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RESUMEN

Las diferentes proteinas celulares han de ser clasificadas y
transportadas a lugares concretos de la célula donde llevaran a cabo
su funcién. En el caso de las proteinas de membrana, una vez
sintetizadas en los ribosomas son translocadas al Reticulo
Endoplasmatico (RE) gracias a la existencia de unas “secuencias
sefial” que las dirigen a este destino. En el RE sufren modificaciones
como glucosilacion y protedlisis y son transportadas al Aparato de
Golgi (AG) donde sufren nuevas modificaciones y son finalmente
clasificadas para su destino final que puede ser la secrecion
extracelular o la incorporacion a la membrana plasmatica.
Estudiando este proceso para una molécula de transmembrana de
la superficie celular: el Factor de Crecimiento Transformante Alfa
(TGF-alfa), hemos encontrado que una sefial necesaria para su
correcto transporte se encuentra en el Ultimo aminoacido de su
secuencia peptidica, que es una Valina. Una mutacion en este
aminoacido provoca la retencion de la molécula en el RE,
interrumpiéndose su transporte. Investigando la maquinaria de
transporte implicada en esta sefial, hemos encontrado una molécula
que participa en el proceso, se encuentra en el RE y forma una
interaccion estable con TGF-alfa silvestre, pero no con mutantes en
la Valina carboxi-terminal. Esta proteina recibe el nombre de
TACIP18 vy, probablemente, es el primer componente de una via
molecular de transporte de proteinas con motivos intracelulares
similares.
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ABSTRACT

Different cellular proteins have to be sorted and transported
to specific places within the cell, where they will perform their
function. In the case of membrane proteins, once they are
synthesized by the ribosomes, they are translocated to the
Endoplasmic Reticulum (ER) due to the presence of signal peptide
sequences that address them to this location. In the ER, they suffer
modifications such as glycosilation and proteolysis, axd then, they
are transported to the Golgi Apparatus (GA) where they undergo
new modifications and finally are sorted to their final destination,
which can be extracellular secretion or plasma membrane insertion.
We have studied this process for the Transforming Growth Factor-
alpha (TGF-alpha), a transmembrane cell surface molecule. We
have found that a signal, necessary for its correct trafficking is
located in the last amino-acid, which is a valine. A mutation in this
residue causes retention in the ER, stopping the transport process.
Investigating the transport machinery involved in this signal, we have
found a molecule located in the ER and that establishes a stable
interaction with wild type TGF-alpha but not with the mutant form
where valine C-terminal is substituted. This protein is called
TACIP18 and is probably the first member of a molecular pathway
involved in the transport of proteins with similar intracellular motifs.

Las cdulas animdes se caracterizan por llevar a cabo un gran nimero de
funciones diferentes a través de proteinas cuya actuacion, ademés de estar
coordinada, ha de tener lugar en un lugar concreto y especifico. Adi, ciertas
proteinas, tales como receptores de hormonas, de factores de crecimiento o de
adhesdén han de participar en funciones que tienen lugar en la membrana
plasmdica En d nludeo gercen su funcion moléculas dd metabolismo dd
acido desoxirribonucleico como polimerasas y nucleasas. Otras proteinas se
locdizan  en las mitocondrias (enzimas Sntetizadores de ATP), en los
lisosomas (proteasas y otras enzimas degradativas), 0 en d citosol (enzimas de
la glucdliss, capaces de obtener energia a patir de la combugtion de
azucares). Otras proteinas han de ser secretadas fuera de la célula, como en €
ca0 de las cdulas de glandulas exocrinas que exportan hormonas d torrente
circulatorio. Findmente, otras proteinas han de ser amacenadas en unos
grénulos secretores donde permanecen hasta que llegue una sefid de secrecion
que desencadenara & proceso de liberacidon de estas moléculas
(neurotransmisores, transportadores de glucosd) a la membrana celular o A
exterior. Para cladficar cada proteing, dirigila a su destino correcto y
controlar d momento correcto de su activacion, la cdula utiliza mecanismos
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gue estamos empezando a conocer y que ilustran la complgidad de los
procesos biol bgicos.

Una vez que una proteina es dntetizada en los ribosomas puede
pemanecer en la pate soluble del citoplasma (citosol), ser dirigida a
mitocondrias 0 € nucleo, puede ser enviada a la membrana plasméatica o
cdular, 0 a organdos internos como lisosomas. ¢COMO se consgue este
proceso de clasificacion y repato? En 1970, Sabatini y Blobe demostraron
gue exigia una sefid, que denominaron péptido sefial en la zona amino-
termind (la primera en ser dntetizada) de ciertas proteinas que hacia que se
dirigieran d Reiculo Endoplasméico (RE). El RE es una edructura
membranosa presente en las cdlulas eucariotas que se encuentra rodeando d
nicleo celular. En @ RE se produce una interaccion entre e péptido sefid de
la proteina naciente y receptores especificos que provoca la trandocacion d
interior dd RE de la nueva proteina en un proceso dependiente de la energia
de hidrdlisis ded ATP (Blobe & Dobberstein, 1975; Sudhoff, 1995). En d
lumen de RE, las proteinas son desprovidas del péptido sefid y sufren
modificaciones tdes como adicion de azlcares (glucoslacion). Después las
proteinas son dirigides d Apaao de Golgi (AG) donde sufren nuevas
modificaciones y findmente son dirigidas bien a los lisosomas, a vesiculas
scretoras 0 a la membrana plasméica. El envio de proteinas desde los
ribosomas libres d nlcleo o las mitocondrias sigue otra via diferente en la que
participan sefides presentes en la secuencia primaria de aminoécidos de las
proteinas como las “ secuencias de locdizacion nuclear” (NLS)

El péptido sefid que dirige las proteines a la via RE-AG-
membrana/secrecion/lisosomas  varia entre 13 'y 36 aminoécidos, y es
eiminado en € lumen dd RE por una peptidasa. Otras nodificaciones tienen
lugar en este compartimento, se forman los puentes disulfuro de las proteinas
(entre amino&cidos cisteind) que contribuyen a que las proteinas se plieguen
adquiriendo  una conformacion  funciond, y muchas proteinas son
glucosiladas. La glucoslacion condgte en la adicion de oligosacaidos unidos
a asparagina por puentes N-glucosidicos (N-glucoslacion) o a sxina y
treonina por puentes O-glucosidicos (O-glucoslacion) en  secuencias de
aminoacidos concretas.  Algunos antibidticos, como la Tunicamicna o la
Bacitracing, son capaces precisamente de bloquear estos pasos. Las proteinas
presentes en € lumen dd RE y en la membrana dd RE son trangportadas d
Aparato de Golgi, un conglomerado de sacos membranosos que tiene dos
funciones principdes. la modificacion y daboracion de unidades de
carbohidratos y la clasficacion de las moléculas para € sguiente destino que

Cienciaa Dia© Febrero 2000, Vol. 3, No. 1. ISSN 0717-3849
http://www.ciencia.cl/CienciaAl Dia/volumen3/numerol/articulog/articulo 2.html 3



serdn los lisosomas, la membrana plasmética o granulos de secrecion. H
Aparato de Golgi a su vez s diferencia en tres compartimentos Cis-Golgi
(proximd d RE), Golgi Medio y Trans-Golgi donde reamente se produce la
exportacion de las proteinas (Rothman, 1994).

El RE es un orgdulo membranoso compuesto por una red de
cigernas. Las proteinas resdentes en d RE se clasfican en cinco grupos.
proteinas implicadas en la trandocacion y d transporte vescular, enzimas
implicados en & plegamiento de proteinas, enzimas implicados en
modificaciones pod-traducciondes, enzimas implicados en biosintess de
lipidos, y enzimas implicados en & mantenimiento y admacenamiento de Caf™.
En tipos cdulares concretos encontramos enzimas especificas como €
Citocromo 450 en hepatocitos que juega un pape de detoxificacion. H
transporte de las proteinas desde d RE d Cis-Golg tiene lugar mediante la
formacion de unas vesiculas de transporte que se producen por gemacion
desde d RE y se fusonan con la membrana dd Cis-Golgi en un proceso en €
gue participan proteinas evolutivamente conservadas desde la levadura a ser
humano. Existen dos tipos de vesiculas que se denominan COP1 y COPII con
funciones diferenciadas (Teasdde & Jackson, 1996). Los carbohidratos
ahadidos en d RE son modificados en cada uno de los compartimentos del
AG en un proceso denominado glucoslacion termind frente al proceso de
glucoslacion centrd que tiene lugar en d RE. Este proceso de glucosilacion
termind contendria la O-glucosilacion  y modificaciones de N-glucosilacion.
Se asume que @ RE es una estacion de control de calidad que impide que las
proteinas incorrectamente plegadas (y por tanto no funcionales), progresen a
través de la via secretora. ¢Como se consigue que las proteinas residentes del
RE se mantengan en esta edtructura y no sean conducidas por la via secretora
a la membrana? Pelham y colaboradores en 1989 demostraron la existencia de
una secuencia peptidica presente en @ extremo carboxilico de ciertas proteinas
resdentes en € RE que era necesaria y suficiente para retener las proteinas en
e RE, observaron que cuando esta secuencia era incorporada a una enzima
screteda (la lisozima, un  agente  antibacteriano), la enzima hibrida
permanecia retenida en @ RE. Eda secuencia esta formada por los
aminoacido  Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL segin la smbologia de una letra
utilizada para desgnar aminoécidos). Posteriormente se han descrito otras
secuencias que también son sefides de retencion en d RE: sefides lys-lys-X-
X y sefides X-X-Arg-Arg (donde X puede ser cudquier aminoécido). Por otro
lado, Nishimura y Balch (1997) han demostrado que una secuencia concreta
(Asp-X-As) en la glicoproteina del virus de la estométitis vescular contiene
la informacion necesaria para € paso de eda proteina desde d RE d AG.
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Cuando esta sefid se muta, dicha proteina queda retenida y no progresa en su
transporte.

En la actudidad se cree que existen dos mecanismos digtintos para
asgurar € mantenimiento de proteinas en € RE: la retencion por excluson
activa y d retrotrangporte desde d AG a RE. Esta segunda posibilided ha sdo
demodtrada tanto para € motivo KDEL @mo para € moativo di-lisna (lys-lys-
X-X). También se ha viso que otras proteinas jamas abandonan d organulo, y
Se supone que estas proteinas no se llegan a incorporar a las vesiculas que s
generan en € RE. Uno de los modelos propuestos para explicar este fendmeno
seriaatravés de la oligomerizacion.

Una vez en d AG, dgunas proteinas son enviadas a lisosomes.
Conocemos bien este proceso gracias a estudio que se ha hecho de una
enfermedad denominada Mucolipidoss tipo 1| 0 enfermedad I-cdular (Amara
et al., 1992). En esta enfermedad los pacientes presentan un severo retraso
psicomotor, asi como deformidades esqueléticas, sus lisosomas presentas
inclusones de carbohidratos (de ahi d nombre 1) y glucolipidos no digeridos.
Edas inclusones intracdulares se deben a la ausencia de 8 hidrolasas
necesarias para la degradacion de carbohidratos en lisosomas. La ausencia de
edas hidrolasas en los lisosomas se corrdaciona con su aumento  muy
importante en plasma y oring, 10 que hizo pensar que € defecto se encontraba
en d transporte de estas enzimas que, en lugar de ser conducidos a los
lisosomas, eran llevedos d exterior de la membrana plasmética por la via
secretora. El andliss bioguimico de edtas hidrolasas permitié comprobar que
las enzimas de estos pacientes no contenian € azlcar Manosa: 6-fosfato, que si
s encuentra en las enzimas de las personas no afectadas. Este azlcar se
encuentra unido a la proteina. La proteina adquiere la Manosa-6-fosfato en d
compartimento Cis-Golgi gracias a la actuacion de un enzima fosfotransferasa
gue es precisamente € causante de la enfermedad. Asi pues, ahora sabemos
gue las proteinas que son dirigidas a los lisosomas sufren la adicién de una
molécula de Manosa 6fodfato. Edta “diqueta’ dirige estas moléculas hasta los
lisosomas donde existe un receptor de Manosa 6-fodfao con d que
interaccionan las proteinas lisosomaes y a continuacion se produce la
trandocacion d lisosoma de esta molécula

Las proteinas que no son dirigidas a lisosomas desde € AG, seran
secretadas de manera condtitutiva 0 regulada. Se empaguetaran en vesiculas
de secrecidn que d fusionarse con la membrana plasmética o celular, bien por
defecto 0 en respuesta a sefides especificas, expondrén las proteinas del

Cienciaa Dia© Febrero 2000, Vol. 3, No. 1. ISSN 0717-3849
http://www.ciencia.cl/CienciaAl Dia/volumen3/numerol/articulog/articulo 2.html 5



lumen vescular d egecio extracdular. Ciertas proteinas con  segmentos
hidrofébicos permitiran d anclge a los lipidos de la membrana y quedardan
como proteinas integrales de membrana que podran sufrir procesos de
maduracion subsiguientes, otras srdn secretadas 'y difundiran d - espacio
extracdular.

El trangporte a la superficie cdular es un proceso menos conocido. Se
presume € transporte por defecto. Nosotros hemos estudiado € papd que
juega una sefid presente en d extremo carboxi-termina de proteinas como €
TGF-dfa y las Metaoproteasas de matriz de tipo transmembrana (MT-MMP)
en e trangporte y la locdizacion subcdular de edtas proteinas. Hemos visto
gue una s=fid tan smple como un solo aminoécido vdina en d extremo C-
termina  (intracedlular) juega un pgpe detlerminante en cuanto d tréfico
correcto de esta molécula a lo largo de todo d trayecto subcelular que
comprende desde la sintess en los ribosomas a su locdizacion en la
membrana.

El TGF-alfa: Transporte intracelular y maduracion

B TGF-dfa es un factor de crecimiento que se une a un receptor de
supeficie cdular llamado “Receptor dd Factor de Crecimiento Epidérmico”
(EGFR), activandolo y promoviendo en la célula que contiene € receptor
fendbmenos de divisén cdular. B TGF-dfa es dntetizado como una proteina
integra de membrana denominada proTGF-dfa que contiene un dominio de
transmembrana y una corta cola en d citoplasma El dominio extracdular
puede ser liberado generando una sefid mitogénica que actla a una distancia
consderable de la cdula que lo ha producido. El ssema de liberacion de
TGF-dfa puede ser activado por una kinasa intracelular, la Proteina Kinasa C
(PKC, Bosemberg et al., 1992; Pandidla & Massagué, 1991), y parece ser un
ssema cdular generd que actla sobre digtintas moléculas de superficie que
pueden sufrir esta clase de corte o protedlisis (Arribas et al., 1996). De forma
dternativa, una vez que € factor de crecimiento se encuentra anclado en la
membrana también puede activar d EGFR en las cdulas adyacentes. En la
membrana plasmética tiene lugar un segundo fendmeno de maduracion
consgente en la protedlizacion de un fragmento N-termind (extracdular)
dtamente glucoslado que dga findmente la proteina madura y activa
(Arribas et al., 1997). La porcion citoplasméica dd TGF-dfa contiene 34
amino&cidos, es rica en cigeinas (hay 7 en totd) y etd muy conservada entre
especies, |0 que sugiere un importante papel para esta zona de la proteina
Inicidmente se habia descrito que esta zona era importante para la liberacion
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dd fragmento extracdular de TGF-alfa mediado por PKC (Bosemberg et al.,
1992), siendo critico en este proceso @ Ultimo aminoécido en d extremo G
termind (vaing). Mediante experimentos en los que se mutan aminoécidos en
el extremo Gtermind hemos visto que esta parte de la proteina juega un papel
necesario para la maduracion y € transporte a la superficie cdular, habiendo
determinado que d determinante concreto es @ Ultimo aminoécido vdina
(Urefia et al., 1999; Briley et al., 1997). El mecanismo de biosintesis dd TGF-
dfa puede ser saturado mediante sobre-expresidn trangtoria de proteina
normal, pero no es saturado por la sobrexpresidén de proteina con mutaciones
en e extremo Gtermina o con proteinas cuyo transporte a la superficie no es
dependiente de la porcion citoplasmética, como por gemplo en & caso dd
beta-glicano.

Como hemos discutido, la mayoria de proteinas son clasficadas de
acuerdo con sefides contenidas en su secuencia Para determinar la posible
exigencia de una sefid que dirigiera a pro-TGF-dfa a la supeficie cdular,
redizamos una serie de proteinas mutantes ta y como se muestra en la Figura
1. Una de edtas proteinas mutantes, presentaba € extremo intracelular
modificado (aunque poseia € resto de la proteina intacto) y no era detectable
en la supeficie de la cdula td y como puede verse en la figura 2A. En d
pand superior = presenta la locdizacion de membrana de la proteina
slvedre, frente d nive de deteccion en supeficie disminuido de la proteina
mutada en d pand inferior. Unicamente detectamos la proteina en la
supefice 9 la porcion citoplasmética edaba intacta A continuacion
determinamos las dteraciones minimas de la  porcion citoplasmética que
interferian con d transporte de pro-TGF-dfa y pudimos comprobar que la
smple mutacion de un Unico amino&cido en d extremo carboxi-termind,
provoca una dréstica reduccion de los niveles detectados de proteina de
superficie, indicando que este aminoacido (vaing juega un papd sustancid
en e proceso. El transporte a la membrana plasmética de otras proteinas como
e beta-glicano, no se vela afectado por la deleccion o mutacion de su zona
intrecdular 'y su deteccién era indiginguible entre la proteina normd y la
mutada en la superficie cdular.

Los mutantes de TGF-dfa, en los cudes la vdina dd extremo citoplasmético
habia sdo sudtituida por cuaquier otro aminoacido (ver Figura 2), se locdizan
en d RE, indicando que no son trangportados eficientemente a la superficie,
como puede obsarvarse en forma de fluorescencia intermedia (color naranja)
en esta estructura (comparese con € marcge de una proteina residente en €
RE: proteina disulfido isomerasa: PDI) (Fig. 2B).
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Figura 1. Obtencion de moléculas mutantes de pro-TGF-alfa.

El esquema muestra la estructura de la proteina silvestre del pro-TGF-alfa. El recuadro en
negro muestra la zona correspondiente al péptido sefial, en sombreado el dominio de TGF-
alfa, y la regién de rayas corresponde al dominio de transmembrana. El dominio intracelular
corresponde a los aminoéacidos 125-159. Se realizaron mutantes en los que se habia eliminado
31 aminoécidos (pro-HA-TGF-afa D31), 3 aminoécidos (pro-HA-TGF-adfa DC4) y
mutaciones en las que el Ultimo aminoacido valina se cambiaba por glicina ( proHA -TGF-alfa
V159G), serina (proHA -TGF-alfa V159S) o écido glutdmico (proHA -TGF-afa V159E).

Saturabilidad y Generalidad del Mecanismo de Transporte

Edudiamos a continuecion la  saurabilidad del mecanismo  de
transporte, con lo que pudimos ver que d mismo TGF-dfa era capaz de
competir, desplazando la llegada a la superficie cdular de nuestra proteina.
Sin embargo, la proteina betaglicano, cuyo transporte a la membrana no se \e
afectada por las mutaciones de la zona intracelular, no era capaz de competir o
disminuir la cantidad de TGF-dfa capaz de llegar a la membrana. Egto indica
gue su trangporte tendria lugar por un mecanismo diferente, y con € que no
interferiria d TGF-afa Es interesante destacar que tampoco compite
dgnificativamente un mutante que no es trangportado a la membrana (TGF-
dfa con la vdina C-termind mutada), lo que nos indica que exise un
componente molecular que discrimina entre las moléculas funcionales y las
mutadas, y que solamente es saturado por las moléculas naturales. Al no poder
interactuar con la molécula mutada no puede saurar @ mecanismo de
transporte.
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Figura 2. Localizacion subcelular de los mutantes del proTGF-alfa en & dominio
carboxi-terminal.

A) Células CHO (Chinese Hamster Ovary) provenientes de ovario de hamster, fueron
transfectadas con pro-TGF-afa savae (pro-TGF-alfa wt) o mutante (pro-TGF-dfa V159G),
después fueron incubadas con anticuerpos dirigidos contra el TGF-alfa unidos afluoresceina.
Ladistribucién del pro-TGF-alfa se detecta en forma de color verde y se ve menor marcaje de
superficie en la forma mutante con respecto a la forma salvaje. B) Las mismas células se
incubaron con anticuerpos dirigidos contra el TGF-alfa unidos a fluoresceina y anticuerpos
dirigidos con la proteina disulfido isomerasa (PDI) unidos a rodamina. La proteina PDI es
especifica de Reticulo Endoplasmético. La distribucion de pro-TGF-alfa se ve en verde, la
localizacion de PDI en rojo, la imagen combinada binaria de la derecha muestra la
colocalizacion de ambas proteinas en forma de flourescencia intermedia de color amarillo,
demostrando la retencion de laforma mutante anivel de RE.

Para determinar 9 la exisgencia de una vaina C-termind es una sefid
genera de transporte a membrana comprobamos que existen més proteinas de
membrana que también presentan este aminoacido en € extremo C-termind.
Un gemplo son las metaoproteasas de membrana, proteinas integraes de
membrana, que llevan a cabo funciones de ruptura proteica, contribuyendo a
la activacion o inactivacion de enzimas extracdulares y que etan ancladas en
la bicgpa lipidica Redizando un abordge smilar de mutagéness dirigida de
las proteinas pudimos comprobar que cuando mutabamos la vaina termina de
edas moléculas a glicina, d trangoorte a la superficie también quedaba
dterado y s acumulaba también en d RE, d igud que ocurria con la
mutacion dd TGF-dfa

Nuestros resultados, por lo tanto, sugieren un Sstema de transporte
saturable necesario para la adgnacion correcta de ciertas moléculas de
tranamembrana a la supeficie cdular. Sugieren, adenks, que para la
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interaccion con dicho ssema es crucid la identidad del aminoécido carboxi-
teemind de las moléculas dadficadas, i.e, una mutacion de un Unico
aminoacido en € extremo de una proteina impide que Jsta se dirija
correctamente a su destino y hace que se acumule, por lo tanto, en un organulo
gue hace una funcién de control de cdidad. La pregunta que nos aparece
ahora es. ¢ckles son los componentes moleculares que interaccionan, bien
con la proteina mutante o bien con la proteina normal, y que nos produce
efecto biolégico que observamos?

Identificacién de un componente de la maquinaria molecular de
transporte a la superficie

Para responder a esta cuestion, hemos utilizado un &bordge que
consge en la deteccion de proteinas de interaccion mediante @ sistema de
“doble hibrido” en levadura (Ausubel, 1987). Con esta técnica, la expresion de
un gen que permite la supervivencia de las levaduras en un medio de cultivo
deficiente en dgun nutriente, queda bgo d control de un promotor o region
reguladora de un gen que Unicamente se activa mediante la formacion de un
complgo proteico entre la proteina que estamos andizando y las posbles
proteinas que puedan interaccionar o formar complegos estables con dlas. De
eta manera es poshle adar e identificar proteinas desconocidas o proteinas
cuya funcion no es conocida. Redlizamos este abordge con la proteina normal
TGF-dfa y lo comparamos con la proteina mutada en la cud la vdina
teemind habia sdo cambiada a glicdna Esta metodologia nos permitio
identificar un total de 76 proteinas que interaccionaban con la proteina TGF-
dfa, es decir, que podian formar un complgo estable proteina-proteina en €
interior de la cdula de levadura. De estas 76 proteinas, habia cinco que no
eran capaces de interaccionar con la molécula TGF-dfa mutada en la vdina
termind a glicina, o que indicaba que posblemente se tratara de moléculas
implicadas en d proceso que habiamos detectado, segin € cua d transporte
de las moléculas mutadas se veia afectado y en lugar de ser llevadas a la
membrana eran acumuladas en @ RE. La secuenciacion a nivel de DNA de los
clones aidados y la correspondencia en secuencia de proteina, nos dieron
como resultado que los cinco clones eran en redidad dos que hemos
denominado TACIP-1 y TACIP-18. Ambas moléculas contienen regiones
conservadas que se encuentran en otras proteinas que forman complgos
multiproteicos denominados PDZ. Hemos visto que ambas moléculas se unen
no solamente en cdulas de levadura sno también en condiciones fisiologicas
d TGF-dfa formando un complgo edtable Ademas, mutaciones que
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digorsonan d trangporte a la supeficie también impiden la unién con
TACIP-18 lo que apunta hacia una participacion muy importante de edta
moléculaen & proceso de transporte.

Parddamente, Grootjans et a.(1997) habian descrito que la misma
proteina TACIP-18 era capaz de interactuar con otra proteina funciond y
edructurdmente diginta de TGF-dfa Sindecano-2. De cara a demostrar la
importancia fisologica de la interaccion TGF-dfa-TACIP-18, probamos €
intercambio de la zona de interaccion con TACIP-18 del TGF-dfa con la zona
de interaccion con TACIP-18 dd Sindecano-2, mediante la congtruccion de
moléculas quimera que contwvieran la zona extracdular dd TGF-dfa y la
zona intracdular dd sindecano. Pudimos ver que, efectivamente y de acuerdo
con lo esperado, € transporte de TGF-dfa no era dterado por € cambio,
detectandose la molécula quimera en la superficie cdular en cantidades
comparables a la molécula no dterada, 1o que demostraba que & proceso
clave en € transporte de esta molécula eralainteraccion con TACIP-18.

Cuando andizamos la digtribucion intracdular de TACIP-18, vimos
que, a contrario de lo esperado para una proteina con dominios conservados
PDZ, edta proteina se acumulaba a nivel de RE como puede observarse en la
Figura 3. Esto queda demostrado por la colocdizacion que detectamos en
forma de fluorescencia amarilla, fruto de la emisén conjunta de fluorescencia
de marcador de RE: PDI y TACIP-18. Admismo, pudimos ver que también
exidia colocdizacion entre TGF-dfa 'y TACIP-18 ta y como era de esperar y
gue esta colocalizacion ocurriaanivel de RE.

anti-TACIP18 anti-PDI anti-TACIP18, anti-PD1

Figura 3. Localizacién subcelular de TACIP18.

Células Hela (humanas, inmortalizadas), se incubaron con anticuerpos anti-TACIP18 unidos a
fluoresceinay anticuerpos anti-PDI (proteina especifica de Reticulo Endoplasmatico) unidos a
rodamina. En verde puede verse la distribucién de TACIP18 (fluoresceina) y en rojo la
distribucion de PDI (rodamina). La imagen binaria combinada de la derecha muestra, en
forma de fluorescencia intermedia de color amarillo la colocalizacion correspondiente entre
TACIP18y PDI.
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En resumen, € trabgo desarrollado hasta la fecha, nos hace pensar que
importantes  interacciones  moleculares  tienen lugar a nivd dd RE vy
posblemente dd AG entre la molécula trangportada y dadficada y la
maguinaria molecular responsable de esta funcién. Empezamos a conocer
algunos de los componentes moleculares que participan en este proceso, de los
cuales TACIP-18 es seguramente uno de los primeros en ser identificados, y
que td vez interaccionara directa o indirectamente con los coatOmeros.
Probablemente exigiran més y la secrecion y transporte de proteinas a la
membrana plasmética no sea un proceso que tiene lugar autométicamente sno
gue es activamente regulado por la cdula Adgiremos en d futuro proximo d
eclarecimiento de unavia esencid paralafisologiadelacdula
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Glosario

“Doble hibrido”: sstema de deteccion de proteinas capaces de interaccionar
entrer R, y que por lo tanto puedan formar complgos multimoleculares. Se
basa en d hecho de que la transcripcion de genes esencides para la
superviviencia de la levadura necestan de la actuacién correcta de unos
“factores de transcripcion”. Estos factores de transcripcion estan formados por
trozos o dominios independientes e intercambiables pero que deben actuar a la
vez para activar la transcripcion; uno de dlos se une d DNA y € otro activa la
transcripcion. Por separado, estos dominios no pueden activar la transcripcion
de ningln gen, necesitan “interactuar” para mantener la superviviencia de la
cdula  Aprovechando este hecho, se dispone de una cepa de levadura
modificada, en la cuad & dominio de union d DNA esta unido a la proteina A
conocida, y de la que queremos encontrar moléculas que interaccionen con
dla B. Una coleccion de hipotéticas moléculas B s unen d dominio de
activacion. Cuando la cepa de levadura modificada se pruebe con las digtintas
moléculas hibridas B-dominio de activacion, Unicamente sobreviviran aqudlas
cdulas en las que se forme un complgo estable A/B, en la que por tanto se
una € dominio de union d DNA con € dominio de activacion de
transcripcion de gen esencid. Eda técnica ha permitido aidar numerosas
moléculas capaces de interaccionar entre <.

Extremo carboxilico: porcion de una proteina que contiene & aminoécido
termind que presenta @ grupo carboxilico libre. En € resto de los
aminoécidos, este grupo esta formando un enlace covalente (enlace peptidico)
con & amino&cido adyacente. Por convencion, este residuo se designa como €
Gltimo aminoécido de la secuencia peptidica

Extremo amino-terminal: porcion de una proteina que contiene €
aminoécido termina que presenta @ grupo amino libre En € resto de los
amino&cidos, este grupo esta formando un enlace covaente con @ aminoécido
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adyacente (enlace peptidico). Por convencion, este residuo se designa como €
primer amino&cido de la secuencia peptidica

Motivo: secuencia de aminoacidos de longitud variable y conservada en un
determinado grado entre didtintas proteinas. Pueden ser sefides de
identificacion (etiquetas) o dominios concretos con funciones de interaccion
con otras moléculas o de cataiss.

Oligomerizacion: agregecion de moléculas para la formecion de una
edructura més complgia formada por subunidades independientes. Hablamos
de homo-oligomerizacion, s las digintas subunidades son idénticas entre K y
de hetero-oligomerizacién 9 Jstas son digtintas.

Sefial mitogénica:  informecion dirigida a una delerminada cdula que
provoca d divison de ésta o mitods Normamente, la sefid mitogénica eta
trangmitida por un péptido llamado factor de crecimiento que se une a un
receptor presente en la superficie de la cdula correspondiente. La unidn
receptor-factor de crecimiento, provoca una cascada de reacciones
intracel ulares que ocasionan como resultado find ladivision cdular.

Transfeccion: incorporacion de DNA extrafio en cdulas animaes por
distintos métodos quimicos o fisicos.
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