipidos involucrados en el
plegamiento de proteinas, asi como también otros componentes de la maquinaria de
secrecién (Kohno, 2007; Moore y Hollien, 2012; Fox y Andrew, 2015).

La mayoria de los estudios realizados para comprender la regulacion de la via de UPR
se llevaron a cabo utilizando fuertes drogas inductoras de estrés. En la actualidad existe
numerosa evidencia que implica a la via de UPR en la regulacién de importantes procesos
fisioldgicos, tales como metabolismo de lipidos, homeostasis de la glucosa, inmunidad
innata, diferenciacion celular y secrecién (Rutkowski y Ramanujan, 2010; Dufey et al., 2014),
los cuales son independientes de una respuesta a estrés. Consecuentemente, la sefializacion
mediada por la via de UPR se activa con estimulos fisioldgicos que requieren ajustar la
funcionalidad del RE en respuesta a cambios en la demanda celular, sin la necesidad de
que se haya excedido la capacidad de procesamiento de proteinas del RE (Rutkowski y
Ramanujan, 2010; Dufey et al., 2014).

Factores de transcripcion de la familia CREB3

Recientemente, se ha descripto otra subfamilia de proteinas vinculada a UPR, a la que
se conoce como la subfamilia de factores de transcripcion bZip CREB3 (“cAMP responsive
elementbinding protein 3”), lacual estdintegrada por 5 miembros: CREB3 (también conocido
como LZIP o Luman), CREB3L1 (“cAMP responsive element binding protein 3-like 1”; OASIS),
CREB3L2 (BBF2H7), CREB3L3 (CREB-H) y CREB3L4 (AIbZIP; Fig. 8), que poseen distribucidn
tejido especifica (Panagopoulos et al., 2007). Tienen un dominio bZIP que es el que media la
unién con el ADN (Vinson et al., 2006). De manera similar a las proteinas de la via UPR, las
CREB3 se asocian a la membrana del RE donde se encuentran en su forma inactiva. Luego
de un determinado estimulo, estas proteinas son transportadas del RE al complejo de Golgi
donde son clivadas a su forma activa, por las proteasas del Sitio-1 (S1P) y la del Sitio-2
(S2P; Denard et al., 2012). El fragmento N-terminal liberado en dicho proceso se traslada al
nucleo donde se une especificamente, a través de su dominio bZip, a las secuencias de ADN
correspondientes al elemento respondedor a adenosin monofosfato ciclico (AMPc; CRE), al
elemento respondedor a proteinas no plegadas (UPRE), a los elementos respondedores a
estrés de RE (ERSE) | y Il y al elemento box-B presentes en sus genes blanco (Lu et al., 1997;
DenBoer et al., 2005; Ben Aicha et al., 2007; Jang et al., 2007; Audas et al., 2008; Murakami
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Figura 8. Representacion esquemdtica de la subfamilia de factores de transcripcion CREB3.
Los dominios bZIP se encuentran alineados. AT: dominio de activacion transcripcional. bZIP:
dominio bdsico de cremallera de leucinas. TM: dominio transmembrana. Adaptado de Chan
etal., 2011.

et al., 2009; Chan et al., 2011). Sin embargo se desconocen los mecanismos que regulan
la especificidad de unién de los factores CREB3 a cada una de estas secuencias de acuerdo
al estimulo y al tejido en cuestion. Dependiendo del modelo empleado y del integrante
de la familia de CREB3 en estudio, se ha descripto la capacidad que tienen estos factores
para activar transcripcionalmente a una gran variedad de genes, incluyendo chaperonas del
RE, proteinas de transporte, proteinas cargo especificas y también de ellos mismos (Fig. 9;
Murakami et al., 2006; Bailey y O’Hare, 2007; Fox et al., 2010; Barbosa et al., 2013).

En los ultimos afios el espectro de actividad bioldgica de las proteinas CREB3 y de los
factores candnicos de UPR se expandido mas alla de su funcion como sensores de estrés
de RE y UPR. Diversos estudios en una gran variedad de modelos sugieren que poseen
una actividad mas bien fisiolégica, ya que tienen funciones cruciales en la regulacién del
desarrollo, metabolismo, inmunidad innata y secrecién (Zhang et al., 2006; Ben Aicha et
al., 2007; Murakami et al., 2009; Saito et al., 2009; Vellanki et al., 2010), e incluso alguno
de ellos son capaces de regular negativamente la proliferacién celular (Denard et al.,
2011; Denard et al., 2012; Mellor et al., 2013). Asimismo, estudios in vivo de las proteinas
candnicas de UPR sugieren que también participan en procesos fisiolégicos de secrecidn,
actuando paralelamente o corriente abajo de las proteinas CREB3 (Fox y Andrew, 2015).
Trabajos recientes realizados en tejidos especificos (como hueso, cartilago; glia), proponen
a la subfamilia de los factores de transcripcién CREB3 como los principales reguladores de
la capacidad secretora de células secretoras especializadas, coordinando la produccidn de
cargo (con la cooperacién de factores tejido-especificos) con la expresién de genes de la
magquinaria de transporte, asegurando asi un eficiente transporte de dicho cargo (Saito et
al., 2009; Fox et al., 2010; Barbosa et al., 2013; Hino et al., 2014; Fox y Andrew, 2015).
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Figura 9. Regulacion y respuesta de la subfamilia de factores de transcripcion CREB3.
Las proteinas CREB3 son proteinas transmembrana que se encuentran inactivas en el RE.
Cambios en las condiciones fisiolégicas generan sefiales para promover el aumento de la
produccion de proteinas cargo especificas y de la capacidad secretora celular para asegurar
el transporte eficiente de dicho cargo. Estas sefiales disparan la activacion proteolitica de
las proteinas CREB3, que es llevada a cabo en el Golgi por las proteasas S1P y S2P. Luego, el
fragmento N-terminal liberado, que actua como factor de transcripcion, se traslada al nucleo
para regular la expresion de sus genes blanco, dentro de los que se destacan los que codifican
para proteinas de la maquinaria de transporte de la via secretora temprana. Adaptado de
Barbosa et al., 2013.

A pesar de los grandes avances realizados en ciertos tejidos sobre la funcién de los
factores de transcripcién de la subfamilia CREB3, auin quedan por esclarecer los mecanismos
por los cuales regulan la capacidad secretora en diferentes tipos celulares, los inductores
fisiolégicos que inducen su activacién y los mecanismos de reconocimiento de sus genes
blanco. Este trabajo tiene como objetivo analizar los cambios moleculares y estructurales
que ocurren en la via secretora en respuesta a un estimulo secretor, estableciendo los

mecanismos moleculares que regulan dichos cambios, a partir de la siguiente hipdtesis:
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Hipotesis Il

Las vias de transporte intracelular de membranas son ubicuas, pero estan
diferencialmente desarrolladas en los diversos tejidos dependiendo de su funcién.
En tejidos que poseen alta actividad secretora (como tiroides, placenta y células
epiteliales bronquiales) los niveles de ARNm de proteinas involucradas en el
transporte de membranas se encuentran significativamente elevados (Gurkan
et al.,, 2005). Las células secretoras de diferentes tejidos deben adaptarse a la
necesidad creciente de secreciéon de proteinas que ocurre durante el desarrollo,
diferenciacion o cambios de las condiciones fisioldgicas. Basados en resultados
de nuestro laboratorio y en antecedentes ya publicados, postulamos que, en
situaciones donde la secrecion esta estimulada por factores tréficos existen
mecanismos celulares encargados de modular la adaptacion de la via secretora y
coordinando la produccion de cargos especificos. Es decir, las células responden a
estimulos fisiolégicos adaptandose integralmente a una situacion potencialmente

estresante.
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Modelo de Trabajo

Para desarrolar la Hipédtesis Il y analizar los mecanismos que regulan la adaptacién
celular de la maquinaria de transporte a un estimulo secretor, desarrollamos como modelo
secretor y respondedor a un estimulo especifico la linea celular derivada de tiroides de rata
Fischer, FRTL-5 (ATCC CRL 8305; Van Heuverswyn et al., 1984). Estas células mantienen las
caracteristicas funcionales de la secrecion de Tiroglobulina (TG; Van Heuverswyn, 1984),
la sintesis de Tiroperoxidasa (TPO; Isozaki et al., 1989) y del simportador de sodio-yoduro
(NIS), y la incorporacién de yoduro (Kogai, 1997) por periodos prolongados de cultivo, en
respuesta a la hormona estimulante de tiroides (TSH) o Tirotrofina (Brown et al., 2000) y
presentan una tasa de duplicacion de 36 horas (Ambesi-Impiombato, 1980). TSH, mediante
su receptor especifico (TSHR), estimula la expresién de dichas proteinas las cuales son
transportadas a sus correctas ubicaciones mediante la via secretora. Asi, NIS se localiza en
la region basal de la membrana plasmatica; TPO, en la interfase de la membrana apical y el

coloide; y TG, en el coloide (Fig. 10).

El TSHR es integrante de la subfamilia de receptores acoplados a proteinas G
heterotriméricas (GPCR). Su unidon a TSH dispara principalmente la activacién de dos vias
de sefialamiento (Fig. 11). Una, dependiente de proteina G subunidad as (Gas) que lleva
a un incremento de AMPc a través de la enzima adenilato ciclasa. A su vez el AMPc activa
a la proteina quinasa A (PKA), que posteriormente induce una cascada de fosforilacion de
proteinas citosodlicas y nucleares, entre las cuales se encuentra CREB. Esta via es la principal

encargada de regular la proliferacién de célulasfoliculares tiroidas y la producciény liberaciéon
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Figura 10. Sintesis de hormonas tiroideas. Esquema representativo de las moléculas que
participan en la produccion de las hormonas tiroideas. Adaptado de Polonsky et al., 2011.
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de las hormonas tiroideas (Vassart y Dumont, 1992). La otra via, dependiente de proteina
G subunidad aq (Gagq), induce la activacion de vias dependiente de la proteina quinasa C
(PKC) y fosfoinositol 3 quinasa (PI3K), con fosforilacion de Akt (Morshed et al., 2009). Estas
intrincadas vias de sefialamiento contienen multiples médulos de complejas interacciones
proteina-proteina que se ensamblan en multiples compartimentos intracelulares para
integrar, procesar y trasmitir la informacion especifica de la respuesta a TSH. Si bien se han

descripto efectores especificos para cada una de estas dos vias, existen factores comunes

donde ambas vias convergen, potenciando su efecto.
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Figura 11. Diagrama de las principales vias de sefalizacién activadas por la union de TSH a
su receptor, TSHR. La unidn de TSH con TSHR resulta en la activacion de dos clases principales
de proteinas G, Ga, y Gaq. La via de Ga, sefializa mediante cAMP/PKA/ERK. Mientras que, la
via de Gaq lo hace por PI3/Akt/mTOR, PKC/NF-kB, y PKC/c-raf/ERK/P90RSK. En conjunto, esto
promueve el desarrollo y el funcionamiento de la gldndula tiroidea. Adaptado de Reyna et
al. 2013.
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Cabe destacar que las células FRTL-5 proveen un excelente modelo fisiolégico para
el estudio de la adaptacion celular a una mayor demanda secretoria en respuesta a
un estimulo, ya que luego de la induccidon con TSH se induce la expresion de proteinas
cargo (como NIS, TG y TPO) las cuales utilizan la via secretora para alcanzar sus correctas
ubicaciones. Ademas, estds células mantienen su estado de diferenciacidon sin mayores
transformaciones, presentando las mismas caracteristicas bioquimicas y morfoldgicas
representativas de cultivos primarios de células foliculares de tiroides, sin que se altere su
viabilidad (Ambesi-Impiombato et al., 1980). Contrariamente, en otros modelos celulares,
como células B, cultivos primarios placentarios, el estimulo secretor activa un proceso de

diferenciacidon que culmina con la muerte celular programada de estas células.
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OBIJETIVOS

Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo es evaluar los mecanismos moleculares que
regulan el transporte de proteinas desde el Reticulo Endoplasmico al complejo de Golgi.
Principalmente nos enfocamos en analizar los mecanismos celulares y moleculares

involucrados en la adaptacién de la maquinaria de transporte a un estimulo secretor.

Objetivos especificos
Los objetivos especificos planteados son:

1- Analizar la participacion de Rab1lb en la regulacién de la funcién de COPII,
evaluando:

1.1- lainteraccion de Rab1b con las proteinas del complejo COPII;
1.2- la participacion de Rab1b en la formacidn del complejo COPII;

1.3- el efecto de Rab1b sobre la dindmica de asociacién/disociacion del complejo

COPIl @ membranas.

2- Analizar los cambios moleculares y estructurales que ocurren en la via se-
cretora de células tiroideas en repuesta a un estimulo secretor, evaluando:

2.1- cambios en la expresion de proteinas de la maquinaria de transporte;

2.2- cambios en la expresion de transcriptos de genes que codifican para factores

de transporte;

2.3- cambios morfologicos en el complejo de Golgi.

3- Estudiar los mecanismos que regulan la capacidad secretora de células
tiroideas en repuesta a TSH, determinando:

3.1- la cinética de expresion de factores de transporte y de proteinas cargo;
3.2- la implicancia de la via del AMPc en la adaptacion celular;

3.3- la participacion de la subfamilia de factores de transcripcion CREB3.
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1. Cultivo de lineas celulares eucariotas

Para llevar a cabo los diferentes experimentos realizados en este trabajo de tesis se

utilizaron las siguientes lineas celulares:

- células humanas Hela (ATCC). Esta linea celular epitelial deriva de un adenocarcinoma

de cérvix conteniendo el virus papiloma humano 18 (HPV-18).

- células humanas embrionarias de rifidon HEK293T (ATCC). Esta linea celular epitelial se

generd a partir de la transformacién de células normales de rifion con ADN del adenovirus 5.
- células derivadas de tiroides de rata FRTL-5 (ATCC).

En los ensayos desarrollados en el capitulo 1 de esta tesis se utilizaron las lineas celulares
HelayHEK293T, las cuales se crecieron en medio D-MEM (GIBCO) alta glucosa suplementado
con 10% de suero fetal bovino (PAA, Greiner Bio One), 50 U/mL de penicilinay 50 ug/mL de
estreptomicina (GIBCO). Ambas lineas celulares se cultivaron en un incubador apropiado

con temperatura constante de 37°Cy en presencia de 5% de CO..

En los ensayos descriptos en los capitulos 2 y 3 se utilizé la linea celular derivada de
tiroides de rata FRTL-5. Esta células se crecieron a 37°C, en atmésfera de 5% de CO,, en
medio D-MEMF12 (GIBCO) alta glucosa suplementado con 5% de suero de ternero recién
nacido (GIBCO), 1 mU/mL de TSH bovina (generosamente provista por el Dr. Albert F. Parlow,
National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, National Hormone and
Peptide Program, National Institutes of Health, Torrance, CA), 10 ug/mL de insulina bovina
(Sigma-Aldrich), 5 mg/mL de transferrina bovina (Sigma-Aldrich), 50 U/mL de penicilina y
50 pg/mL de estreptomicina (GIBCO). A una determinada confluencia (~70%), las células se
mantuvieron por 72 hs en la misma composicién de medio pero sin TSH y conteniendo 0,2%
de suero (medio basal - deprivacidn). Luego, parte de las células deprivadas se estimularon
con 1 mU/mL de TSH durante diferentes periodos de tiempo para llevar a cabo el andlisis

comparativo entre las distintas poblaciones: -TSH (o basal); +TSH (Fig. 12).

Crecimiento Deprivacion Estimulacidn Anélisis
Células FRTL-5 de TSH con TSH
~70% confluencia Durante 72h Distintos tiempos

. 1 l l +TSH l

Medio DMEM F-12 Medio DMEM F-12
5% Suero +TSH 0.2% Suero -TSH

Figura 12. Esquema representativo del diseio experimental.
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En algunos ensayos se determind el efecto del agonista sintético de AMPc, Forskolina

(FSK), donde las células deprivadas se estimularon con 1 pg/mL de FSK (+FSK).

2. Construcciones de plasmidos

Los pldsmidos pEGFP-Rablb (proteina salvaje), Rab1Q67L-myc, pEGFP-Rab1Q67L
(mutantes positivas) y pEGFP-Rab1bN1211 (mutante dominante negativa) que codifican
para la proteina de fusidn Rablb, fueron generados previamente y estan descriptos
detalladamente en (Alvarez et al., 2003). La construccién Secl13-YFP fue gentilmente
provista por el Dr. Benjamin Glick (University of Chicago, Estados Unidos), GFP-Sec16, por
el Dr. David Stephens (University of Bristol, Reino Unido), GFP-Rab7, por el Dr. José Daniotti
(Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina). Los vectores pcDNA3 conteniendo a CREB3L1
en su version salvaje (Full length, CREB3L1FL); en su forma procesada, constitutivamente
activa (CREB3L1CA); o ladominante negativa (CREB3L1DN), fueron generosamente donados
por los Doctores Deborah J. Andrew (The Johns Hopkins University, Estados Unidos) y David
Murphy (University of Bristol, United Kingdom - University of Malaya, Malasia; Fox et al.,
2010; Greenwood et al., 2014).

3. Células bacterianas

En este trabajo de tesis se utilizaron bacterias de la cepa Escherichia coli DH5-a para el

mantenimiento y amplificaron de plasmidos.
3.1 Preparacion de bacterias

Para poder introducir ADN fordneo con alta eficiencia dentro de bacterias es necesario

Ill

inducir el “estado de competencia” de las mismas. En el caso de la transformacién por
electroporacidon no es necesario inducir dicho estado de competencia, simplemente las
bacterias de un cultivo en fase logaritmica de crecimiento se lavan varias veces para eliminar

todas las sales que puedan estar presentes.

Para preparar las bacterias se partié de una cepa fresca de bacterias conservadas a -80°C,
las cuales se repicaron en medio LB-Agar (Luria Bertani-Agar) y se incubaron toda la noche
a 37°C. Luego, se tomd una colonia aislada y se incubd en 5 mL de medio LB modificado
(conteniendo 0,5% de NaCl) toda la noche a 37°C. Posteriormente, se inocularon 250 mL de
medio LB modificado con 2 mL del cultivo anterior y se incubé a 37°C con agitacidn hasta
una DOgp0=0,5-1. El cultivo se centrifugd a 4000 rpm durante 5 minutos a 4°Cy se descarté
el sobrenadante en condiciones de esterilidad. Las bacterias se colocaron en hielo durante
20 minutos a 4°C. A partir de este momento el procedimiento se realizdé manteniendo
las células en hielo y en condiciones de asepsia (cuando sea necesario) para asegurar la

esterilidad de las mismas. Las bacterias se resuspendieron suavemente en 250 mL de agua
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milli-Q estéril y se centrifugaron a 4000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se descarté el
sobrenadante, las células se resuspendieron suavemente en 125 mL de agua milli-Q estéril
y se centrifugaron a 4000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se descarté el sobrenadante, las
bacterias se resuspendieron suavemente en 5 mL de agua milli-Q estéril y se centrifugaron
a 4000 rpm por 15 minutos a 4°C. Finalmente, se descarto el sobrenadante y las células se
resuspendieron en 750 pL de glicerol estéril al 10% v/v en agua milli-Q estéril. Se prepararon

alicuotas de 50 pL por eppendorf y se almacenaron a -80°C hasta el momento de su uso.
3.2 Transformacion de bacterias por electroporacion

En el proceso de electroporacién, se somete a las bacterias a un campo eléctrico que
desestabiliza ala pared y a membrana celular, induciendo la formacién de poros temporarios
por los que ingresa el ADN a las bacterias. Para llevar a cabo este proceso se descongelaron
las bacterias en hielo y se agregé 1 puL de ADN, incubando durante 1 minuto. La mezcla se
colocd en una cubeta de electroporacidn estéril y se la colocé en el electroporador. Se aplicd
el pulso eléctrico e inmediatamente después se agregaron 900 pL de medio LBy se transfirid
el cultivo a un tubo eppendorf estéril. Las células se incubaron durante 1 hora a 37°C con
agitacion. Finalmente se plaqued un porcentaje del cultivo en medio LB-Agar conteniendo

el antibidtico apropiado para permitir la seleccidén de las bacterias transformadas.
3.3 Purificacion de plasmidos

Para la purificacion de pldsmidos a partir de bacterias transformadas se utilizé el kit
comercial de mini preparaciones QlAprep (QIAGEN), siguiendo las instrucciones del
fabricante. El procedimiento se basa en la lisis alcalina de las bacterias, seguida de la
adsorcion del ADN en columnas de silice en presencia de altas concentraciones de sales.
Brevemente, se inocularon 5 mL de LB suplementado con el antibidtico apropiado con una
colonia aislada de bacterias transformadas y se incubd toda la noche a 37°C con agitacién.
El cultivo se transfirié a tubos eppendorf y se centrifugd a 5000 rpm durante 3 minutos,
descartando el sobrenadante. Las bacterias se resuspendieron en 250 L de Buffer P1 (50
mM de Tris-HCl; 10 mM EDTA; 100 pug/mL de ARNasa A; pH 8). Luego se adicionaron 250
pL de Buffer P2 (200 nM de NaOH; 1% de SDS), se mezclé invirtiendo el tubo 4-6 veces y
se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente. La muestra se neutralizd mediante el
agregado de 350 uL de Buffer N3 (4,2 M de cloruro de guanidinio; 0,9 M de acetato de
potasio; pH 4,8), mezclando inmediatamente después por la inversién del tubo 4-6 veces.
La muestra se centrifugd a 13000 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante se colocd
en una columna. La muestra se centrifugd a 13000 rpm durante 1 minuto y se descarto el
liguido. La columna se lavd con 500 pL de Buffer PB (5 M de cloruro de guanidinio; 30% de
isopropanol) y se centrifugd a 13000 rpm por 1 minuto, descartando el liquido. La columna
se lavo con 750 plL de Buffer PE (10 mM de Tris-HCI pH 7,5; 80% de etanol) y se centrifugd
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a 13000 rpm por 1 minuto, descartando el liquido. Nuevamente se centrifugd a 13000 rpm
por 1 minuto para eliminar restos de etanol del buffer de lavado. La columna se colocé en
un tubo eppendorf limpio y el ADN se eluyd adicionando 50 pL de una dilucion 1/3 de buffer
EB (10 mM de Tris-HCl pH 8,5) en agua milli-Q estéril, incubando 5 minutos y centrifugando

a 13000 rpm por 1 minuto. EI ADN se conservd a -20°C hasta el momento de su uso.

La concentracion del ADN se determind mediante la lectura de la absorbancia a 260
nm, sabiendo que 1 DO, equivale a 50 pug/mL de ADN. La pureza se evalud a través de
la relacién de absorbancias obtenidas a 260 y 280 nm, leidas en el lector de multiplacas
Biotek, considerdndose valores aceptables entre 1,8 y 2. La integridad del ADN se evalué a
través de la visualizacidn de una alicuota en un gel de agarosa al 1,2%. La corrida se realizo

durante 30 minutos a 80V y se visualizd en transiluminador.

4. Transfeccion de lineas celulares

Para realizar las transfecciones de lineas celulares se utilizd el reactivo Lipofectamina

2000 (Invitrogen) y se siguieron las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones.

24 horas antes de latransfeccidn, las células se colocaron en el formato de placa adecuado
teniendo en cuenta el tipo de andlisis a realizar, en el medio de crecimiento apropiado. Al
momento de la transfeccidn, la confluencia de las células debe ser ~70%. 30 minutos antes
de la transfeccidn, las células se lavaron 3 veces con PBS y el medio de crecimiento de cada
placa se reemplazé por Optimem (GIBCO) conteniendo el mismo porcentaje de suero que el
medio de crecimiento. La mezcla de transfeccidn se prepard de la siguiente manera: en un
tubo eppendorf conteniendo Optimem, se agregaron el/los plasmido/s de interés; mientras
qgue en otro tubo eppendorf conteniendo Optimem se agregd el reactivo de transfeccién
en una proporcion ADN total:reactivo = 1:3. Cada mezcla se incubd por separado durante 5
minutos a temperatura ambiente. Luego, se mezcld el contenido de cada tubo y se incubé
por 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, a cada placa se le agregé la mezcla de
transfeccidn y se incubd durante 4-6 horas en las condiciones de crecimiento. Transcurrido
ese tiempo, las células se lavaron 3 veces con PBS y se cambié el medio de transfeccién por

medio de crecimiento apropiado.

En el caso de células HeLa o HEK293T, se procedié al andlisis después de 24-48 horas de

transfeccion.

Para células FRTL-5, pasadas las 24 horas de transfeccidn las células se deprivaron por
36 horas utilizando medio basal. Luego, parte de las células se estimularon con el agregado

de 1 mU/mL de TSH durante diferentes tiempos y se procedid al analisis correspondiente.
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A continuacién se detallan las cantidades de reactivos utilizados segun el formato de

placa empleado.

Vol d ADN plasmidico/ Lipofectamina
Formato de placa D_ Hmen de Volumen de 2000/Volumen de
Optimen/placa . .
Optimen Optimen
35 mm (MWE&) 500 pL 2 ug en 250 pL 6 pl en 250 pL
60 mm 1 mL 4 pg en 500 pL 10 pl en 500 pL

5. Anadlisis proteico: Inmunomarcaciones y Western blot

Para analizar la localizacién subcelular y los niveles de expresion de proteinas de interés,
se realizaron ensayos de inmunofluorescencia, mientras que para un estudio cuantitativo

se realizaron ensayos de Western blot, como se detalla a continuacion.
5.1 Inmunofluorescencias sobre células

Las células se crecieron sobre cubreobjetos estériles dispuestos dentro de las placas
de cultivo. Luego de transcurrido el tiempo necesario acorde al experimento realizado, se
levantaron los cubreobjetos con las células adheridas y se colocaron en una camara himeda;
se lavaron 3 veces con PBS y se fijaron con para-formaldehido al 3% en PBS a temperatura
ambiente durante 20 minutos. Inmediatamente las células fijadas se incubaron con solucién
10 mM de NHA4CI en PBS por 10 minutos. Se lavaron 3 veces (3 minutos cada lavado) con
PBS y se permeabilizaron con Tritén X-100 al 0,01% en PBS durante 7 minutos. Se realizaron
3 lavados con PBS (3 minutos cada lavado). Para evitar uniones inespecificas de los
anticuerpos primarios se efectuaron 2 bloqueos (5 minutos cada uno), el primero con PBS
0,2% Tween-20 (Promega - PBS-T) conteniendo 2,5% de suero de cabra (GS - Sigma-Aldrich)
y el otro con PBS-T conteniendo 0,4% de gelatina de piel de pescado (FSG - Sigma-Aldrich).
Posteriormente, se incubaron los anticuerpos primarios diluidos en FSG por 45 minutos
a 37°C. El volumen final utilizado fue de 30 pL por cubreobjeto. Se realizaron 3 lavados
con PBS-T (5 minutos cada lavado) y se repitié el protocolo de bloqueo. A continuacién,
se incubaron los anticuerpos secundarios y el colorante de nucleos (Hoechst, Molecular
Probes) diluidos en GS por 30 minutos a 37°C. El volumen final utilizado fue de 30uL por
cubreobjeto. Se realizaron 5 lavados con PBS-T (5 minutos cada lavado). Por ultimo, cada
vidrio se enjuagd en agua destilada y se montd sobre un portaobjetos empleando una
gota de Mowiol (Calbiochem). Las muestras se conservaron a 4°C hasta el momento de su
analisis. Para su observacion se utilizé tanto un microscopio de epi-fluorescencia: Nikon
Eclipse TE-2000 (CIBICI-CONICET); como microscopios de fluorescencia confocal: Zeiss
LSMS5 Pascal, Olympus FluoView 1000 Espectral, Olympus FluoView 300 (Sistema Nacional

de Microscopia).
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Cabe aclarar que, cuando se emplearon anticuerpos primarios originados en cabra, se
llevé a cabo un Unico bloqueo, previo a la incubacidén de los anticuerpos primarios, con
PBS-T conteniendo 2% de BSA durante 20 minutos a temperatura ambiente. Ademas, tanto
los anticuerpos primarios como los secundarios se incubaron en PBS-T conteniendo 1% de
BSA durante 1 hora a 37°C. Asimismo, se tuvo en cuenta que los anticuerpos secundarios no

hayan sido originados en cabra, para evitar posibles reacciones cruzadas.
5.1.1 Anticuerpos utilizados

Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios:

Nombre Isotipo Dilucién Compaihia
GM130 Raton 1/200 BD
Rabib Conejo 1/30 Santa Cruz
p115 Conejo 1/500 Casero
GBF1 Ratdn 1/150 BD
Arfl Ratdn 1/150 Abcam
Sec16h Conejo 1/200 Bethyl
Sec23a Conejo 1/200 Sigma-Aldrich
Sec31 Ratdn 1/200 BD
Golgin97 Ratdn 1,/200 Molecular Probes
GalNAcT2 Conegjo 1/200 Sigma-Aldrich
Calreticulina Conejo 1,/1000 Thermao
SRP54 Ratdn 1/500 BD
GFP Ratdn 1/200 Abcam
GFP Conejo 1/1000 Living Colors BD
CREB3L1 Conejo 1/300 Aviva
CREB3L1 Cabra 1/300 RE&D
CREB3L2 Conejo 1/300 Aviva
NIS Conejo 1/1000 Casero
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El anticuerpo que reconoce a NIS (Levy et al., 1997) fue gentilmente donado por la Dra.

Nancy Carrasco (Yale University School of Medicine, Estados Unidos).

Se emplearon los siguientes anticuerpos secundarios:

Nombre Isotipo Dilucien Compania

Alexa Fluor 488 anti IgG

Cabra/Burro 1/800 Life Technaologies
de raton
Alexa Fluor 488 anti 1gG
) Cabra/Burro 1/800 Life Technologies
de conejo
Alexa Fluor 594 anti IgG
Cabra/Burro 1/800 Life Technologies
de ratdn
Alexa Fluor 594 anti IgG
] Cabra 1/800 Life Technologies
de conejo
Alexa Fluor 488 anti IgG
Burro 1/800 Life Technologies

de cabra

5.2. Deteccidn de proteinas por ensayos de Western blot
5.2.1 Preparacion de extractos proteicos celulares totales.

Para obtener extractos proteicos celulares totales las células se lavaron 2 veces con PBS
y posteriormente se trataron con tripsina (GIBCO) durante 2-3 minutos a 37 °C. Una vez
desprendidas las células, se agregd medio suplementado con suero y se centrifugd por
5 minutos a 900 rpm. Se descarté el sobrenadante y las células se lavaron 2 veces con
PBS, centrifugando 5 minutos a 900 rpm luego de cada lavado. Para la lisis, las células se
resuspendieron en 100 uL de buffer RIPA (50mM de Tris-HCl pH 8; 150 mM de NaCl, 1% de
NP40, 0,5% de Deoxicolato de sodio, 0,1% de SDS), conteniendo inhibidores de proteasas
(Roche) y se incubaron 30 minutos en hielo. Las muestras se colocaron en tubos eppendorf
y se centrifugaron a 12000 rpm por 20 minutos a 4°C. Se recuperd el sobrenadante y se

colocd en un nuevo tubo. Las muestras se conservaron a -20°C hasta su analisis.
La concentracidon de proteinas se determiné por el método de Bradford.
5.2.2 Determinacion de la concentracion de proteinas. Método de Bradford

El reactivo de Bradford permite medir sensiblemente proteinas en soluciones a
concentraciones bajas. Para su preparacion, una parte del reactivo comercial (5X, BIO-

RAD) se diluyod en 4 partes de agua destilada. Posteriormente se filtré la dilucién en papel
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Whatman #1 para remover impurezas no solubles del reactivo. Esta solucidn filtrada

(solucion 1X de Bradford) es estable por dos semanas.

Para la cuantificacion de proteinas mediante este método, se utilizd6 BSA como estandar.
A partir de una solucion madre de 1 pg/ulL de BSA se prepararon diluciones en solucion
1X de Bradford para confeccionar una curva de calibracion con los puntos: 0 pg/mL (solo
reactivo); 2 pug/mL; 4 ug/mL; 6 ug/mL; 8 pg/mL; 6 pg/mL; 8 pg/mL; 10 pug/mL; 12 ug/mLy
14 pg/mL que cubren el rango analitico del método. Las muestras problema se prepararon
a partir de 2 pL de las mismas en 1 mL de la solucion 1X de Bradford. En una placa de 96
pocillos se colocaron por triplicado 200 uL de los estandares y de las muestras problema y
se midio la absorbancia a 595 nm en un lector de placas de ELISA (BIO-RAD). Se graficaron
las unidades de absorbancia en funcién de la concentracidn y se realizé andlisis de regresion
lineal simple. Se consideré R? > 0,95 para que la curva sea estadisticamente aceptable.
A partir de la ecuacion de la recta se despejé el valor de concentracién de las muestras

problema.

5.2.3 Separacion de proteinas por peso molecular en geles de poliacrilamida-
dodecilsulfato de sodio (PAGE-SDS)

Las muestras a analizar se prepararon en buffer de siembra Laemmli (60 mM de Tris-HCI
pH 6,8; 10% de glicerol; 2% de dodecilsulfato sddico; 1% de 2-mercaptoetanol y 0,002% de
azul de bromofenol) conteniendo 20 ug de los extractos proteicos totales, se hirvieron 5
minutos (excepto para la deteccidn de NIS) y se centrifugaron a 12000 rpm por 5 minutos.
Las proteinas se separaron en geles de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (PAGE-SDS)
al 10 %, durante 60 minutos a 150 V en buffer de corrida (25 mM de Tris-base, 192 mM
de glicina y 1% de SDS). Una vez terminada la corrida electroforética, las proteinas se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Thermo Scientific) mediante transferencia
himeda (buffer de transferencia: 25 mM de Tris-HCl pH 8,8; 192 mM de glicina; 20% de
metanol) durante 60 minutos a 100 V. Posteriormente, la membrana se colored con rojo
Ponceau (0,1% de Rojo Ponceau en solucion acuosa al 5% de acido acético) para controlar
el proceso de transferencia. La membrana se decoloré mediante lavados con TBS 1X (Tris-
HCI 20 mM, NaCl 150 mM pH 7,8) y se bloqued con la solucidn de bloqueo TBS con 0,2% de
Tween-20 (TBS-T) y 5% de leche descremada (Svelty), o con 5% de BSA en TBS-T, durante 1
hora a temperatura ambiente bajo agitacién. Posteriormente, la membrana se incubd con
el anticuerpo primario durante 1 hora a temperatura ambiente, o toda la noche a 4°C bajo
agitacion. Los anticuerpos primarios se diluyeron en TBS, en TBS-T con 5% de BSA o en TBS
con 5% de leche. Luego, se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con TBS-T y uno con
TBS. La membrana se incubé durante 1 hora a temperatura ambiente bajo agitacion con el

anticuerpo secundario correspondiente, dependiendo del sistema de deteccién a utilizar,
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segun se detalla posteriormente. Finalmente, se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno

con TBS-T y uno con TBS, y se prosiguio con la deteccidn.

- Deteccidn por quimioluminiscencia: se emplearon anticuerpos secundarios conjugados
con peroxidasa, diluidos en TBS con 5% de leche. Luego del ultimo lavado, la membrana
de nitrocelulosa se incubd durante 5 minutos con el reactivo de quimioluminiscencia ECL
(SuperSignal West Pico; Pierce) y se expuso a placa radiografica (Kodak y GE) durante
1-10 min. La sefial revelada se cuantificd utilizando el software de andlisis de imagenes
GELPRO32.

- Deteccidn por fluorescencia: se emplearon anticuerpos secundarios conjugados con los
fluorescentes IRDye 800CW o IRDye 680RD (LiCor Biosciences), diluidos en TBS. La seial se
observé y analizé en el equipo lector OdysseyClx (LiCor Biosciences) a través del programa

Image Studio.

Para la cuantificacion se consider6 GAPDH como control de carga, ya que sus niveles no
varian con los tratamientos. Los valores obtenidos de intensidad de fluorescencia o de la
cuantificacion densitométrica de las bandas correspondientes a las proteinas analizadas,
se normalizaron con los valores de GAPDH vy se relativizaron a la condicidn control de cada

ensayo, valor que se considerd igual a 1.

5.2.4 Anticuerpos utilizados

Nombre Isotipo Dilucion Compania
GM130 Ratdn 1/250 BD
Rabib Conejo 1/100 Santa Cruz
p115 Conegjo 1/500 Casero
GBF1 Ratdn 1/500 BD
Arfl Ratdn 1/250 Abcam
5ec31 Ratdon 1/500 BD
Sec23a Conejo 1/2000 Sigma-Aldrich
Sec24 Ratan 1/500 Abnova
Golgin97 Ratdn 1/500 Maolecular Probes
Calreticulina Conejo 1/2000 Thermo Scientific
SRP54 Ratdn 1/1000 BD
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GFP Congjo 1/1000 Living Colors BD
CREB3L1 Conejo 1/700 Aviva
CREB3L1 Cabra 1/700 RE&D
CREB3L2 Congjo 1/700 Aviva

MIS Conejo 1,/1000 Casero

RabSa Conejo 1/1000 Abcam
GAPDH Ratdn 1/12000 Abnova
Calnexina Conejo 1/1000 Santa Cruz

Se emplearon los siguientes anticuerpos secundarios:

Noembre Dilucion Compania
Anti IgG de raton HRP 1/5000 Life Technologies
Anti 1gG de conejo HRP 1/5000 Life Technologies
Anti IgG de cabra HRP 1/5000 Life Technologies
IRDye 800CW anti IgG de conejo 1/10000 LiCor Biosciences
IRDye 800CW anti IgG de raton 1/10000 LiCor Biosciences
IRDye 680RD anti IgG de raton 1/10000 LiCor Biosciences

6. Co-inmunoprecipitacion

La técnica de co-inmunoprecipitacion permite detectar interacciones proteina-
proteina. La proteina de interés se aisla utilizando un anticuerpo especifico acoplado a un
sustrato sdlido. Las moléculas que interaccionan con la proteina de interés se identifican

posteriormente mediante ensayos de Western blot.
6.1 Preparacion de extractos proteicos celulares totales.

Células HEK-293T transfectadas con plasmidos que expresan GFP-Rablb o GFP-Rab7,

se cultivaron por 48 horas en placa de 10 cm, se lavaron 2 veces con PBS y posteriormente
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se trataron con tripsina (GIBCO) durante 2-3 minutos a 37°C. Una vez desprendidas las
células, se agregd medio suplementado con suero y se centrifugd por 5 minutos a 900
rpm. Se descartd el sobrenadante y las células se lavaron 2 veces con PBS, centrifugando
5 minutos a 900 rpm luego de cada lavado. Para la lisis, las células se colocaron en hielo y
se resuspendieron en 300 pL de buffer no desnaturalizante (20 mM de Tris-HCl pH 8; 137
mM de NaCl; 10% de Glicerol, 1% de NP40, 2 mM de EDTA), conteniendo inhibidores de
proteasas (Roche) y 100 uM de GMP.PNP (andlogo no hidrolizable de GTP, que mantiene a
las Rab GTPasas en su forma activa - Sigma-Aldrich). Las muestras se incubaron 30 minutos
a 4°C en agitacion. Se guardo el 10% del lisado como control (Extracto total). Las muestras
se centrifugaron a 12000 rpm por 20 minutos a 4°C. Se recuperd el sobrenadante y se colocd

en un nuevo tubo pre-enfriado. Las muestras se conservaron a -20°C hasta su analisis.

6.2 Preparacion de las particulas magnéticas de proteina G Agarosa y union del

anticuerpo.

Se colocaron 10 plL de la mezcla que contiene las particulas magnéticas de proteina G
Agarosa (“Protein G Mag Sepharose” — General Electric) por tubo eppendorf de reaccién. Se
removio la solucién de almacenamiento colocando los tubos en un soporte magnético. Las
particulas se equilibraron lavando 2 veces con 500 ulL de TBS, removiendo el liquido luego
de cada lavado con la ayuda del soporte magnético. Inmediatamente después, las particulas
se resuspendieron en 100 uL de TBS y se incubaron con 3 uL de anticuerpo monoclonal
contra GFP (1 pg/uL; Abcam) en agitacion a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se
removié el liquido y se lavd con 500 pL de TBS. Se realizd un lavado con 500 plL de solucidn
200 mM de trietanolamina pH 8,9 (de ahora en mas trietanolamina) y se removié el liquido.
Se llevd a cabo la union covalente del anticuerpo a las particulas empleando 500 plL de
trietanolamina con 50 mM de DMP (preparado en trietanolamina - Pierce) e incubando
en agitador rotacional durante 60 minutos a temperatura ambiente. Se removié el liquido
y se lavd con 500 uL de trietanolamina. Luego, las particulas se bloquearon con 500 plL
de solucién 100 mM de etanolamina pH 8,9 incubando en agitador rotacional durante 15
minutos a temperatura ambiente. Se removid el anticuerpo no unido utilizando 500 uL de
buffer de elucion (0,1 M de Glicina-HCl pH 2,5 — 3). Se descarté el liquido y se lavé 2 veces
con 500 pL de TBS.

6.3 Union de la proteina blanco al anticuerpo presente en las particulas magnéticas

de proteina G Agarosa

Para evitar uniones inespecificas, las particlas magnéticas de proteina G Agarosa se
bloquearon con 100 pL de BSA al 0,1% en buffer de lisis durante 60 minutos a 4°C con
agitacion. Se descartd el liquido y cada tubo de reaccion conteniendo las particulas

magnéticas de proteina G Agarosa unidas al anticuerpo se incubd con 600 pg de muestra
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en 400 uL de buffer fosfato 1M (pH 7,4) durante 60 minutos a temperatura ambiente en
agitador rotacional. Se removid y se colectd la fraccidn no unida. Se procedié a lavar con
500 plL de TBS, descartando el liquido. La fraccién proteica unida al anticuerpo presente
en las particulas magnéticas de proteina G Agarosa se obtuvo adicionando 19 pL de buffer
de elucidn e incubando por 2 minutos a temperatura ambiente. Se recolectd la fraccion de
elucién y se repitido una vez mas el paso de elucién. Finalmente se neutralizé la muestra
empleando 2 uL de buffer fosfato 1 M (pH 8).

Para la deteccion se llevd a cabo el protocolo de Wester blot descripto previamente,

utilizando anticuerpos que reconocen a Sec23, Sec24, Sec31, GFP y p115.
7.Ensayos de recuperacion de la fluorescencia luego del foto-blanqueado (FRAP)

La técnica de FRAP permite evaluar la dindmica de asociacién/disociacion de una
proteina de interés a una determinada membrana. Este ensayo consiste en la perdida
irreversible de la fluorescencia de una region celular que contiene la proteina de interés
(foto-blanqueado), mediante la exposicién a altas intensidades de luz, y en la posterior
recuperacion de la fluorescencia en esa regién, que implica el ingreso de nuevas moléculas

fluorescentes.

Se sembraron células Hela en placas con fondo de vidrio (WillCo-dish, Warner
Instruments) conteniendo medio D-MEM sin rojo de fenol (GIBCO) suplementado con 10%
de suero fetal bovino (PAA). Se llevé a cabo la co-transfeccion de Sec13-YFP y Rab1bQ67L-
myc, o de GFP-Secl6 y CFP-Rab1Q67L, segun el protocolo de transfeccién transiente
detallado anteriormente. Durante la captura de imdagenes, las células se mantuvieron en
incubador (INU, Tokai Hit) con controlador de temperatura (Tritech DigiTherm temperature
controller) programado a 37°C y en presencia de 5% de CO,. Las imagenes se capturaron
con un objetivo de 63x apocromatico (z-stack 0,7 um) y zoom de 2X. Para el analisis de GFP
en células que expresan CFP, la excitacion se realizé a 488 nm empleando un laser de argén
y la emisién de GFP se detecté entre 510 y 540 nm. Bajo estas condiciones, la emision de

CFP no es detectada.

Para realizar los ensayos de FRAP en células que expresan Secl13-YFP, se utilizé el
microscopio de fluorescencia confocal Zeiss LSM5 Pascal (Sistema Nacional de Microscopia).
Previo al foto-blanqueado, se tomd una imagen con una intensidad de laser del 0,05%.
Luego, se blanqued la regidn de interés (RDI) mediante la exposicion al 100% de intensidad
del laser durante 3 segundos y posteriormente se monitoreé la recuperacion de la
fluorescencia tomando imagenes cada 10 6 20 segundos a una intensidad de laser del
0,05%. En los mismos periodos de tiempo, se determind la intensidad de fluorescencia

de una region de referencia (RDR), seleccionada fuera del RDI. Se calculé el promedio de
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las intensidades de fluorescencias empleando el software Metamorph (Universal Imaging
Corporation). Finalmente, se graficé el porcentaje de recuperacion de fluorescencia en
)x100,

o €S la intensidad de fluorescencia de RDR antes del foto-blanqueado, F, . es

funcién del tiempo de acuerdo a la siguiente férmula: F(t)=(FRDI/FRDR)/(FpreRDI/FpreRDR

donde F
preR

la intensidad de fluorescencia de RDR al tiempo t, Foreror FEPrESENta la intensidad de RDI

R
antes del foto-blanqueado y F_ es la intensidad de fluorescencia de RDI al tiempo t. Cabe
destacar que sobre las células analizadas se realizaron ensayos de inmunofluorescencia
empleando el anticuerpo monoclonal que reconoce myc, para determinar la co-expresién

de Rab1bQ67L-myc.

Para realizar los ensayos de FRAP en células que expresan GFP-Secl6, se utilizd el
microscopio de fluorescencia confocal Olympus FluoView 300 (Sistema Nacional de
Microscopia). La recuperacidon de la fluorescencia se monitoredé escaneando cada 3
segundos a una intensidad de laser del 0.05%. Se calculd el promedio de las intensidades

de fluorescencias empleando el software Imagel.

8. Determinacion de niveles de transcripto

8.1 Purificacion de dcido ribonucleico (ARN) total de células eucariotas en cultivo

Células provenientes de una placa de 60 mm se lavaron 3 veces con PBS 1X (solucion salina
de fosfatos) y se lisaron con 1 mL de TRIzol (Invitrogen). El protocolo de purificacion de ARN
se llevo a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, luego de la lisis con
TRIzol, el homogeneizado se incubd 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
adicionaron 200 pL de cloroformo por cada mL de TRIzol empleado, se agitd vigorosamente
durante 15 segundos y se incubd por 2-3 minutos a temperatura ambiente. La muestra se
centrifugd a 12000 x g por 15 minutos a 4°C. De las 2 fases resultantes el ARN permanece
exclusivamente en la fase acuosa (superior), por lo que dicha fase se transfirié a un nuevo
tubo y el ARN se precipité empleando 0,5 mL de isopropanol 100% por cada mL de TRIzol
utilizado, se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente. El pellet obtenido se
centrifugd a 12000 x g por 10 minutos a 4°C. Se descarté el sobrenadante y se lavé con 1
mL de etanol 75% por cada mL de TRIzol utilizado, se agité suavemente empleando vortex
y se centrifugd a 7500 x g por 5 minutos a 4°C. Se descartd el sobrenadante y nuevamente
se centrifugd a 7500 x g por 5 minutos a 4°C para eliminar los restos de alcohol. EIl ARN
precipitado se secé a temperatura ambiente y se resuspendié en 20-30 uL de agua libre de

ARNasas (GIBCO). Las muestras se conservaron a —80°C hasta su analisis.

La concentracion del ARN se determind mediante la lectura de la absorbancia a 260
nm, sabiendo que 1 DO,  equivale a 40 ug/mL de ARN. La pureza se evalud a través de
la relacion de absorbancias obtenidas a 260 y 280 nm, leidas en el lector de multiplacas

Biotek, considerandose valores aceptables entre 1,8 y 2.
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La integridad del ARN se evalud a través de la visualizacidn de una alicuota en un gel de
agarosa desnaturalizante (1,2% de agarosa y 1,1% de formaldehido en buffer MOPS). Para
ello se sembré en dicho gel una mezcla de 2,5 puL de muestra junto con 5,6 uL de formamida
deionizada, 2 plL de formaldehido, 1,1 plL de buffer acido 3-(Nmorfolino) propanesulfonico
(MOPS)y 1 uLde Bromuro de Etidio; previamente incubada por 10 min a 65°C a fin de destruir
estructuras secundarias. La corrida se realizé durante 30 minutos a 80V y se visualizd en
transiluminador. Se considerd que la muestra tiene integridad adecuada cuando la relaciéon
de intensidad entre las bandas correspondientes a la subunidad 28S respecto a la 18S es
cercana a 2.

8.2Reaccionde Transcripcion Reversa: Conversionde ARNadcidodesoxirribonucleico
copia (ADNc)

La sintesis de ADNc se realizé a partir de 1 ug de ARN purificado en un volumen final
de 20 pL. Tubos conteniendo 1 pug de ARN se incubaron con 1 U/ul de inhibidores de
ribonucleasas RNasin (Promega), 4 uL de buffer de reaccién comercial 5X (Promega), 0,25 pg
de una mezcla de hexadeoxinucledtidos de secuencias al azar (cebadores de la transcriptasa
reversa, Random Primers - Promega) y cantidad necesaria de agua libre de ARNasas (GIBCO),
a 65°C durante 15 minutos para destruir estructuras secundarias. La mezcla se enfrid
inmediatamente en hielo para evitar la regeneracién de dichas estructuras. Posteriormente
se agregd 1 mM de cada desoxirribonucledétido trifosfato (ANTPs - Invitrogen) y 10 U/uL
de la enzima M-MLV transcriptasa reversa (Promega) y la mezcla se incubé a 37°C por 60

minutos. Finalmente la reaccidn se inactivd a 95°C durante 3 minutos.

8.3 Amplificacion semicuantitativa de ADNc de B8-Actina por la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR)

A fin de corroborar la sintesis adecuada de ADNCc, se realizd una PCR para amplificar
un fragmento caracteristico del ADNc correspondiente al ARNm del gen que codifica a la
proteina B-Actina, utililizado como control de carga endégena. Para ello se prepard una
mezcla de reaccién conteniendo 2 L de buffer de reaccidn comercial 10X (Invitrogen), 1,5
mM de MgCl, (Invitrogen), 250 uM de cada dNTP (Invitrogen), 1,5 U de Taq polimerasa
(Invitrogen), 1 uM de los cebadores correspondientes a B-Actina (Sigma-Aldrich), 10 uL de
una dilucién 1/5 del ADNc obtenido en el ensayo de transcripcidn reversa descripto en el
item anterior y cantidad necesaria de agua libre de ARNasas (GIBCO) para un volumen final
de 20 puL. El protocolo de ciclado se realizd en un termociclador MULTIGENE de LabMet y
consistio en un paso de desnaturalizacién de 5 minutos a 95°C; seguido por 30 ciclos de
95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos; la extension final
fue de 10 minutos a 72°C. Finalmente se observo el fragmento amplificado de 138 pares
de bases (pb) en gel de agarosa al 2%. En cada ensayo de PCR se incluyeron los controles

negativos y positivos correspondientes.
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8.4 Ampilificacion cuantitativa de ADNc por PCR a tiempo real (qPCR)

Los pares de cebadores utilizados en esta tesis para amplificar las secuencias de interés
se eligieron considerando que la hibridacidn de cada uno de ellos sea en diferentes exones
para evitar amplificar ADN gendmico ademds de ADNc, que su tamaiio sea entre 50 y 250
pb, que no forme dimeros estables (IAGI < 6) y que la temperatura de hibridacién de ambos
sea cercana a 60°Cy no difiera mas de 1°C entre ellos. El disefio y |la evaluacién tedrica de los
cebadores utilizados se realizd manualmente con la ayuda de los programas Primer-BLAST
(Ye et al. 2012) y NetPrimer (PREMIERBiosoft International, http://www.premierbiosoft.
com/servlet/com.pbi.crm.clientside. FreeToolLoginServlet). La secuencia de los cebadores

empleados se indica en la Tabla 1.

Transcripto Secuencia (57-37) Concentracidn Final (nM)
8 mpActina-F: GGCACCACACTTTCTACAATG 333.3
-Actina
mpActina-R: TGECTGGEGTGTTGAAGGT 333.3
mMNI5-F: GCTGTGGCATTGTCATGTTC 333.3
NIS
mMNI5-R: TGAGGTCTTCCACAGTCACA 333.3
mTG-F: GAATTGCTGGCAGATGTTCAG 333.3
TG
mTG-R: GGGCACTGAGCTCCTTGTAG 333.3
Secal mSec3la-F: ATTCGGAGGGEAAGTTGETGAL 150
ec3la
msec31a-R: TCTGAGCEGCTGAGGAAGTC 150
mGM130-F: CGGEATGTCGGAAGAMALC 150
GM130
mGM130-R:GTGTGGTCTGTGGGCACATT 100
b1b mRablb-F: AACGETTCAGGACCATCACTTC 250
Rabl
mRablb-R: TCTCACTGGCGTAGCGATCTATT 250
mKEDELR3-F: GGCATCTCTGGGAAGAGTCAG 100
KDELR3
mMKDELR3-R: ATAGGCACACAGGAGGAAAACC 150
Rahs mRab5a-F: TTCTTCTAGGAGAGTCTGCTGTTGS 250
ah5a
mRab5a-R: CATCAAGACACACAGTTTGGETT 150
. mRab7a-F: GGAGGTGATGGTGEATGACAG 100
a
mRab7a-R: GGGTTTTGAATGTGTTGGGG 75
gRTPCR-Creb3L1-F2: GTGAAAGAAGACCCCETCGC 300
CREB3L1
gRTPCR-Creb3L1-R2: CTCCACAGGCAGTAGAGCACC 300
QRT-PCR-Creb3L2-F: CGGGCTCAGTCACCATTTACC 100
CREB3L2
gRT-PCR-Creb3L2-R: CCATTTCTCACTCTCCACCTCC 100

Tabla 1. Secuencia de los cebadores empleados en los ensayos de qRT-PCR. Se detalla la
concentracion usada de cada uno.
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El sistema utilizado para la amplificacion cuantitativa a tiempo real fue el ABI7500
Sequence Detection System (Applied Biosystems). Las condiciones de reaccidn, los cebadores
y el tamaiio de los fragmentos se seleccionaron considerando eficiencias de amplificacidn
comparables para los distintos productos. La eficiencia de amplificacién se determiné de
acuerdo a la siguiente formula matematica: [10/?]-1 donde “a” es la pendiente de la curva
estandar de cada fragmento amplificado. Los experimentos se realizaron usando 1X de
la mezcla comercial de PCR (SYBR Green PCR Master Mix, Applied BioSystems), con las
concentraciones de cebadores detalladas en la Tabla 1, 5 pL de una dilucién 1/20 é 1/50
de ADNc y cantidad necesaria de agua libre de ARNasas (GIBCO) para un volumen final de
reaccion de 15 L. El protocolo de ciclado empleado incluyd un paso de desnaturalizacion
de 10 minutos a 95°C; seguido por 40 ciclos a 95°C por 15 segundos y a 60°C por 1 minuto.
La especificidad de la amplificacién obtenida se evalud a través del analisis de las curvas de
disociacion. El nivel de expresion relativa de los genes se calculé mediante el método 244<,
utilizando los transcriptos de B-Actina como ARNm de referencia enddgeno. En cada ensayo

las muestras se analizaron por triplicado y se incluyeron los controles negativos necesarios.

9. Microscopia electronica

Células FRTL-5 incubadas en condicion basal (-TSH) o estimuladas con TSH por 24 horas
(TSH) se lavaron 3 veces con PBS y se fijaron durante 1 hora con solucidn de glutaraldehido
al 1% en 0.2 M de buffer Hepes pH 7,2. Las células se lavaron 5 veces con PBS. Luego, se
agregd 1 mL de PBS conteniendo 1% de BSA vy las células se levantaron mecanicamente con
scraper. Las muestras se colocaron en tubos eppendorf y se centrifugaron a 10000 rpm por
un instante. El precipitado de células se lavé 5 veces con PBS y otras 5 con agua destilada,
teniendo cuidado de no resuspender las muestras. Finalmente las muestras se conservaron
en 1% de glutaraldehido en 0,2 M de buffer Hepes pH 7,2.

El analisis por microscopia electrénica fue realizado en colaboracién con Roman

Polishchuk del Telethon Institute of Genetics and Medicine, Napoles, Italia.

10. Evaluacion de proliferacion celular: Ensayo de captacion de
Bromodeoxiuridina (BrdU)

La proliferacion celular se evalué mediante el andlisis de la incorporacion de BrdU al ADN
de células en division (en la fase S del ciclo celular). Se utilizaron placas de 24 pocillos con
cubreobjetos y se crecieron células FRTL-5 en un volumen final de 1 mL de medio de cultivo.
Cuando alcanzaron el 70% de confluencia, las células se deprivaron de TSH durante 72
horas. Luego, las células se mantuvieron en condicién basal (-TSH) o se estimularon con TSH

(+TSH) por 24 horas. 4 horas previas a finalizar la induccidn (20 horas pos-estimulacion), se
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agrego BrdU (Molecular Probes) al medio en concentracién final de 20 mM. Como control, se
crecieron células FRTL-5 en medio suplementado con 5% de suero y TSH (Medio completo).
Cabe recordar que el medio de las células en condicién basal y de aquellas estimuladas con

TSH tiene una concentracion de suero de 0,2%.

Transcurridas las horas de incubacion con BrdU, las células se lavaron tres veces con PBS
frio y se fijaron con PBS conteniendo 3% de PFA durante 10 min. Luego de 3 lavados con
PBS, las células se permeabilizaron con 0,01% de Tritén X-100 en PBS durante 10 minutos.
A continuacidn, las células se lavaron con PBS-T y se trataron con 2 N de HCl a 37°C durante
30 minutos para desnaturalizar el ADN. Para neutralizar, se realizaron dos lavados con 0,1
M de NaB,07 pH 8,5 de 5 minutos cada uno, seguidos de tres con PBS-T. Posteriormente se
realizd el bloqueo con PBS-T conteniendo 2% de BSA durante 20 minutos y se incubé con el
anticuerpo monoclonal contra BrdU (Sigma-Aldrich) en una dilucién 1/100 en PBS-T con 1%
de BSA, durante 1 hora a 37°C. Luego, las células se lavaron tres veces con PBS-T (5 minutos
cada lavado) e incubaron con el anticuerpo secundario contra IgG de ratdn conjugado con
Alexa Fluor 594 (Invitrogen) en una dilucién 1/800 en PBS-T con 1% de BSA, durante 1 hora a
37°C. Se efectud la coloracion nuclear con Héechst 33258 (Molecular Probes) en una dilucién
1/800 en PBS, durante 15 minutos a 37°C. Finalmente se realizaron 3 lavados con PBS-T
(5 minutos cada lavado) y los cubreobjetos se montaron en porta objetos empleando una
gota de Mowiol (Calbiochem). Las muestras se conservaron a 4°C hasta el momento de su

observacion.

Para el analisis, se tomaron 10 fotos al azar por condicion en microscopio de epi-
fluorescencia Nikon Eclipse TE 2000U (CIBICI-CONICET) y se cuantificé el porcentaje de

nucleos en proliferacion (rojo) respecto al numero de células totales (campo claro).

11. Analisis Estadistico

Cuando la comparacion se realizd entre dos grupos, para su analisis se utilizd un test t
no pareado de dos colas. Para la comparacién de multiples grupos de datos se utilizé el test
paramétrico ANOVA seguido del test de comparacién de Bonferroni. Y finalmente cuando
se analizaron comparaciones sujetas a dos variables se utilizé el test ANOVA de dos vias

seguido del post-test de Bonferroni.

Los resultados se presentan como el Valor Medio + Error Estandar de la Media (EEM).
Todos los analisis estadisticos se realizaron usando el programa GraphPadPrism 5.0 y los

valores se consideraron significativamente diferentes cuando el p-valor fue menor a 0,05.
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1- Rol de Rab1b en la dindmica y funcion de COPII

1.1 Rab1b interacciona con componentes de COPII in vivo

En células de mamiferos la GTPasa Rab1 se localiza en la regién yuxta-nuclear y en un
punteado periférico disperso en el citosol celular (Alvarez et al., 2003; Monetta et al., 2007).
Rab1lb coordina la primera etapa de la via secretoria, regulando el transporte y fusién de
membranas en la interfase RE-Golgi, a través de la interaccidn con diferentes proteinas
efectoras (Allan et al., 2000; Weide et al., 2001; Satoh et al., 2003; Ortiz Sandoval y Simmen,
2012; Guo y Linstedt, 2014). Considerando resultados previos obtenidos en el laboratorio
gue indican que Rablb colocaliza e interacciona con componentes del complejo COPI
(Monetta et al., 2007), sumado a la conexién funcional descripta entre Yptlp (ortélogo de
Rabl1b)y COPIl en levaduras (Tang et al., 2001; Cai et al., 2007), se planted analizar si Rablb

interacciona con componentes COPII en células de mamiferos.

En primer lugar, se evalu6 comparativamente la localizaciéon subcelular de Rablb vy
componentes de COPIl en células Hela, realizando ensayos de inmunofluorescencias con
anticuerpos que reconocen Rablb y Sec31 (como marcador de COPIl). Ademas, se llevd a
cabo elmismoanalisisen células HeLa transfectadas con GFP-Rablb donde seinmunodetectd
Sec23 como marcador de COPII. Las proteinas del complejo COPII se localizan en estructuras
punteadas distribuidas en el citoplasma y concentradas en la zona juxta-nuclear adyacente
al complejo de Golgi (Fig. 13A, paneles Sec31 y Sec23). Como fuera mencionado, Rablb se
distribuye en las membranas del complejo de Golgi y también en estructuras punteadas
(Fig. 13A, panel Rab1l). Se destaca que la expresidon de Rablb fusionada a GFP no altera
la localizacién de esta GTPasa en las membranas del complejo de Golgi y en estructuras
punteadas (Fig. 13A, panel GFP-Rab1). Se determindé que Rab1b colocaliza con marcadores

de COPII en estructuras punteadas periféricas (Fig. 13A paneles mezcla, cabezas de flecha).

Se ha descripto que la colocalizacién de proteinas suele corresponderse frecuentemente
con la interacciéon de las mismas, por lo que la colocalizacién de Rablb con componentes
del complejo COPII sugiere que podrian estar interactuando. Para analizar si estas proteinas
interaccionan in vivo, se llevaron a cabo ensayos de coinmunoprecipitacion. Para ello, se
transfectaron células HEK293T con GFP-Rablb o GFP-Rab7 como control, se lisaron y los
extractos de proteinas resultantes se incubaron con el andlogo no hidrolizable de GTP
(GMP-PNP), que impide la hidrdlisis de GTP, para mantener a las GTPasas en su forma activa
y por lo tanto unidas a sus efectores. Luego, se realizd la inmunoprecipitacion de la GFP-
Rab correspondiente empleando anticuerpo monoclonal contra GFP unido covalentemente
a particulas de proteina G Agarosa y la fraccidon unida a dichas particulas se analizd por

ensayos de Western blot.
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Figura 13. Interaccion de Rablb con componentes COPIl. A. Inmunofluorescencias
realizadas en células Hela. Paneles superiores: imdgenes correspondientes a los marcadores
Rablb (verde) y Sec31 (rojo) enddgenos; paneles inferiores: imdgenes correspondientes a
los marcadores Rablb (verde) y Sec23 (rojo) en células transfectadas con GFP-Rablb. Las
cabezas de flecha indican colocalizacion en estructuras punteadas. La barra representa 10
um. B. Ensayos de coinmunoprecipitacion realizados en células HEK293T transfectadas con
GFP-Rablb o GFP-Rab7. La inmunoprecipitacion se realizo empleando anticuerpo monoclonal
contra GFP unido covalentemente a particulas de proteina G Agarosa y la fraccion unida a
las mismas se analizo por ensayos de Western blot. Para la inmunodeteccion se utilizaron
anticuerpos policlonales contra GFP, p115, y Sec23; y monoclonales contra Sec24 y Sec31. G:
Particulas de proteina G Agarosa sola. T: Extracto celular total (10%). NU: Fraccion no unida
(10%). U: Fraccion unida a las particulas de Agarosa (100%).
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Los controles realizados con GFP-Rab7, Rab asociada a endosomas tardios, indican que
la presencia de proteinas COPII en la fraccién unida es practicamente indetectable (Fig. 13B,
panel Rab7). La interaccién de Rablb con p115, efector previamente descripto (Allan et al.,
2000), se utilizé como control positivo del experimento (Fig. 13B, linea p115). Los resultados
indican que los componentes de COPII, Sec23, Sec24 y Sec31, coinmunoprecipitan de

manera especifica con la forma activa de GFP-Rab1b (Fig. 13B, panel Rab1b).
1.2 La inhibicidn de Rab1b modifica el fenotipo de COPII

Para analizar la implicancia de la interaccion de Rablb con COPIl se realizaron
inmunofluorescencias empleando el marcador Sec31 en células HEK293T transfectadas con
la mutante dominante negativa de Rablb fusionada a GFP (GFP-Rab1N121l). En células
Hela, la expresidon de la mutante Rab1N121l, la cual tiene baja afinidad por el nucledtido
guanina, induce un fenotipo similar al que produce BFA, causando la disrupcidn del aparato

de Golgi y la disociacién del complejo COPI de las membranas (Alvarez et al., 2003).

De acuerdo con lo reportado anteriormente en células Hela (Alvarez et al., 2003), la
expresidon de la mutante dominante negativa de Rablb también induce la ruptura del
complejo de Golgi en células HEK293T, lo que se observo por el patrédn punteado que exhibe
el marcador de Golgi GM130 (Fig. 14A, panel GM130, cabezas de flecha). A diferencia de lo
guesucede con el complejo COPI, que se disociade membranas distribuyéndose por el citosol
(Monetta et al., 2007), las estructuras COPII, marcadas con Sec31, permanecen asociadas
a las membranas de los ERES (representadas por estructuras punteadas distribuidas por
todo el citosol; Fig. 14A, panel Sec31, cabezas de flecha). Ademas, las estructuras COPII
presentan una disminucidn en la intensidad de fluorescencia, posiblemente causada por

un detrimento en su tamafio o alternativamente por una menor cantidad de estructuras.

Para examinar si la inactivacion de Rablb modifica el tamano de estructuras COPII, se
analizé el tamafio de las mismas de acuerdo a la dimensidn de sus pixeles, considerando
tres grupos (0—30; 30—90 y >90 pixeles) y se cuantifico el nimero de estructuras distribuidas

en cada grupo en células controles (no transfectadas) y transfectadas.

Los datos obtenidos revelaron que el numero de estructuras COPIl entre 0 y 30 pixeles
incrementa dos veces en células que expresan Rab1N121I respecto al control, mientras
que las estructuras de 30-90 o >90 pixeles no presentan diferencias significativas en
ambas condiciones (Fig. 14B). Dado que el complejo de cubierta COPIl constantemente
se asocia y disocia de las membranas de manera dependiente de la GTPasa Sarl (Figura 4
Introduccién), es probable que la disminucién del tamafio detectada sea consecuencia de
una modificacion en la dinamica de asociacién/disociacion inducida por la inactivacion de
Rab1lb.
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Figura 14. Efectodelainhibiciondelaactividadde Rab1bsobre COPII. A.inmunofluorescencias
realizadas en células HEK293T transfectadas con GFP-Rab1N121/ (36 horas) marcadas contra
GM130 0 Sec31. Los recuadros muestran las células que expresan GFP-Rab1N121l, marcadas
contra GFP. La barra representa 10 um. B. Cuantificacion de la distribucion del tamafio de
estructuras COPIl. Se analizaron las estructuras punteadas de 20 células empleando el
programa Imagel y se clasificaron en tres grupos segun el tamafio de sus pixeles: 0—-30,
30-90 y >90 pixeles. El grdfico de barras representa el porcentaje promedio del numero de
estructuras de cada tamafio (transfectadas o no con RabiN121l) + DE. El numero total de
estructuras COPIl en cada condicion se consideré el 100%. (e*=p < 0,001).

1.3 Rab1b modula la dindmica de asociacién/disociacion de COPIl a membranas

El fenotipo celular inducido por la mutante Rab1N121l es similar al generado por el
tratamiento con BFA. BFA induce la disociacién de COPlI de membranas sin modificar la
asociacionde COPII, nisudinamica deasociacion/disociacion (Ward etal.,2001). Lainactivacion
de Rablb también provoca la disociacion de COPI de membranas, pero a diferencia de BFA,
causa reduccién en el tamafio de estructuras COPII (Fig. 14), lo que sugiere la posibilidad de

qgue Rablb esté modulando la dindamica de asociacion/disociacién de COPIl a membranas.
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Para analizar esta posibilidad, se realizaron ensayos de recuperaciéon de fluorescencia de
Sec13-YFP después del fotoblanqueado (FRAP) en células Hela transfectadas con Sec13-YFP
o cotransfectadas con Sec13-YFP y la mutante activa de Rab1lb unida a una etiqueta de myc
(Rab1Q67L-myc). Esta mutacidon bloquea la actividad GTPasa intrinseca estabilizando a las

proteinas Rab en su forma activa, unida a GTP y manteniéndolas asociadas a las membranas.

En células que expresan solo Sec13-YFP, se observo que el drea fotoblanqueada recupera
el 100% de la intensidad inicial de fluorescencia de Sec13-YFP a lo largo del tiempo del
experimento (con t, ~45 s; Fig. 15A). Contrariamente, en células que co-expresan Sec13-
YFP y Rab1Q67L-myc, sélo se recupera el ~40% de la intensidad inicial de fluorescencia
de Sec13-YFP a lo largo del tiempo analizado (Fig. 15A). Estos resultados indican que la
velocidad de asociacion/disociacidon de COPII a las membranas se modifica en presencia de
la mutante activa de Rab1lb. Estos datos difieren de los resultados publicados por Haas y
colaboradores que muestran que la dindmica de COPIl no cambia luego de la inhibicién de
Rab1b por la expresion de su GAP, TBC1D2 (Haas et al., 2007). Esta diferencia puede estar
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dada por el hecho de que el analisis fue realizado usando el marcador de COPII Sec16, que
actua previamente a Sarl (Bhattacharyya y Glick, 2007; Ivan et al., 2008). Para analizar el
efecto de Rablb en la dindmica de Secl6, se realizaron ensayos de FRAP en células que
expresan GFP-Sec16 y en células que coexpresan GFP-Sec16 y CFP-Rab1Q67L. En células
gue expresan GFP-Sec16, se observd que se recupera ~65% de la fluorescencia inicial de
GFP-Sec16 (con t , ~15 s; Fig. 15B). La dinamica de recuperacion de fluorescencia fue
similar en células que coexpresan GFP-Sec16 y CFP-Rab1Q67L (Fig. 15B). En conjunto, estos
resultados sugieren que los componentes de COPII que actlan rio abajo de Sec16 podrian

ser estabilizados en las membranas por la proteina Rablb en su forma activa.
1.4 Conclusiones Capitulo |

Rab1b colocaliza e interacciona en su forma activa con componentes COPII. Se corrobord

que la interaccién ocurre in vivo.

Por otra parte, la inhibicion de la actividad de Rab1b, causada por la expresion de la mutante

dominante negativa (Rab1N121l), reduce el tamafo de las estructuras punteadas de COPII.

Rab1b modula la dindmica de asociacién/disociacion de COPIl a membranas.
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2- Cambios moleculares y estructurales en células tiroideas en
repuesta a TSH:

Los drganos secretores deben adaptarse a las variaciones en la demanda de secrecidn
de proteinas que ocurre durante el desarrollo, diferenciacion, o cambios en las condiciones
fisioldgicas. Sin embargo, una pregunta muy importante, que hasta el momento no ha sido
del todo esclarecida, es: écomo las células se adaptan al aumento de la capacidad secretora
para permitir una correcta expresion, plegado, modificacion y transporte de los productos

secretados?.

Para estudiar los mecanismos que regulan la capacidad secretora se utilizd como modelo
secretor y respondedor a un estimulo especifico la linea celular derivada de tiroides de
rata, FRTL-5. Como se explicé anteriormente, en estas células el estimulo con TSH induce
la sintesis de proteinas (necesarias para la producciéon de las hormonas tiroideas) que
requieren de la via secretora para alcanzar su correcto destino y asi poder llevar a cabo

adecuadamente su funcion.
2.1 TSH incrementa los niveles proteicos de factores de transporte

Para determinar el efecto del estimulo con TSH sobre proteinas que participan en
diferentes etapas de la via secretora, se realizaron inmunofluorescencias en células FRTL-5
incubadas en condicién basal (-TSH) o estimuladas con 1ImU/mL de TSH (+TSH) durante 24
horas y se analizaron marcadores de diferentes estructuras que participan en la primera
etapa de transporte de la via secretora (RE-Golgi). Como marcadores de RE se analizaron
SRP54 y Calreticulina; como marcadores de ERES se analizaron las subunidades de COPII
Secl6b y Sec23a; como marcadores de COPI se analizaron GBF1 y Arfl; y como marcadores
de Golgi se analizaron GM130, p115, Rablb y Golgin97;. Ademas, se considerd la expresién
de NIS (simportador de Sodio/loduro) en respuesta a TSH como control positivo de
funcionamiento del sistema. De aqui en adelante se hara referencia a las proteinas que

integran la maquinaria de transporte de membranas como “factores de transporte”.

Los resultados indican que, en ausencia de estimulo, los niveles de NIS son practicamente
indetectables, mientras que después de 24 horas de estimulacidn con TSH, se detecté una
marcada induccidn de la expesion de NIS, que se localiza en membrana plasmatica (Fig. 16,
paneles NIS). Ademads, se observé una mayor intensidad de fluorescencia de la mayoria de
los factores de transporte analizados (Fig. 16, paneles +TSH), respecto a la condicién basal
(Fig. 16, paneles -TSH). Se destaca que, todos los marcadores analizados presentaron una
correcta distribucidn subcelular en ambas condiciones y en la condicidn basal se detectd

expresion de todas las proteinas en estudio (Fig. 16, paneles -TSH).
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Figura 16. Cambios de factores de transporte
en respuesta a TSH. Inmunofluorescencias
realizadas en células FRTL-5 incubadas en
condicion basal (-TSH) o estimuladas con
TSH (+TSH) durante 24 horas. Se analizaron
diferentes marcadores de RE: SRP54 'y
Calreticulina, de ERES: Secl6b y Sec23a; de
COPI: GBF1 y Arf1; y de Golgi: GM130, p115,
Rablb y Golgin97. Se utilizo como control
positivo de induccion a NIS. Las imdgenes
son representativas de 3 experimentos
independientes. La barra representa 10 um.
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Para cuantificar los cambios observados por inmunofluorescencias, se realizaron ensayos
de Western blot comparando los niveles de proteinas en ausencia y presencia de TSH
(Fig.17). Luego de 24 horas de induccion con TSH, se detectaron mayores niveles proteicos
en gran parte de los factores de transporte analizados (Fig.17A). Las proteinas Sec23a vy
Golgin97 incrementaron sus niveles 1,5 veces con el tratamiento; Calreticulina, GBF1 vy
p115 lo hicieron ~2 veces; mientras que los niveles de GM130 y Rablb aumentaron mas de
3 veces (Fig.17B). Por su parte, Arfl y SRP54 no mostraron cambios significativos (Fig.17B).
Los niveles de GAPDH se mantuvieron constantes en ambas condiciones, considerandose
control de carga del experimento (Fig.17A). Nuevamente, NIS se establecié como control

del correcto funcionamiento del sistema (Fig.17A). Ademas, se evalud el marcador de
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Figura 17. Niveles relativos de factores de transporte en respuesta a TSH. A. Ensayos de
Western blot representativos realizados con extractos totales de células FRTL-5 incubadas
en condicion basal (-TSH) o estimuladas con TSH (+TSH) durante 24 horas. Se utilizaron
anticuerpos contra los marcadores de RE: SRP54 y Calreticulina; de ERES: Sec23a; de COPI:
GBF1 y Arfl; de Golgi: GM130, p115, Rablb y Golgin97; y de endosomas tempranos:
Rab5a. NIS se empleé como control positivo de induccion, y GAPDH, como control de
carga. Para la deteccion se utilizo el reactivo de quimioluminiscencia ECL con exposicion
en placa radiogrdfica. B. Cuantificacion densitométrica de las bandas correspondientes a
las proteinas indicadas, normalizada con la intensidad de GAPDH y relativa a la condicion
control (-TSH), donde la relacion se considero igual a 1. Las barras representan la media +
EEM (error estandar de la media) de los resultados obtenidos de al menos 3 experimentos
independientes realizados por duplicado, los cuales se analizaron mediante el test de student
y se considerd estadisticamente significativo un p-valor < 0,05 (e=p <0,05; **=p < 0,001). La
cuantificacion se realizo empleando el software GelPro31.
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endosomas tempranos Rab5a y se observd que los niveles de esta proteina incrementan
mas de 2 veces en respuesta a TSH (Fig.17A y B). Los cambios observados concuerdan con
datos anteriormente publicados (Croizet-Berger et al., 2002). La via endocitica es esencial
para la endocitosis y procesamiento intracelular de TG en la produccién de hormonas
tiroideas (Marino y McCluskey, 2000), por lo que es de esperar que también responda a
TSH. En conjunto, estos resultados (Fig. 16 y 17) indican que los niveles proteicos de la
mayoria de los factores de transporte analizados incrementan en respuesta a un estimulo

secretor.

2.2 TSH incrementa los niveles de transcriptos de genes que codifican a factores de

transporte

Con el propdsito de determinar si los cambios en los niveles de proteina observados en
respuesta a TSH estdn dados por un incremento en los niveles de transcriptos de dichos
genes, se realizaron ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR). Para ello, se
avaluaron los niveles relativos de ARNm de células FRTL-5 incubadas en condicion basal
(-TSH) o estimuladas con TSH (+TSH) durante 14 horas. Se analizaron los transcriptos
correspondientes a los marcadores de COPII: Sec31a; de Golgi: GM130, Rablb y KDELR3;
y de endosomas: Rab5a y Rab7a. Nuevamente NIS se utilizé como control positivo del

funcionamiento del sistema (Fig. 18A).

Se determind que, en acuerdo con lo observado a nivel de proteinas, los niveles de
ARNm de genes que participan en transporte son mayores en células estimuladas con TSH,
que en la condicidn basal (Fig. 18B). Los niveles relativos de ARNm aumentaron entre ~1,5
veces, en el caso de GM130, KDELR3, Rab5a y Rab7a, y ~2,5 veces, en el caso de Sec3lay
Rab1lb. Estos resultados sugieren que el incremento observado en los niveles proteicos de
factores de transporte causado por TSH estd dado por incremento de la transcripcion de los

genes que codifican a los mismos.

Sedestaca que practicamente todos los marcadores detectados porinmunofluorescencias
seanalizaron porensayos de Westernblot, conlasalvedad de Sec16byRab5a que nopudieron
ser detectados por ensayos de Western blot e inmunofluorescencia, respectivamente, en
las condiciones ensayadas. Por otra parte, en el andlisis por qRT-PCR se incluyeron Sec31a,
KDELR3 y Rab7a cuyos niveles proteicos no pudieron ser determinados por limitaciones
experimentales. Ademas, los cebadores disefiados para la amplificacion de Calreticulina
y Sec23a no fueron eficientes, ya que en ambos casos se amplificaron productos de PCR

inespecificos, por lo que no pudieron valorarse por qRT-PCR.
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Figura 18. Niveles relativos de ARNm de genes que codifican a factores de transporte
en respuesta a TSH. Se determinaron los niveles de ARNm mediante transcripcion reversa
seguida de PCR en tiempo real (qRT-PCR), a partir de ARN total de células FRTL-5 incubadas
en condicion basal (-TSH) o estimuladas con TSH (+TSH) durante 14hs. Los fragmentos de los
genes de interés se amplificaron empleando cebadores especificos con el equipo ABI 7500 de
Applied Biosystems. Los datos se normalizaron considerando 8-Actina como gen enddégeno
y se expresaron de acuerdo al método 2, usando como calibrador para cada gen el nivel
de ARNm obtenido de extractos de la condicion basal (-TSH). A. Niveles de ARNm relativos de
NIS. B. Niveles de ARNm relativos de marcadores de ERES: Sec31a; de Golgi: GM130, Rab1b
y KDELR3; y de endosomas: Rab5a y Rab7a. Las barras representan la media + EEM de los
resultados obtenidos de al menos 3 experimentos independientes realizados por triplicado, los
cuales se analizaron mediante el test de student y se considerd estadisticamente significativo
un p-valor < 0,05 (eee=p < 0.0001).

2.3 TSH incrementa el volumen del complejo de Golgi

Los resultados indican que TSH incrementa los niveles de transcriptos y proteinas de
factores de transporte y considerando que la mayoria de marcadores analizados pertenecen
al aparato de Golgi, se evalud si la induccién con TSH también promueve cambios
morfoldgicos en el complejo de Golgi. Con tal fin, se realizaron inmunofluorescencias en
células FRTL-5 incubadas en condiciéon basal (Oh) o estimuladas con TSH durante diferentes
tiempos (2, 14 y 24h), empleando dos marcadores de Golgi, una proteina de matriz de

Golgi, GM130; y una proteina transmembrana GalNAcT2, que presenta actividad enzimatica
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Figura 19. Efecto de TSH sobre el complejo de Golgi. A.l. Imdgenes deconvolucionadas de
inmunofluorescencias de células FRTL-5 no estimuladas (Oh) o estimuladas con TSH durante
las horas indicadas, utilizando los marcadores GM130 o GalNAcT2. A.ll. Reconstrucciones
3-D de las imdgenes mostradas en A.l. La barra representa 10 um. B. Cuantificacion del
volumen del complejo de Golgi en relacion al tamafo celular (determinado por citometria
de flujo y considerado 1 en el tiempo 0). Las barras representan la media + EEM de los
resultados obtenidos de 2 experimentos independientes donde se examinaron 14-17
células por condicion. Los datos se analizaron mediante el test ANOVA seguido del post-
test de comparacion multiple de Bonferroni, considerdndose estadisticamente significativo
un p-valor < 0,05 (eee=p < 0.0001). La deconvolucion especial, la reconstruccion 3-D y la
cuantificacion se realizaron con el Software Huygens Essential.
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catalizando la transferencia de grupos N-Acetil-Galactosamina a proteinas cargo. Se detecté
un importante incremento en el tamafio del Golgi entre las 2 y las 14 horas de tratamiento
(Fig. 19A, paneles ). Dicho efecto se percibié con los dos marcadores analizados, GM130 y
GalNAcT2.

Para cuantificar los cambios observados se empled el software Huygens Essential
para deconvolucionar espacialmente las imagenes y obtener las reconstrucciones
tridimensionales de las mismas, a partir de las cuales se determiné el volumen del Golgi
(Fig. 19A, paneles ll). Los resultados obtenidos fueron similares para los dos marcadores
evaluados. Se hallé que TSH promueve el aumento significativo del volumen del Golgi, a
partir de las 14 horas de induccién (Fig. 19B) siendo ~3 veces mayor respecto a su tamafo
en la condicién basal (Tiempo 0) y ~4 veces mds grande luego de 24 horas de induccién
(Fig. 19B). Cabe aclarar que, en cada tiempo los valores obtenidos del volumen del Golgi se
dividieron por el tamafio celular aparente, el cual se determind por citometria de flujo y se
considerd 1 al tamano de las células en el tiempo Oh. De este modo, los cambios indicados
se independizan de variaciones en el volumen celular. Se destaca que el tamafio celular no

varia significativamente entre las distintas condiciones ensayadas.

Con el objetivo de establecer los cambios ultraestructurales que ocurren a nivel del
complejo de Golgi en respuesta a TSH, se realizaron ensayos de microscopia electrénica
en células FRTL-5 no estimuladas (-TSH) o estimuladas con TSH (+TSH) durante 24 horas.
Para ello, se establecié una colaboracion con Roman Polishchuk del Telethon Institute of

Genetics and Medicine, Ndpoles, ltalia.

Figura 20. Andlisis ultraestructural del complejo de Golgi en respuesta a TSH. Micrografias
electronicas de células FRTL-5 (A) incubadas en condicion basal (-TSH) o (B y C) estimuladas
con TSH (+TSH) por 24 horas. Los resultados son representativos de 3 experimentos
independientes. N: Nucleo; M: Mitocondria; G: Golgi. La barra representa 500 nm.
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Los resultados revelan que, en condicidon basal hay una distribucién normal de las
distintas organelas celulares, donde el complejo de Golgi presenta su usual organizacién
en cisternas (Fig. 20A). Por otra parte, en células estimuladas con TSH se determind un
incremento en el niUmero de cisternas del aparato de Golgi, observandose de 1 a 2 mas por
stack (Fig. 20B). Ademas, se encontrd que las cisternas presentan una mayor dilatacion, lo
que apunta a que probablemente presentan mayor superficie (Fig. 20C). Estos resultados
sugieren que el aumento del volumen del Golgi en respuesta al estimulo con TSH se debe

a la presencia de un mayor numero de cisternas y a una mayor dilatacion de las mismas.
2.4 TSH no induce proliferacion de células FRTL-5 luego de 24 horas de tratamiento

TSH suele ser considerado un mitdgeno fisioldgico especifico que promueve la
division celular de tirocitos (FRTL-5), ya que estimula el crecimiento, el funcionamiento
y la diferenciacion de células tiroideas (Dumont et al., 1992). El efecto de TSH sobre Ila

proliferacion celular de FRTL-5 es dependiente de las condiciones de incubacidn.

Medio 100-
-TSH +TSH completo

-]
o
1
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Figura 21. Proliferacion celular en respuesta a TSH. A. En el panel superior se muestran
imdgenes de inmunofluorescencias realizadas en células FRTL-5 no estimuladas (-TSH),
estimuladas con TSH (+TSH) o incubadas en medio completo (5% de suero y TSH) durante
24 horas, utilizando anticuerpo contra BrdU. En el panel inferior se muestra la superposicion
de fotografias de contraste de fase y de fluorescencia. La barra representa 10 um. B.
Cuantificacion del porcentaje de células en proliferacion, es decir, BrdU positivas. Las barras
representan la media + EEM de los resultados obtenidos de 3 experimentos independientes
donde se examinaron 15 campos por condicion. Los datos se analizaron mediante el test
ANOVA seguido del post-test de comparacion multiple de Bonferroni, considerdndose
estadisticamente significativo un p-valor < 0,05 (eee=p < 0.0001).
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Con el fin de corroborar si en las condiciones empleadas en nuestro sistema los cambios
observados hasta el momento son consecuencia de mayor proliferacién celular, se procedio
a evaluar el efecto mitogénico de TSH. Para ello se utiliz6 Bromodeoxiuridina (BrdU),
nucledtido sintético analogo a la timidina, el cual se incorpora al nucleo de células en fase
de sintesis. Si TSH induce proliferacién, se detectara incremento en la incorporacién de BrdU
en las células. Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia, empleando un anticuerpo
especifico contra BrdU, en células FRTL-5 incubadas en presencia de BrdU, no estimuladas
(-TSH) o estimuladas con TSH (+TSH) durante 24 horas. Como control positivo, se crecieron
células FRTL-5 en medio suplementado con 5% de suero y TSH (medio completo). Cabe
reiterar (ver materiales y métodos) que la concentracion de suero en el medio de incubacidn

es de 0.2%, tanto en células no estimuladas como estimuladas con TSH.

El porcentaje de células en proliferacion en cada condicidn analizando el numero de
nucleos conteniendo BrdU en relacién al nimero total, indicéd que la proporcidn de células
en fase de sintesis luego del estimulo con TSH no varia respecto a la condicion basal (Fig.
21). Contrariamente, cuando las células se incubaron en medio suplementado con 5% de
suero y TSH el porcentaje de nucleos que incorporaron BrdU es mayor que en las otras dos
condiciones (Fig. 21, medio completo). Estos resultados indican que, en las condiciones
ensayadas TSH no induce proliferacién de células FRTL-5, al menos en las primeras 24
horas de tratamiento. Datos presentados por Grieco y colaboradores (Grieco et al., 1990)
sostienen que recién luego de 36 horas del estimulo con TSH se observa la mayor tasa de

proliferacion de tirocitos.
2.5 Conclusiones Capitulo Il

El estimulo con TSH promueve el incremento de la expresion de genes que codifican para

factores de transporte, con un concomitante aumento en sus niveles proteicos.

Estos cambios moleculares impactan estructuralmente en una de las principales
organelas que integran la via secretoria: el complejo de Golgi, el cual amplia su volumen

extendiendo el nimero de cisternas y la superficie de las mismas en respuesta a TSH.

Los cambios observados son independientes de la divisién celular ya que TSH no

promueve la proliferacidon de células FRTL-5 en las condiciones ensayadas
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3- Mecanismos que regulan cambios en los factores de transporte en
respuesta a TSH

Los mecanismos que regulan los cambios descriptos en el capitulo anterior pueden

explicarse por dos vias diferentes:

1) TSH estimula la sintesis de proteinas especificas de tiroides (como NIS, Tiroperoxidasa
(TPO) y Tiroglobulina (TG), consideradas proteinas cargo) que inducen sobrecarga del
transporte e indirectamente promueven el incremento de factores de transporte, regulando
asi la capacidad secretoria. Es decir, es el aumento de cargo/tréfico lo que lleva a cambios

en la maquinaria de transporte;

2) TSH activa directamente vias de sefialamiento que regulan simultdneamente la
produccidon de cargo especifico y la expresion de factores de transporte, ampliando la
capacidad secretoria de estas células. Es decir, el aumento de cargo/trafico y los cambios

en la maquinaria de transporte ocurren paralelamente.
A continuacion se describen resultados orientados a esclarecer las dos hipotesis posibles.

3.1 La cinética de expresion de proteinas de transporte en funcion a TSH es similar
ala de NIS

Para abordar la primer hipdtesis se hizo referencia al trabajo de Christis y colaboradores
(Christis et al., 2010), quienes, empleando el modelo celular FRTL-5, plantean que TG es
“un cliente demandante” del RE ya que, una vez que su sintesis es activada por el estimulo
con TSH, requiere de la asistencia de muchas chaperonas del RE y enzimas de plegado para
su correcto transporte. Sin embargo, revelaron que el incremento de los niveles de TG en
respuestaa TSH no generaacumulacion de esta proteina en el RE. En su lugar, observaron que
chaperonasdel REy enzimas de plegado alcanzan su tasa maxima de sintesisinmediatamente
después de la estimulacion con TSH, antes que haya un aumento significativo de los niveles
de TG. El incremento resultante de la capacidad de plegado es previo a la produccion de
la proteina cargo. Esto previene el estrés celular causado por acumulacidon de proteinas
no plegadas, confirmado por la falta de activacién de componentes clasicos de la via que
responde a proteinas no plegadas (UPR). Si bien estos autores pudieron determinar que la
induccién con TSH no genera estrés de RE (al menos no el estrés clasico, conocido hasta el
momento), no indagan sobre el mecanismo molecular que lleva al incremento de proteinas

residentes del RE y el consecuente aumento en la capacidad de plegado de proteinas.

Para establecer si los cambios observados en los factores de transporte son consecuencia
del incremento de cargo/trafico, se compard la cinética de expresion de proteinas de
transporte en relacion a la de una proteina cargo (en nuestros experimentos se analizd

NIS). Para ello, se realizaron ensayos de Western blot con extractos totales provenientes




Res. III

A
TSH(h) o 4 8 14 24
Calreticulina | = - W —
Calnexing | = s S e a—
Ar‘fl iy AR Nl WRaee e
GM130 - ey Ry ey
Rablb - ——
GAPDH e S Wiy W e TSH
3 Oh
B 3 4h
Bl sh
15- YY) - 14h

ol i mE 2h

Niveles Relativos de Proteina

NIS Calreticulina Calnexina Arfl GM130 Rab1b

Figura 22. Cinética de expresion de proteina cargo y de factores de transporte en respuesta
a TSH. A. Ensayos de Western blot representativos realizados con extractos totales de
células FRTL-5 no estimuladas (0Oh) o estimuladas con TSH durante los tiempos indicados.
Se utilizaron anticuerpos contra proteina cargo: NIS, los marcadores de RE: Calreticulina y
Calnexina; de COPI: Arfl; y de Golgi: GM130 y Rablb. GAPDH se empled como control de
carga. Para la deteccion se utilizé el reactivo de quimioluminiscencia ECL con exposicion
en placa radiogrdfica. B. Cuantificacion densitométrica de las bandas correspondientes a
las proteinas indicadas, normalizada con la intensidad de GAPDH y relativa a la condicion
control (Oh), donde la relacion se considerd igual a 1. Debido a que NIS no es detectable en
la condicion control, los valores se relativizaron a la condicion 8h. Las barras representan
la media £ EEM de los resultados obtenidos de al menos 3 experimentos independientes
realizados por duplicado, los cuales se analizaron mediante el test ANOVA seguido del post-
test de comparacion multiple de Bonferroni, considerdndose estadisticamente significativo un
p-valor < 0,05 (e=p <0,05; e*=p < 0,001; **=p < 0,0001). nd: no detectable. La cuantificacion
se realizo empleando el software GelPro31.
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de células FRTL-5 estimuladas durante diferentes tiempos con TSH (0, 4, 8, 14 y 24h) y se
determinaron los niveles proteicos de diferentes factores de transporte paralelamente a los

niveles de NIS.

Se observd que, luego de 8 horas de tratamiento con TSH la expresion de NIS es
practicamente indetectable, distinguiéndose una marcada induccidn de su expresién a las
14 horas y presentando mayores niveles a las 24 horas de estimulo (Fig. 22A y B). Por su
parte, los niveles proteicos de factores de transporte aumentaron gradualmente a lo largo
de todo el periodo de induccion evaluado (Fig. 22A y B), a excepcion de Arfl que si bien

muestra un pequefio cambio, el mismo no fue significativo.

Ademas, se examinaron los niveles de ARNm de genes que codifican al factor de

transporte Rablb y a proteinas cargo (NIS y TG), a distintos tiempos de induccién con TSH.
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Figura 23. Cinética de expresion de transcriptos que codifican a proteinas cargo y al
factor de transporte Rab1b en respuesta a TSH. Niveles relativos de ARNm determinados
mediante transcripcion reversa seguida de qRT-PCR, a partir de ARN total de células FRTL-
5 no estimuladas (0h) o estimuladas con TSH por 2, 4, 6 y 14 horas. Los genes de NIS, TG y
Rab1b se amplificaron empleando cebadores especificos con el equipo ABI 7500 de Applied
Biosystems. Los datos se normalizaron considerando B-Actina como gen enddgeno y se
expresaron de acuerdo al método 2%, usando como calibrador para cada gen el nivel de
ARNm obtenido en la condicion basal (Oh). Las barras representan la media + EEM de los
resultados obtenidos de al menos 3 experimentos independientes realizados por triplicado,
los cuales se analizaron mediante el test ANOVA sequido del post-test de comparacion
multiple de Bonferroni, considerdndose estadisticamente significativo un p-valor < 0,05 (e=p
<0,05; ee=p < 0,001; e#e=p < 0,0001).
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En este andlisis se incluyd a TG y los datos obtenidos muestran que su expresidn presenta

una cinética similar a la de NIS en respuesta a TSH (Fig. 23).

Los resultados indican que la cinética de los cambios en los niveles de ARNm, tanto de
genes cargo como de genes que participan en transporte, es semejante (Fig. 23). A partir de
las 4 horas de induccién con TSH se observan cambios significativos para los dos grupos de

genes analizados (Fig. 23).

En conjunto, los datos obtenidos por ensayos de Western blot y gRT-PCR apuntan a que
una mayor produccién de cargo en respuesta al estimulo con TSH estaria acompafiada de un
aumento en los niveles proteicos de factores de transporte, sugiriendo que el incremento
resultante en la capacidad secretora no es consecuencia del incremento de cargo ya que
las cinéticas de expresidn son similares. Se destaca que el incremento significativo de los
niveles de ARNm de Rablb ocurre luego de 4 horas de estimulo con TSH, mientras que el
aumento de los niveles de las proteinas cargo analizadas, que serian las responsables de la
sobrecarga del sistema de transporte, ocurre a partir de las 8-14 horas de estimulo. Por lo
tanto, TSH estaria activando cascadas de sefalamiento que impactarian simultaneamente

sobre proteinas cargo y de transporte.

3.2 Forskolina mimetiza el efecto de TSH provocando cambios en los niveles de

factores de transporte

El receptor de TSH, TSHR, es integrante de la familia de receptores acoplados a
proteinas G. Cuando TSH se une a su receptor dispara principalmente la activacién de
dos vias de sefialamiento. Una, dependiente de proteina G subunidad as (Gas) que lleva
a un incremento de AMPc a través de la enzima adenilato ciclasa. En respuesta a esto la
proteina quinasa A (PKA) se activa y posteriormente induce una cascada de fosforilacion de
proteinas, entre las cuales se encuentra CREB (“cAMP responsive element binding protein”).
La otra via, dependiente de proteina G subunidad aq (Gag), que induce la activacién de vias
dependiente de la proteina quinasa C (PKC) y fosfoinositol 3 quinasa (PI3K), con fosforilacidn
de Akt (Morshed et al., 2009). TSH regula la expresidén de genes que codifican para proteinas
importantes en la funcidn tiroidea principalmente mediante la via de la adenilato ciclasa/

AMPc (Adenosil monofosfato ciclico; Vassart y Dumont, 1992; Venkateswaran et al., 2004).

Para explorar si los efectos observados sobre los componentes de transporte producidos
por TSH son mediados por la via de la adenilato ciclasa/AMPc, se analizé el efecto del agonista
sintético de AMPc, Forskolina (FSK; Seamon et al., 1981). Para ello, se realizaron ensayos de
Western blot empleando extractos proteicos obtenidos de células FRTL-5 no estimuladas
(-FSK) o estimuladas con 1ug/mL de FSK (+FSK) durante 24 horas y se determinaron los

niveles de los factores de transporte Calreticulina, Sec23a, GM130 y Rab1lb. Se consideré la
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induccidn de la expresidon de NIS como control positivo de funcionamiento del sistema. En
paralelo, se analizaron también los niveles de dichas proteinas en respuesta a TSH (+TSH).
Se observd que luego de 24 horas de tratamiento con FSK los niveles de los factores de
transporte analizados son mayores respecto a la condicidn basal (Fig. 24A y B). Ademas, los
cambios provocados por FSK son semejantes a los observados por el estimulo con TSH (Fig.
24Ay B).

Nuestros resultados sugieren que las vias de sefialamiento intracelular activadas por TSH
coordinan paralelamente la regulacion de la expresidén de proteinas especificas de tiroides
y los factores de transporte. Asimismo, estos resultados muestran que al igual que TSH,

FSK promueve cambios en los niveles proteicos de factores de transporte en células FRTL-
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Figura 24. Respuesta de los factores de transporte a FSK. A. Ensayos de Western blot
representativos realizados con extractos totales de células FRTL-5 incubadas en condicion basal
(control), estimuladas con FSK (+FSK) o TSH (+TSH) durante 24 horas. Se utilizaron anticuerpos
contra los marcadores de RE: Calreticulina; de COPII: Sec23a; y de Golgi: GM130, Rab1b. NIS
se utilizé como control positivo de induccion y GAPDH como control de carga. La deteccion
se realizd y analizo en el equipo lector OdysseyClx. Las imdgenes se convirtieron a escala de
grises. B. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de las bandas correspondientes a
las proteinas indicadas, normalizada con la intensidad de GAPDH y relativa a la condicion
control, donde la relacidn se consideré igual a 1. Debido a que NIS no es detectable en la
condicion control, los resultados se relativizaron a la condicion +TSH. Las barras representan
la media + EEM de los resultados obtenidos de 3 experimentos independientes realizados
por duplicado, los cuales se analizaron mediante el test ANOVA seguido del post-test de
comparacion multiple de Bonferroni, considerdndose estadisticamente significativo un p-valor
< 0,05 05 (e=p <0,05; **=p < 0,001; eee=p < 0,0001). nd: no detectable. La cuantificacion se
realizo empleando el software Image Studio.
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5, indicando que los efectos observados son mediados por la via de la adenilato ciclasa/
AMPc. Ademads, como se describié en la seccidén 2.2 del Capitulo I, TSH incrementa los
niveles de transcriptos de genes que codifican a factores de transporte, lo que apunta a que
su expresion esté siendo regulada a nivel transcripcional. En conjunto, esto sugiere que la
accién estimulatoria de TSH y FSK activan vias que impactan sobre las regiones regulatorias
tanto de los genes especificos de tiroides como de los factores de transporte en estudio,
sobre elementos respondedores a AMPc (CREs) presentes en las mismas. Este hallazgo va
de la mano con la segunda hipdtesis mencionada anteriormente, donde se planted que la
expresion de factores de transporte esté regulada por un factor de transcripcidon que se

active via TSH.

3.3 Las regiones regulatorias de los genes que codifican a factores de transporte

contienen elementos respondedores a AMPc

Para analizar la presencia de secuencias consenso de unidn a factores de transcripcion
dentro de las regiones regulatorias de los genes que codifican a factores de transporte, se

realizé un andlisis bioinformatico de regiones 5’ corriente arriba del sitio de

inicio de transcripcion de dichos genes. Este estudio se hizo en colaboracidn con Diego
Viale (Universidad de San Martin, Buenos Aires-Argentina), quien empled el programa
WebMOTIFS para analizar conjuntamente las regiones regulatorias de los genes (empleando
la base de datos del genoma humano) detallados en la tabla 2. Se destaca que el andlisis se
efectué examinando comparativamente todas las secuencias en busca de sitios enriquecidos
presentes en todas ellas. Los genes analizados codifican para proteinas que participan en
transporte de membranas y se seleccionaron de acuerdo a resultados previos obtenidos en
el laboratorio donde se observé que Rablb modulada la expresidn de estos genes (Romero
et al., 2013). Como se describe en la tabla, en color se resaltan los genes analizados en el

presente trabajo de tesis.

Los resultados obtenidos indican la presencia de dos motivos altamente enriquecidos
en todas las regiones analizadas (Fig. 25A y B). Uno de los motivos (Fig. 25A) se encuentra
enriquecido 4.68 veces respecto a secuencias al azar, sin embargo, hasta el momento no
se han descripto factores de transcripcidon que se le unan. Quedara pendiente determinar
la importancia de esta regién y las moléculas que interaccionan con ella. En cuanto al otro
motivo (Fig. 25B) se encontrd que estd mas enriquecido que el mencionado anteriormente
(7.87 veces respecto a secuencias al azar) y que presenta alta homologia con las secuencias
de ADN correspondientes a varios elementos caracterizdos como el elemento respondedor
a AMPc (CRE) y el elemento respondedor a la falta de plegamiento de proteinas (UPRE;
Chan et al., 2011). Los factores de transcripciéon de la subfamilia de proteinas CREB3 son

capaces de unirse a estas secuencias.
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Rablb

KDEL endoplasmic reticulum protein retention receptor 3
Golgi autoantigen, golgin subfamily a, 2

Rab acceptor 1 (prenylated)

ADP-ribosylation factor-like 1

Yipl interacting factor homolog (5. cerevisiag)
ADP-ribosylation factor 4

Signal recognition particle 54kDa

SEC22 vesicle trafficking protein-like 1

RAB26, member RAS oncogene family

SEC24 related gene family, member D

RAB11 family interacting protein 2 {class 1)

Golgi autoantigen, golgin subfamily a, 3
M-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein, alpha
Golgi autoantigen, golgin subfamily a, 1

Syntaxin binding protein 1

iGolgi reassembly stacking protein 2, 55kDa

Betl golgi vesicular membrane trafficking protein

SEC31 homolog A

Vesicle docking protein p115 - USO1 vesicle transport factor
Coatomer protein complex, subunit zeta 2

Coatomer protein complex, subunit gamma
Stress-associated endoplasmic reticulum protein 1
Rho-related BTB domain containing 3

Ras-related GTP binding C

Syntaxin 34

RAB32, member RAS oncogene family

GTP binding protein overexpressed in skeletal muscle

cytohesin 1 Pleckstrin homology, Sec? and coiled-coil domains 1

PSCD1
Calreticulina
Rah5a
Rab7a

RAB1B
KDELR3

GOLGAZ2 (GM130)
RABACI

ARL1

YIF1A

ARF4

SRPS4

SEC2211

RAB26

SEC24D
RAB11FIP2
GOLGA3

NAPA

GOLGAL

STXBP1
GORASP2

BET1

SEC31A

USO — VDP (P115)
CoPZ2

COPG1

SERP1

RHOBTB3

RRAGC

STX3A

RAB32

GEM

CYTH1

CALR
RABSA

RABTA

Tabla 2. Genes que participan en transporte de membranas. En rojo se destacan genes
analizados por qRT-PCR en respuesta a TSH; en celeste, aquellos analizados por IF y/o WB; y
en verde los analizados por gqRT-PCR e IF y/o WB.
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Figura 25. Secuencias enriquecidas
A presentes en las regiones regulatorias

de genes que participan en transporte
C CC‘ :C de membranas. Andlisis de las regiones

5’ de los genes mencionados en la tabla 2

B mediante el programa WebMOTIFS, donde
se hallaron dos motivos comunes presentes

T AC T C A en todos los genes. A. Motivo no descripto
— = = hasta el momento. B. Motivo que posee alta

C homologia con las secuencias del elemento
T g respondedor a AMPc (CRE) y del elemento

P et AC T E;T de respu,esta a la falta de plegamiento

—_ de proteinas (UPRE). C. Sitio consenso de

CrebA (Abrams y Andrew, 2005), ortdlogo
de Drosophila de los factores CREB3.

La familia de factores de transcripcién CREB3 participa en la regulacién de la expresion
de proteinas tejido especificas (de secrecion o membranas) en respuesta a un determinado
estimulo (sefiales relacionadas al metabolismo, diferenciacidon e inflamacién) y también
controla la expresion de proteinas de transporte, incrementando asi la capacidad secretora
de las células reconociendo un sitio consenso similar a la secuencia CRE y UPRE (Fig. 25C;
Fox et al., 2010; Barbosa et al., 2013).

3.4 El factor de transcripcion CREB3L1 se activa en respuesta a TSH

Como primera aproximacién al andlisis de la posible participacién de los factores
CREB3 en la regulacién de la expresion de proteinas de transporte inducida por TSH, se
determind la activacion (clivaje) de proteinas de la subfamilia CREB3 en respuesta a TSH
mediante ensayos de Western blot con extractos totales provenientes de células FRTL-5
incubadas en condicidn basal (Oh) o estimuladas durante diferentes tiempos (4, 8, 14 y 24h),
empleando anticuerpos que reconocen especificamente la fraccidn activa de cada proteina.
Particularmente, el estudio se enfocd en analizar la activacion de CREB3L1 y CREB3L2, ya que
son los ortélogos de mamifero mas cercanos a CREBA, factor de transcripcion que regula
la expresion de genes que integran la via secretora en Drosophila (Fox et al., 2010). Se ha
descripto que CREB3L1 y CREB3L2 se expresan en un gran nimero de érganos secretores
(Omori et al., 2002; Kondo et al., 2005, 2007; Saito et al., 2007, 2009; Murakami et al.,
2009) y que ademas estas proteinas son capaces de incrementar la capacidad secretora en

células no especializadas (Fox et al., 2010).

Como se mencioné en la introduccidn, la activacién de las proteinas CREB3 involucra un
mecanismo proteolitico regulado donde se libera su dominio N-terminal (fraccidn activa) que

actua como factor de transcripcion (Murakami et al., 2009; Denard et al., 2012), activando
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Figura 26. Activacion de CREB3L1 y CREB3L2 en respuesta a TSH. A. Ensayos de Western
blotsrepresentativos realizados con extractos totales de células FRTL-5 no estimuladas (Oh) o
estimuladas con TSH por 4, 8, 14y 24 horas. Se utilizaron anticuerpos que reconocen la fraccion
activa de CREB3L1 y CREB3L2. GAPDH se empleé como control de carga. Para la deteccion
se utilizé el reactivo de quimioluminiscencia ECL con exposicion en placa radiogrdfica. B.
Cuantificacion densitométrica de las bandas correspondientes a las proteinas indicadas/
GAPDH y relativa a la condicion control (Oh), donde la relacion se considerd igual a 1. Las barras
representan la media + EEM de los resultados de al menos 3 experimentos independientes
realizados por duplicado, los cuales se analizaron mediante el test ANOVA seguido del post-
test de comparacion multiple de Bonferroni, y se considerd estadisticamente significativo un
p-valor < 0,05 (e=p <0,05; **=p < 0,001). La cuantificacion se realiz6 empleando el software
GelPro31

transcripcional diversos genes, incluso de ellos mismos (Murakami et al., 2006; Bailey et al.,
2007). Los ensayos de Western blot indican que los niveles de CREB3L1 activo aumentan
en funcidén al estimulo con TSH, observandose un incremento gradual en las primeras
horas de tratamiento, adquiriendo valores maximos después de 14 horas de induccion
y disminuyendo a valores basales luego de 24 horas (Fig. 26A y B, paneles CREB3L1). En
tanto, los niveles de CREB3L2 activo no cambiaron significativamente en respuesta a TSH,

mostrando valores constantes durante todo el tratamiento (Fig. 26A y B, paneles CREB3L2).

Ademas, se analizaron los niveles de ARNm de CREB3L1 y CREB3L2 mediante ensayos
de qRT-PCR con ARN total proveniente de células FRTL-5 no estimuladas (Oh) o estimuladas
con TSH durante diferentes tiempos (2, 4, 6 y 14h). El estudio revelé que, en acuerdo con
lo observado a nivel de proteinas, los niveles de transcripto de CREB3L1 incrementan en
respuesta a TSH de manera dependiente del tiempo, presentando un incremento gradual
en las primeras horas de tratamiento, adquiriendo valores maximos después de 4 horas de
induccién y disminuyendo a valores basales a las 14 horas (Fig. 27, panel CREB3L1). Por su
parte, los niveles de CREB3L2 se mantuvieron constantes frente a la induccion con TSH (Fig.
27, panel CREB3L2). Por lo que TSH no sdlo induce la activacion de CREB3L1, sino también

incrementa sus niveles de transcripto.
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Figura 27. Niveles relativos de ARNm de CREB3L1 y CREB3L2 en respuesta a TSH. Niveles
relativos de ARNm determinados mediante transcripcion reversa sequida de PCR en tiempo
real (QRT-PCR), a partir de ARN total de células FRTL-5 no estimuladas (Oh) o estimuladas
con TSH por 2, 4, 6 y 14 horas, empleando cebadores especificos y el equipo ABI 7500 de
Applied Biosystems. Los datos se normalizaron considerando 8-Actina como gen enddégeno
y se expresaron de acuerdo al método 2, usando como calibrador para cada gen el nivel
de ARNm obtenido en la condicion basal (Oh). Las barras representan la media + EEM de los
resultados obtenidos de 2 experimentos independientes realizados por triplicado, los cuales
se analizaron mediante el test ANOVA seguido del post-test de comparacion multiple de
Bonferroni, considerdndose estadisticamente significativo un p-valor < 0,05 (e ee=p <0,0001).

I
CREB3L1 CREB3L2

3.5 CREB3L1 promueve el incremento del volumen del complejo de Golgi

En células tiroideas, posiblemente CREB3L1 actie también como factor de transcripcion
responsable del incremento de la expresion de genes que participan en el sistema de
transporte de membranas. Si nuestra postura es correcta la sobreexpresién de CREB3L1
deberia (de manera indirecta) promover cambios en el volumen del complejo de Golgi. Para
analizar esto, células FRTL-5 se transfectaron transientemente con distintas construcciones
de CREB3L1, se estimularon con TSH durante diferentes tiempos (0, 2, 4 y 14h) y se realizaron
inmunofluorescencias empleando el marcador de Golgi GM130. Las construcciones de
CREB3L1 utilizadas (clonadas en el vector pcDNA3) fueron tres: 1. la version completa de la
proteina salvaje (Full length, FL); 2. la forma procesada, constitutivamente activa (CA); y 3. la
dominante negativa (DN; Fig. 28). Laforma procesada carece del dominio transmembrana, lo
cual corresponde a la proteina clivada, es decir, a la forma activa de la misma. La dominante
negativa, ademas de carecer del dominio transmembrana, carece del dominio de activacion

transcripcional, por lo que no puede regular la produccidn de sus genes blanco. Estas
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Figura 28. Representacion esquemadtica de las construcciones de CREB3L1 empleadas. La
secuencia que codifica para la version completa (FL), la forma procesada, constitutivamente
activa (CA), o la dominante negativa (DN) de la proteina se encuentran en el vector pcDNA3.
AT: dominio de activacion transcripcional. bZIP: dominio bdsico de cremallera de leucinas.
TM: dominio transmembrana.

construcciones fueron gentilmente donadas por los Doctores Deborah J. Andrew (The Johns
Hopkins University, Estados Unidos) y David Murphy (University of Bristol, United Kingdom
- University of Malaya, Malasia; Fox et al., 2010; Greenwood et al., 2014). Las imagenes
obtenidas por microscopia confocal se deconvolucionaron espacialmente (Fig 29A, B,
C vy D, paneles I) con el software Huygens Essential y se obtuvieron las reconstrucciones
tridimensionales de las mismas, a partir de las cuales se determiné el volumen del Golgi (Fig
29A, B, Cy D, paneles Il y 29E). Se detectd que, tal como se describid en la seccién 2.3 del
capitulo Il (Fig. 19), en células FRTL-5 no transfectadas (Control) la estructura del complejo
de Golgi cambia luego de la induccion con TSH, observandose incremento en su volumen a
partir de las 4 horas de tratamiento, siendo significativo luego de 14 horas, donde aumenta
@3 veces su tamafio respecto a la condicidn basal (Oh; Fig. 29A y E panel Control). En cuanto
a las células que sobreexpresan CREB3L1FL y CREB3L1CA, se observd que en la condicién
basal (0h) el volumen del Golgi es mayor al de las células no transfectadas (Control).
Ademas, se vio que a partir de las 2 horas de estimulo con TSH el volumen del Golgi aumenta
marcadamente, alcanzado valores maximos en los tiempos evaluados (Fig. 29B y E panel
CREB3L1FL, y C y E panel CREB3L1CA, respectivamente). El hecho de que el volumen del
Golgi no incremente aun mas después de las 4 horas de induccidn puede deberse a que el
sistema esté saturado. Finalmente, en células que expresan la mutante dominante negativa
CREB3L1DN, se observo una tendencia semejante a la condicidn control pero el volumen
del complejo de Golgi no cambia significativamente en respuestaa TSH, afirmando que la

mutante tiene efecto de dominante negativa (Fig. 29D y E panel CREB3L1DN).
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Figura 29. Efecto de CREB3L1 sobre el volumen del complejo de Golgi. I. Imdgenes
deconvolucionadas de inmunofluorescencias de células FRTL-5 (A) no transfectadas (Control),
(B) transfectadas con la version completa de CREB3L1 (CREB3L1FL), (C) transfectadas con
la forma activa (CREB3L1CA), o (D) transfectadas con la dominante negativa (CREB3L1DN),
no estimuladas (Oh) o estimuladas con TSH durante los tiempos indicados. Para la
inmunodeteccion del Golgi sé utilizé el marcador GM130. En los recuadros se muestra
que las células analizadas expresan la construccion indicada. Il. Reconstrucciones 3-D de
las imdgenes mostradas en I. La barra representa 10 um. E. Cuantificacion del volumen
del complejo de Golgi en las distintas condiciones ensayadas. Las barras representan la
media * EEM de los resultados obtenidos de un experimento representativos donde se
examinaron 5-10 células. Los datos se analizaron mediante el test ANOVA seguido del post-
test de comparacion multiple de Bonferroni, considerdndose estadisticamente significativo
un p-valor < 0,05 (e=p<0.05; eee/###/***=p<0.0001). En todos los casos se comparo con
el tiempo 0 de la condicion control. La deconvolucion especial, la reconstruccion 3-D y la
cuantificacion se realizaron con el Software Huygens Essential.

3.6 Conclusiones Capitulo Il

La estimulacién de células FRTL-5 con TSH, induce la sintesis de proteinas importantes
en la funcién tiroidea (cargo) y esta acompaiada de un aumento en los niveles proteicos
de factores de transporte. Estos dos procesos ocurren paralelamente, sugiriendo que el
incremento resultante en la maquinaria de transporte es independiente del incremento de

cargo.

El empleo del agonista sintético de AMPc, FSK, induce un efecto similar al de TSH,
promoviendo cambios en los niveles proteicos de factores de transporte, lo que indica que

los efectos observados requieren de la via de la adenilato ciclasa/AMPc.




Res. III

En todas las regiones regulatorias analizadas de un gran numero de genes que codifican
a factores de transporte se determind la presencia de un motivo altamente enriquecido, el
cual presenta alta homologia con la secuencia descripta para el elemento respondedor a
AMPc (CRE).

TSH no sélo activa la protedlisis de CREB3L1, sino también incrementa sus niveles de
transcripto. Ademas, CREB3L1 promueve el incremento del volumen del complejo de
Golgi, incluso en células incubadas en condicién basal. Contrariamente, la expresion de la
dominante negativa de CREB3L1 impide el aumento del volumen del Golgi, inclusive luego

de la estimulacion con TSH.
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En células eucariotas, la via secretora cumple un rol fundamental en el mantenimiento de
la homeostasis celular. Permite que diversas macro-moléculas lleven a cabo adecuadamente
su funcion al alcanzar su correcto destino mediante una serie de etapas conectadas a través
de intermediarios de transporte (vesiculas y/o tubulos). La primera etapa de la via consiste
en el transporte de membranas entre el RE y el complejo de Golgi, cuya eficiencia depende
de la participacidén de una gran variedad de familias de proteinas (Lee et al., 2004; Short et
al., 2005). .

Rol de Rab1b en la dindmica y funcion de COPII

Las proteinas destinadas a ser secretadas (proteinas cargo) son transportadas al
RE y recubiertas por el complejo de cubierta COPII. En los sitios de salida del reticulo
endopldasmico, COPII tiene la capacidad de deformar la bicapa lipidica, donde modula
la seleccién y la concentracién de proteinas cargo, generando los intermediarios de
transporte que se desprenden de las membranas del RE (Lee y Miller, 2007; Sato y Nakano,
2007). Luego de la salida del RE, las vesiculas COPII se fusionan de manera homotipica
(Xu y Hay, 2004) promoviendo la generacion de estructuras de membranas recubiertas
con el complejo de cubierta COPI. Estos transportadores se dirigen con direccién al
complejo de Golgi a través de microtubulos del citoesqueleto y se fusionan con la cisterna
cis del aparato de Golgi (Bannykh et al., 1996). En todo este proceso, la GTPasa Rablb
coordina multiples etapas como la formacién, desplazamiento, “tethering” y fusion de los
intermediarios de transporte, interaccionando con diferentes proteinas efectoras (Alvarez
et al., 2003; Monetta et al., 2007). Es por ello que en los ultimos anos las proteinas Rab
GTPasas han sido ampliamente estudiadas y caracterizadas debido al rol primordial que
poseen en numerosos aspectos del transporte intracelular de membranas (Tisdale et al.,
1992; Hutagalung y Novick, 2011). Hasta el momento se sabia que Rablb recluta a GBF1
(Monetta et al., 2007), GEF de Arfl (Claude et al., 1999; Kawamoto et al., 2002), quien
modula la asociacion de COPl a membranas en la interfase RE-Golgi (Garcia-Mata et al.,
2003). En este trabajo de tesis se analizd la importancia de la GTPasa Rab1b en la regulacion

de la funcién del complejo de cubierta COPII.

Nuestros resultados indican que Rab1b colocaliza con el complejo COPII en estructuras
punteadas periféricas de la interfase ERES/Golgi (Fig. 13A). Ademas se encontré que, en su
forma activa, Rab1b interacciona con los componentes de COPIl Sec23, Sec24 y Sec31 (Fig.
13B). Se corrobord que dicha interaccién ocurre in vivo, pero no se determiné si es directa.
Rablb también interacciona con el complejo COPI, ya que recluta a GBF1 (Monetta et al.,
2007), quien origina la asociacion de dicho complejo en la interfase de los ERES (Garcia-

Mata et al., 2003). En conjunto, estos datos sugieren que posiblemente Rablb participe
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promoviendo la maduracién secuencial de los intermediarios de transporte a partir de los

sitios de salida del RE.

Por otra parte, la inhibicién de la actividad de Rablb, mediante la expresién de la
mutante dominante negativa (Rab1N121l), induce fragmentacion del complejo de Golgi,
disociacion de COPI de membranas y pérdida de la organizacidon perinuclear de COPII
en las proximidades del complejo de Golgi, que sélo exhibe su tipico patréon punteado
disperso por todo el citosol (Fig. 14A). Ademas, se observéd que la inhibicién de Rablb
altera el tamafio de las estructuras punteadas de COPII, evidencidndose mayor cantidad de
estructuras de menor tamafio (Fig. 14B). Cabe recalcar que la inhibicion de Rab1b provoca
la disociacidon de COPl de membranas, mientras que COPII sélo pierde su marca perinuclear,
manteniéndose asociada a las membranas de los ERES, por lo que Rab1b no participaria en
la asociacion del complejo COPIl en el RE. A partir de resultado obtenidos por nuestro grupo
de investigacidn, se comprobd que el aumento del ensamblado de COPII inducido por la
sobre-expresion de proteinas de Golgi (Guo y Linstedt, 2006) no se encuentra alterado por
la inhibicion de Rab1b (datos no mostrados). Esto sugiere que el aumento en el nimero de
pequefias estructuras COPIl causado por la deplecidon de Rablb y la permanencia de COPII
en las membranas de los ERES, no se debe a una deficiencia de asociacion/ensamblado de

COPIl a membranas.

Ademas, Rablb modula la dindmica de asociacidén/disociacion de COPIl a membranas,
ya que la presencia de la mutante activa de esta GTPasa reduce la velocidad de asociacién/
disociacion de este complejo a las membranas (Fig. 15A). La disrupcion del Golgi y la
disociacion de B-COP de membranas en células depletadas de Rab1b fueron previamente
reportadas (Hutt y Balch, 2008; Monetta et al., 2007), siendo el fenotipo resultante
consecuencia de la perturbacion de la interaccion de Rablb con GBF1 (requerida para
la asociacién de GBF1 a membranas). Dado que Rablb recluta a GBF1 a la interfase de
los ERES, promoviendo la asociacion de COPI, no descartamos la posibilidad de que los
cambios en COPII producidos por la deplecion de Rablb sean una consecuencia indirecta
de su interaccion con GBF1 y la falta de reclutamiento de COPI. Sin embargo, esto pareceria
poco probable ya que la deplecion de GBF1 induce la tubulacién de GM130 en lugar de la
fragmentacién del Golgi, como en el caso de células depletadas de Rabl1b (Szul et al., 2007).
Por otro lado, en células depletadas de GBF1, las estructuras punteadas de COPIl también
pierden su concentracién perinuclear (Szul et al., 2007). No obstante, estas estructuras no
presentan menores tamafios, como lo hacen ante la inhibicién de Rab1b, sugiriendo que
la dindmica de COPII no esta alterada en células depletadas de GBF1. En concordancia, en
células tratadas con BFA no se detectd un cambio significativo en la dindmica de estructuras

COPIl en comparacion a células no tratadas (Ward et al., 2001).
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Para entender la estabilizacién de COPll en membranas de células que expresan Rab1Q67L
y el incremento en el nimero de pequenas estructuras COPIl en células depletadas de Rab1b,
se considerd el hecho que la dindmica de la cubierta COPIl esta regulada por el intercambio de
GDP-GTP en Sarl. Este proceso es catalizado por la GEF Sec12 y por la GAP Sec23 (subunidad
del complejo Sec23/24 que forma COPII), y pareceria que la interaccién de Rab1lb-GTP
(activa) con Sec23 reduciria su actividad GAP. Esto disminuiria la hidrdlisis de Sar1-GTP, lo
que induciria la estabilizacién de COPIl en membranas (afectando la dindmica de COPII en
la etapa de desensamblado), tal como se mostré mediante los ensayos de FRAP. Por otro
lado, en células depletadas de Rab1lb, la actividad GAP de Sec23 podria no estar regulada,
provocando un incremento en la hidrélisis de Sar1-GTP con una consecuente disminucion de

la estabilizaciéon de COPIl en membranas (reduciendo el tamano de las estructuras).

Los resultados presentados en esta seccidn, junto con los datos publicados, apoyan el
modelo donde Rab1b asegura no sélo la especificidad de la unidn de las vesiculas con sus
organelas blanco, sino también, modula la estabilidad de COPIl en membranas, permitiendo
que COPIl permanezca formado el tiempo que sea necesario para acoplar el cargo capturado
y alcanzar la total formacidn y funciéon de COPII. En conclusidn, Rablb no sélo es esencial
en etapas de fusidn de intermediarios de transporte (Allan et al., 2000; Moyer et al., 2001;
Weide et al., 2001), sino que también es requerida en etapas previas, donde participa en la
maduracién de dichos intermediarios, modulando la dindmica de asociacidén/disociacion de
COPIl a membranas y el reclutamiento de COPI (Alvarez et al., 2003; Monetta et al., 2007),

permitiendo la progresién del transporte.

Cambios moleculares y estructurales en células tiroideas en repuesta a TSH

Como otras funciones celulares, el transporte intracelular de membranas requiere de la
coordinacién de una serie de organelas y de componentes para su correcto funcionamiento.
La secrecidon de proteinas tiene lugar en todos los tipos celulares, y estd muy incrementada
en células secretoras especializadas. Hasta el momento, poco se conoce acerca del proceso
qgue permite la regulacidn selectiva de la capacidad secretora en células. Los drganos
glandulares secretores deben adaptarse a la necesidad creciente de secrecién de proteinas
gue ocurre durante el desarrollo, diferenciacion, o cambios en las condiciones fisioldgicas.
Sin embargo, una pregunta muy importante, que hasta el momento no ha sido del todo
esclarecida, es como estan coordinados los cambios en la capacidad secretora que permitan
una correcta expresién, plegado, modificacion y transporte de los productos secretados

para lograr dicha adaptacion.

En tiroides, TSH estimula la sintesis y secrecién de proteinas necesarias para la
produccidn de hormonas tiroideas (Brown et al., 2000). Debido a que estas proteinas deben

ser transportadas a sus correctas localizaciones, se necesitan condiciones de transporte
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Optimas para mantener la secrecién, y asi, el correcto funcionamiento de la glandula tiroidea.
En este trabajo describimos como la maquinaria de transporte de membranas responde al
estimulo secretor de TSH, acompafiando el incremento de proteinas de tiroides, previniendo

la acumulacidn de las mismas y permitiendo el correcto funcionamiento celular.

Nuestros resultados muestran que, el estimulo con TSH promueve conjuntamente la
sintesis de proteinas de tiroides, como NIS, TG y TPO, y el incremento de los niveles de
proteinas que participan en transporte de membranas (Fig. 16; 17 y 22). Se observé el
incremento de chaperonas del RE: Calreticulina y Calnexina; proteinas del complejo de
cubierta COPII: Sec23a, Sec31ay Secl6b; COPI: GBF1; del complejo de Golgi: GM130, Rab1b,
p115, Golgin97, KDELR3 y GalNAcT2. En conjunto, estas proteinas integran la primera etapa
de transporte de la via secretora, que comprende la salida de proteinas cargo del RE y
su transporte al complejo de Golgi. También, se detectd el incremento de los niveles de
componentes de la via endocitica: Rab5a y Rab7a. Si bien la via endocitica no participa
en la secrecion de proteinas de tiroides, es esencial para la endocitosis (desde el coloide)
y posterior procesamiento intracelular de la tiroglobulina en la produccion de hormonas
tiroideas (Marino y McCluskey, 2000). Los niveles de ARNm de los genes que codifican para
las proteinas estudiadas, también aumentaron en respuesta a TSH (Fig. 18 y 23), lo que
sugiere que el estimulo secretor promueve mayor transcripcién de genes que participan en
el transporte de membranas con el consecuente incremento de sus niveles proteicos. Estos
cambios moleculares terminan impactando estructuralmente en las organelas que integran
la via secretora, como por ejemplo, en el complejo de Golgi. Nuestros hallazgos revelan
que, en respuesta a TSH, el aparato de Golgi amplia considerablemente su volumen (Fig.
19), mediante el incremento del nimero de cisternas por stack y la superficie de las mismas
(Fig. 20). No se puede descartar el hecho de que los cambios observados en el complejo de
Golgi se deban al aumento en el flujo de cargo. Sin embargo, esto parece poco probable ya
qgue en células de mamifero se describié que el volumen del complejo de Golgi se extiende
en respuesta al incremento de enzimas de Golgi y no debido al aumento de flujo de cargo
(Guo vy Linstedt, 2006). En nuestro sistema, entre otras proteinas del Golgi, observamos el
incremento de la enzima de Golgi GaINAcT2 en respuesta a TSH (Fig. 19), lo que justificaria

el incremento del volumen de esta organela.

El mantenimiento de la estructura y funcion del Golgi depende del flujo constante de
proteinas desde el RE (Ward et al., 2001) y ambos pueden ser vistos como un Unico sistema
sostenido por un ciclado dinamicoy constante de proteinas, lipidosy membranas. Cuando este
sistema se expande durante la induccién por TSH de los tirocitos, el balance de lo exportado
y lo importado desde y hacia el RE debe adaptarse para permitir que dicha expansién ocurra.

En este trabajo de tesis se demostré que TSH incrementa los niveles de proteinas que
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integran el complejo de cubierta COPII, localizado en los ERES. A diferencia de lo que sucede
a nivel de Golgi, el aumento de flujo de cargo si ocasiona incremento del nimero y tamafio
de los ERES, en lineas celulares adherentes de mamiferos (Guo y Linstedt, 2006). Esto sugiere
gue el aumento de proteinas cargo de tiroides, ocasionado por el tratamiento con TSH, es
lo que provoca el incremento de los ERES. Alternativamente, los tirocitos podrian estar
experimentando una expansion a nivel de RE, semejante a lo que sucede con el complejo
de Golgi, lo cual podria llevar a un incremento proporcional de los ERES. Esta hipdtesis se
apoya con lo que sucede en la interfase del ciclo celular. En esta etapa, los ERES incrementan
de manera proporcional al aumento del tamafio celular y al crecimiento del RE (Hammond y

Glick, 2000), lo cual ocurre en ausencia de incremento de cargo.

Nuestros resultados sugieren que, frente a un estimulo secretor, la capacidad de la
maquinaria de transporte de membrana aumenta permitiéndole a la célula adaptarse a la

necesidad creciente de secrecion de proteinas.

Christis y colaboradores describieron en tirocitos el incremento en la capacidad de
ensamblado de proteinas en el ER (Christis et al., 2009). Ellos, empleando el modelo celular
FRTL-5, revelan que el incremento de los niveles de TG (proteina cargo) en respuesta a TSH
no genera acumulacién de esta proteina en el RE. En su lugar, observan que chaperonas
del RE y enzimas de plegado alcanzan su tasa maxima de sintesis inmediatamente después
de la estimulacidn con TSH, antes que haya un aumento significativo de los niveles de TG.
El incremento resultante en la capacidad de plegado, previo a la produccion de la proteina
cargo, previene el estrés celular causado por acumulaciéon de proteinas no plegadas. La
ausencia de la induccién de estrés se confirmd por la falta de activacion de componentes
clasicos de la via que responde a proteinas no plegadas (UPR). En este sentido, se demostrd
la ausencia de induccion de CHOP, que es un mensajero secundario de UPR implicado en
promover apoptosis (Marciniak et al., 2004), lo que implica que hay ausencia de estrés
persistente de RE (Rutkowski et al., 2006). Si bien estos autores pudieron determinar
que frente a la induccién con TSH hay cambios en los niveles de proteinas del sistema
de transporte (chaperonas y enzimas de plegado) y que no se genera estrés de RE por
el incremento de proteinas cargo, no indagan sobre el mecanismo molecular que lleva al
incremento de proteinas residentes del RE y el consecuente aumento en la capacidad de

plegado. Tampoco analizaron otros componentes que participan en transporte membranas.

Por nuestra parte, también determinamos la preparacion de las células al incremento
inminente de proteinas de secrecion mediante el estudio de la cinética de expresion de
proteinas del sistema de transporte en comparacién a la de proteinas cargo. Luego de la
estimulaciéon con TSH, la actividad metabdlica de los tirocitos cambia: mientras la sintesis

de proteinas de expresién constitutiva como GAPDH se mantiene constante, la sintesis
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de proteinas que participan en transporte de membranas aumenta significativamente,
mostrando cinéticas de incremento de expresion similares a las de proteinas cargo (Fig. 22
y 23). Por lo tanto, en respuesta a un estimulo secretor como es TSH, los tirocitos no sélo
preparan la maquinaria de plegado de proteinas de RE para el correcto procesamiento del
cargo que se esta produciendo (Christis et al., 2009), sino que también activan la maquinaria

gue va a transportar a dicho cargo a través de la via secretora.

La adaptacién de la via secretora en respuesta a un estimulo ha sido estudiada en otros
tipos celulares. En este sentido, la diferenciacion de linfocitos B a células plasmaticas
secretoras de anticuerpos es otro ejemplo de células donde ocurren cambios en la via
secretora para responder al incremento del cargo. En ausencia de estimulo, las células B
presentan una minima cantidad de endomembranas. Luego de su activacién, se observa
incremento de las membranas del RE; el complejo de Golgi aumenta considerablemente
su tamanio, los ERES proliferan rdpidamente, en paralelo con un marcado incremento en la
secrecion de anticuerpos (Kirk et al., 2009). En estas células el incremento de la capacidad
secretora responde a un “programa de desarrollo” que conlleva a su diferenciacion a
células plasmaticas, que culmina con apoptosis. En el caso de los tirocitos, |a estrategia para
sobrellevar el aumento de cargo inducido por TSH es similar: atraviesan por un proceso de
expansion de los componentes de la via secretora, con la salvedad de que dicho proceso no
afecta su viabilidad (ya que no se activaria un proceso de muerte celular programada luego

de la induccién con TSH).

Ademas, Brewer y colaboradores (Brewer et al., 1997) mostraron que una bateria
de células no secretoras, luego de la deplecion de factores de crecimiento esenciales,
responden a la adicién de dichos factores regulando positivamente los niveles de ARNm de
BiP y GRP94 antes de un incremento general en la sintesis de glicoproteinas. La expansion
del RE como medida preventiva para evitar sefiales de estrés parece ser una estrategia

general de las células.

Si el estrés por proteinas no plegadas no es la sefal que genera los cambios observados
en el incremento en el volumen del Golgi, la maquinaria de transporte de membrana y
el aumento en la capacidad de plegado (este ultimo punto fue descripto por Christis et
al., 2009), éentonces cudl es? En tirocitos, TSH activa un receptor acoplado a proteina G
(Szkudlinski et al., 2002), el cual activa su proteina G asociada, lo que lleva a la produccion
de multiples moléculas de sefialamiento que pueden activar una gran variedad de vias de
transduccion de sefiales y factores de transcripcion (Kimura et al., 2001). Debido a que los
efectos observados sobre la maquinaria de transporte por el estimulo con TSH, ocurren
también en respuesta al agonista sintético de AMPc, Forskolina (FSK), planteamos que los

cambios que ocurren en los tirocitos siguen una cascada de sefialamiento que involucra
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elementos respondedores a AMPc. Potenciales candidatos son los factores de transcripcién
de la familia de proteinas de unién al elemento respondedor a AMPc (CREB; Hai y Hartman,
2001). Esta familia de proteinas presenta una regidén basica de cremallera de leucinas
(bZip) que se une a una secuencia de ADN presente en la region regulatoria de sus genes
blanco, denominada elemento ATF/CRE (Hai y Hartman, 2001). Las vias de sefialamiento
gue se inician por la unién de TSH a su receptor activa tanto, genes cargo, como un gran
numero de factores de transporte de membranas. Se describié que la activacion de genes
cargo, como NIS y TG, requiere, entre otros factores (algunos especificos de tiroides), de
la unién de CREB a sus elementos CRE atipicos (Chun y Di Lauro, 2001), mientras que se
desconocen los factores involucrados en la activacion de las proteinas que participan en
transporte en tiroides. Lo que sucede en células tiroideas se podria comparar con lo que
ocurre en la placenta. El proceso de diferenciacidon que tiene lugar en la placenta humana
comprende la diferenciacion de células mononucleares (trofoblastos mononucleares) a
multinucleadas (sincicios multinucleados) y la adquisicién de un fenotipo enddcrino activo,
secretor de hormonas proteicas, siendo dicho proceso regulado por una gran cantidad de
sefales. Estas sefiales promueven la expresion de genes fusogénicos, como sincitina-1 y
-2, e incrementan la produccion de hormonas como la gonadotrofina coridnica humana
(hCG) vy la lactégeno placentaria humana (hPL; Knerr et al., 2005; Peters et al., 2000).
Estudios realizados en diversos modelos de diferenciacion placental (que incluyen lineas
celulares de coriocarcinoma, cultivos primarios y explantos placentarios) demostraron
el rol primordial que tienen las cascadas de cAMP/PKA y MAPK (ERK1/2 y p38) en este
proceso (Shi et al., 1993; Yang et al., 2003; Johnstone et al., 2005; Green et al., 2006). Las
cascadas de sefialamiento mencionadas son similares a las activadas en tirocitos (Fig. 11;
Vassart y Dumont, 1992). En sistemas placentarios, las vias de las MAPKs son activadas por
la enzima adenilato ciclasa vy, si bien tienen acciones sinérgicas en la secrecion de hCG y la
regulacidon de genes fusogénicos, parecerian actuar por mecanismos distintos. Se observé
que mecanismos dependientes de MAPK-p38, pero independientes de CREB (activado
por MAPK-ERK1/2), controlan la expresion de genes fusogénicos a través de los factores
CREB3L1 (OASIS) y GCMa; mientras que la produccion de genes especificos como hCG
seria regulada por la activacién de CREB mediada por MAPK-ERK1/2 (Delidaki et al., 2010).
Debido a lo anteriormente explicado es probable que, en tirocitos la activacién de CREB
sea necesaria para la sintesis de proteinas que intervienen en la produccion de hormonas
tiroideas, como NIS, TG y TPO, mientras que otros factores respondedores a AMPc, como
CREB3L1, estén involucrados en la regulacién de los niveles de proteinas que participan en
el transporte de membranas. Nosotros postulamos que, en células FRTL-5 CREB3L1 es el
responsable de regular los cambios observados en la expresidn de factores de transporte y

el incremento del volumen del Golgi.
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En concordancia con el planteo de que CREB3L1 seria un regulador maestro, se observd
que la expresién de proteinas lisosomales es regulada por un factor maestro comun. Se
describié que genes lisosomales presentan un comportamiento transcripcional coordinado
y responden a un factor de la familia bZip, TFEB, el cual controla la biogénesis y la funcion
lisosomal, revelando la adaptaciéon de estas organelas a las demandas ambientales.
Estos hallazgos se alcanzaron gracias a la identificacién de una secuencia nucleotidica o
“motivo” comun presente en las regiones regulatorias de una gran bateria de genes que
codifica para proteinas lisosomales, a la cual se une el factor transcripcional anteriormente
mencionado (Sardiello et al., 2009; Settembre et al., 2013). En este trabajo se analizaron
comparativamente las regiones de ADN regulatorias presentes en genes que codifican para
proteinas que participan en transporte de membranas. Identificamos la presencia de dos
secuencias o “motivos” compartidos en una amplia variedad de genes que participan en
el transporte vesicular (Fig. 25). Para una de estas secuencias, no se han descripto hasta
el momento factores de transcripciéon que se le unan. En cuanto al otro motivo, presenta
alta homologia con varias secuencias consenso descriptas, entre las que se encuentran el
elemento respondedor a AMPc (CRE) y el elemento de respuesta a la falta de plegamiento
de proteinas (UPRE; Chan et al., 2011). Notablemente, los factores de transcripcién CREB3
reconocen la secuencia de CRE (TGACGTCA), de UPRE (TGACGTGG), del elemento box-B
(TACACGTAATC) vy del elemento respondedor a estrés de RE Il (ERSE-Il; ATTGG-N-CCACG;
Lu et al., 1997; DenBoer et al., 2005; Ben Aicha et al., 2007; Jang et al., 2007; Audas et al.,
2008).

Nuestros resultados muestran por primera vez que, en tirocitos la proteina CREB3L1,
pero no CREB3L2, se activa e incrementa su expresion en respuesta a TSH. Ademds, CREB3L1
es necesario para que ocurra el aumento del volumen del complejo de Golgi, dado que la
sobre-expresion de esta proteina es capaz de inducir tal cambio, incluso en ausencia de
TSH, probablemente regulando la expresidén de proteinas de Golgi (Fig. 29). Esto va de la
mano con lo observado en Drosophila, donde se vio que CREBA, ortélogo de CREB3L1,
es necesario y suficiente para producir en tejidos secretores altos niveles de genes que
integran la via secretora, a través de la unién del factor de transcripcién a su sitio consenso
identificado en la regién regulatoria de dichos genes (Fox et al., 2010). Esto concuerda
con el hecho de que la sobre-expresion de CREB3L1 en células Hela es capaz de inducir la
expresion de multiples componentes de la via secretora, siendo dichas células una linea
no secretora (Fox et al., 2010). Asimismo, la sobre-expresién de CREB3L3 en células 293,
otra linea celular no secretora, promueve la expresién de genes que regulan la capacidad

secretora y el metabolismo de lipidos (Barbosa et al., 2013).
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Condicion Basal

Célula
folicular
tiroidea

] Membrana Membrana

| Basolateral Apical Coloide

Induccion con TSH

Figura 30. Representacion esquemadtica de los resultados obtenidos en este trabajo de tesis.
En condicidn basal, las células tiroideas presentan niveles basales de factores de transporte,
y también de TG y TPO y niveles indetectables de NIS, proteinas necesarias para la sintesis de
hormonas tiroideas. Cuando las células son estimuladas con TSH, incrementa la produccion de
las proteinas especificas de tiroides e induce la sintesis de NIS. Simultdneamente, aumenta la
expresion de factores de transporte. Estos cambios moleculares impactan estructuralmente
en el complejo de Golgi, aumentando su tamaino, de manera dependiente del factor de
transcripcion CREB3L1. Estos resultados sugieren que frente a un estimulo secretor, la
capacidad de la maquinaria de transporte de membrana aumenta permitiéndole a la célula
adaptarse a la necesidad creciente de secrecion de proteinas.
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Ademas, encontramos enriquecido el sitio consenso de reconocimiento de CREB3L1 en
las regiones regulatorias de todos los genes en cuestion. Por lo tanto, postulamos que en
células FRTL-5 este factor es capaz de incrementar la capacidad secretora celular mediante
laregulacién de la expresidon de la maquinaria de transporte que participa en la via secretora.
Préximos ensayos estaran orientados a confirmar que CREB3L1 activa transcripcionalmente

la expresion de los genes analizados.

En resumen nuestros resultados indican que, para mantener la homeostasis celular y
poder responder al incremento de cargo luego de la estimulacion con TSH, se induce una
respuesta celular global, sugiriendo que vias de sefialamiento comunes coordinan paralela
y complementariamente la regulacion de la expresion de proteinas especificas de tiroides y

los factores de transporte (Fig. 30).

Impacto y perspectivas

El transporte de membranas involucra grandes flujos de membranas y proteinas a través
de las distintas organelas celulares, y puede estar sujeto a perturbaciones fisioldgicas y
patolégicas que lo aparten del equilibrio (Hirschberg et al., 1998; Mironov et al., 2001;
Pulvirenti et al., 2008; Trucco et al., 2004). Comprender cdmo estdn coordinadas las
diferentes etapas de transporte y como las células se adaptan a un determinado estimulo
en condiciones fisioldgicas permite entender las posibles desregulaciones que pueden

iniciar patologias y asi establecer posibles tratamientos.

Desde el punto vista general, se ha identificado que algunas enfermedades genéticas y
proliferativas parecerian originarse por fallas en el transporte de membranas. Tal es el caso
de la displasia craneolenticulosutural, de la displasia espondiloepifisiaria tarda (causadas
por mutaciones en la subunidad Sec23a de COPIl o en TRAPPC2 del complejo TRAPP,
respectivamente) y de diversos tipos de cancer (Scott et al., 2009; De Matteis y Luini, 2011).
Es por ello que es muy importante conocer detalladamente la regulacion de las diferentes
etapas de transporte y las moléculas que participan para se capaces de reconocer fallas que
originen patologias y poder desarrollar posibles terapias. Como ejemplo de proteinas de
transporte capaces de revertir procesos patoldgicos son KDELR y Rab1, quienes promueven
la degradacidon de proteinas que inducen neurodegeneracién, como la superoxido
dismutasa 1, a-sinucleina, posiblemente mediante procesos de autofagia (Cooper et al.,
2006; Gitler et al., 2008; Wang et al., 2011). Es necesario continuar con la investigacién
basica del transporte de membranas para mejorar la comprension de la patogénesis de

distintas enfermedades originadas por fallas en el transporte.
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Desde el punto de vista de las células tiroideas, se ha descripto que el cancer de tiroides
es la neoplasia endocrina mas frecuente (Cooper et al., 2009). NIS es una glicoproteina de
membrana plasmatica que participa en la captacion de yoduro en células tiroideas, evento
esencial para la biosintesis de hormonas tiroideas. Por su capacidad de transportar yodo,
NIS es una excelente molécula blanco para la incorporacién de yodo radiactivo (*3l), terapia
selectiva para el tratamiento de cdncer de tiroides (Kogai et al., 2006). Ciertos tumores
poseen un menor estado de diferenciacién y baja captacién de yodo, acompaiiados por
baja o nula expresion de NIS (Riesco-Eizaguirre et al., 2006). El estudio de los mecanismos
moleculares que regulan la expresién y localizacién de NIS posee un importante impacto
clinico dado que los carcinomas de tiroides que no concentran yodo poseen prondstico
desfavorable. Este trabajo de tesis provee resultados acerca de los mecanismos por los
cuales la estimulacion de la secrecién induce cambios en la expresidon de factores de
transporte de la via secretora. Los resultados obtenidos contribuyen a formar los cimientos
moleculares para vincular los conocimientos de una linea de investigacion basica, enfocada
al estudio de mecanismos de transporte intracelular, con eventos moleculares relacionados
al establecimiento de un fenotipo tumoral de células de tiroides resistente a tratamientos

convencionales con **!| debido a los bajos niveles de expresion de NIS.

Por otro lado, se ha descripto que CREB3L1 se expresa en células no metastasicas de
cancer de mama, y esta expresion se pierde en células metastasicas (Mellor et al., 2013).
La presencia de CREB3L1 en células normales, reprime la expresién de genes involucrados
en crecimiento, supervivencia celular, angiogénesis, migracién e invasion; mientras
qgue cuando se pierde su expresion, se expresan genes que favorecen la supervivencia y
la angiogénesis, promoviendo la persistencia de células cancerigenas, y la progresion
hacia un fenotipo metastasico (Mellor et al., 2013). Asimismo, se ha demostrado que
la expresién de CREB3L1 es requerida para la activacion de p21 mediada por el agente
guimioterapéutico “doxorubicina”, previniendo la proliferacion de células cancerigenas.
En células que carecen de CREB3L1, la efectividad de doxorubicina disminuye (Denard
et al., 2012). Todos estos resultados postulan a CREB3L1 como un supresor tumoral, por
lo que comprender su regulacién y mecanismo de accién ayudaria a establecer posibles
tratamientos antitumorales. Resultados presentados en esta tesis indican por primera vez
que, en células tiroideas TSH induce el incremento de la expresién de CREB3L1. En base a
estos hallazgos y los antecedentes en relacion a CREB3L1 y cancer proponemos profundizar
el andlisis comparativo de los niveles de CREB3L1 y su activacion en células tiroideas

normales y en células tumorales.

Por todo lo anteriormente descripto, consideramos que esta tesis posee relevancia

fisiolégica y patoldgica directa en humanos.
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