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ABREVIATURAS

CMLV: Células de Musculo Liso Vascular.

MF: Cambio fenotipico o modulacion fenotipica.

FC: Fenotipo Contractil.

FP: Fenotipo Proliferativo.

PAP-1: 5-(4-phenoxybutoxy)psoralen.

MgTx: Margatoxina.

MRNA: Acido Ribonucleico Mensajero (Messenger Ribonucleic Acid).

DNA: Acido Desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic Acid).

HEK: Células Embrionarias de Rifion Humano (Human Embrionic
Kidney Cells).

GFP: Proteina Fluorescente Verde (Green Fluorescent Protein).

PBS: Tampdn Fosfato Salino (Phosphate Buffered Saline).

MEM: Medio Esencial Minimo (Minimun Essential Media).

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium.

FBS: Suero Fetal Bovino (Fetal Bovine Serum).

SEM: Error Estandar de la Media.
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1. INTRODUCCION

La pared de todos los vasos sanguineos, excepto los capilares, esta
formada por diferentes capas: una capa de endotelio interna que se recubre de
una capa elastica y de células de musculo liso y la adventicia externa. El
presente estudio analiza la capa de células de musculo liso de los vasos.

Las células de musculo liso vascular (CMLV) maduras muestran un fenotipo
contractil (FC) constituido por diferentes proteinas especificas para mantener el
tono muscular. Las alteraciones vasculares originan cambios en el fenotipo
contractil dando lugar a células con un fenotipo proliferativo (FP). Esta
transformacion implica modificaciones en la expresion de proteinas, de forma
que en el FP disminuye la expresion de proteinas contractiles y aumenta la de
proteinas involucradas en proliferacion, migracion y secrecion de matriz
extracelular.

Arteria con \ \

CMLV maduras \ en el fenotipo

proliferativo

CMLV ; Modulacion fenotipica @ :j CMLV

Fenotipo ( =] r Fenotipo

contractil @ proliferativo
: & @

Figura 1. El cambio del fenotipo contractil al proliferativo se conoce como modulacién
fenotipica.

Este cambio en la funcién celular implica que los procesos bioquimicos
se redirijan hacia nuevas funciones metabdlicas, acompafiandose de cambios
en la expresion de transportadores de membrana y canales iénicos. El trabajo
previo del grupo analizé la expresion de hasta 95 genes de canales ibnicos en
células con FC y en dos modelos de proliferacion: un modelo in vivo (mediante
lesion endoluminal, que genera una hiperplasia de la intima) y un modelo in
vitro (mediante la obtencion de cultivos celulares a partir de CMLV). El analisis
de la expresién génica de canales i6nicos mostré un aumento de la expresion
de dos genes en ambos modelos: el gen que codifica el Kv1.3, canal de potasio
dependiente de voltaje, y el gen que codifica para la subunidad accesoria Kv32,
que actGa como chaperona facilitando la expresién en membrana *.

Los canales de potasio dependientes de voltaje (Kv) constituyen una
familia de proteinas de membrana ubicuas presentes en células excitables y no
excitables. En las no excitables regulan el potencial de membrana en funciones
como la migracion y proliferacion. Esto se ha observado en varios canales Kv
de diferentes sistemas celulares (entre los que se incluye el Kv1.3). El Kv1.3 se
ha relacionado con la proliferacibn en varios tipos celulares (linfocitos T o
macrofagos entre otros) pero no se conocen los mecanismos involucrados.

Arteria con CMLV
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Los estudios previos también concluyen que el Kv1.3 forma parte del FP
en modelos in vivo e in vitro, luego la continuacion de los estudios se pudo
realizar con este ultimo modelo. Ademas, dentro de la familia de los Kvl, se
observa que el resto de los miembros disminuye su expresion en el FP, siendo
el caso mas llamativo el del Kv1.5, que pasa de ser el canal dominante en FC a
casi desaparecer en FP. La figura 2 muestra los cambios en la expresion de
MRNA de los Kv1.

Figura 2. Niveles de mRNA de

Kv1.6 los canales de K voltaje-
Kv1.5 dependientes de la familia Kv en
Kvid respuesta a la MF de las CML

de arterias femorales de raton.

Kv1.3 (tomado de Cidad et al. 2010%)

Kv1.2
Kvi.1

0 05 1 15 2 0 001 002 003 004
mRNA levels (2-4Ct)

Estos datos demuestran que en la modulacion fenotipica (MF) existe un cambio
en la expresion del Kvl1l.5 (contractil) al Kv1.3 (proliferativo). Ademas, los
estudios electrofisioldgicos realizados con la técnica patch-clamp en los
modelos in vivo e in vitro confirman este cambio, ya que las corrientes a través
del Kv1.3 en el FC son menores que las corrientes del FP en ambos modelos.
Esto permite establecer la relacion entre la expresién de la proteina de los
canales y la funcionalidad de los mismos.

Por otra parte, se demuestra que la_expresién de estos canales tiene
relacion con la proliferacién celular ya que al bloquear el Kv1.3 con bloqueantes
selectivos como 5-(4-phenoxybutoxy)psoralen (PAP-1) o margatoxina (MgTx),
dicha proliferacién disminuye tanto en modelos in vivo *como in vitro 2. En los
modelos in vitro se cumple en diferentes lechos vasculares, incluyendo células
humanas (arterias uterinas, coronarias, renales y venas safenas) °.

De hecho, se comprob6 el mismo efecto (un aumento de la proliferacion) con la
sobreexpresion del canal Kv1.3 clonado en un sistema heterdlogo: las células
embrionarias de rifion humano (HEK)®. De igual manera, se vio que la
sobreexpresion del Kv1.5 tenia un efecto anti-proliferativo. Estas observaciones
son interesantes, ya que en este sistema se pueden manipular los niveles de
expresion del canal, generar canales mutados o quimeras para estudiar los
mecanismos que asocian la expresion del Kv1.3 con la proliferacion celular.

En principio, se postuldé que el mecanismo podria estar mediado por los
efectos del Kv1.3 modulando el potencial de membrana. Para comprobar esta
hipétesis, se generaron canales Kv1.3 mutantes, con cambios en los
aminoacidos que afectaban bien a su permeabilidad a potasio (mutantes del
poro) o bien a la sensibilidad a voltaje que determina el mecanismo de apertura
y cierre del canal (mutantes del “gating”):

= Los canales Kv1.3WF (WF) y Kv1.3 AYA (AYA) son mutantes del poro, que
no permiten flujo de iones y no ayudan a controlar el potencial de
membrana.
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= El canal Kv1.3-WF3X (WF3X) es un mutante del poro y del gating, ni es
permeable a potasio ni percibe el voltaje y cambia su conformacion.

" S
Kv1.3WF c
2]
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Figura 3. Esquema con los mutantes del poro (WF y AYA) y los mutantes del poro y gating
(WF3X). Los resultados mostraron que el AYA no se expresa en membrana y que el WF tenia
un efecto sobre la proliferacion similar al Kv1.3, y sensible a MgTx.

Expresando estos canales mutados en células HEK y analizando el efecto
sobre la proliferacion se observdé que solo el mutante del poro (Kv1.3WF)
modulaba la proliferacién como el Kv1.3. Se concluye que para la modulacién
de la proliferacion del Kv1.3 es necesario percibir el cambio en el potencial de
membrana (apertura y cierre) pero no se requiere del flujo de iones.

El Kv1.3 y el Kv1.5 son canales de K* dependientes de voltaje que
modulan el potencial de membrana de las células. Sin embargo, el Kv1.3
parece desencadenar vias de sefalizacion que activan proliferacion
mientras que el Kv1.5 inhibe esta proliferacién.

Para conocer la porcién de la proteina Kvl1.3 que interviene en la
proliferacion se crearon quimeras afiadiendo al Kv1.5 el extremo carboxilo
(K5C3) y el extremo amino (K5N3) del Kv1.3. EI K5C3 mostré un incremento en
la proliferacion, con niveles similares a los del Kv1.3. La proliferacion del K5N3
fue inferior a la del Kv1.5. La proliferacion celular, por lo tanto, parece ligada al
extremo carboxilo del Kv1.3.

Kv1.3-Cherry Kv1.5-GFP K5C3-GFP K5N3-Cherry
cherry|

Figura 4. Esquema con los canales Kv1.3, Kv1.5 y las quimeras, K5C3 y K5N3, resultado de la
combinacion de los mismos. Estan unidas a diferentes proteinas fluorescentes (Cherry y Green
Fluorescent Protein (GFP)).

La evaluacion mas detallada del extremo carboxilo del Kv1.3 se continué
con la modificacion de 8 posibles sitios de fosforilacion de la cadena de
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aminoacidos; son residuos de treonina, tirosina y serina rodeados de un medio
mas acido que los convierte en residuos fosforilables.

% T3, T2
A Y2, Y1
® S5, 53, 52, S1

Canal proteico Kv1.3

A
N

52 ¥1
Kvi.3 13 Y2 55 53 |51 | 12
ENYFYHRETEGEEQSOYMHVGECOHLSS—SAEELRKARSNSTLSKSEYMVIEEGGMMNHEAFPOTPFETGNSTATCTTNNMNPNSCYMIKKIFID

Kvi.5

ENYFYHRETDHEEPAVILKEEQGTOSOGPGLDRGVORKVSGERGSFCKAGGTLENADSARRGSCPLEKCNVEAKSNVDLRRSLYALCLDTSREIDL

Figura 5. Porcién de amino&cidos correspondientes con el extremo carboxilo del canal Kv1.3 y
Kv1.5. Hay zonas coincidentes en ambos canales (subrayado). T3, Y2, S5, S3, S2, S1, Y1y T2
son las localizaciones que se modifican para crear los mutantes.

El andlisis determina que una parte del extremo carboxilo, comprendida entre
Y2 y S5, puede tener mayor relacion con la proliferacion, por lo que,
considerando esta porcion se disefian nuevas quimeras:

e Kv1.3 tanicamente con el fragmento elegido (K3YS).

e Kvl1.5 adicionando la porcion al final de la cadena (K5-613YS).

e Kvl1.5 adicionando el fragmento en una posicion similar a la de Kv1.3 (K5-
532YS).

La quimera K3YS no afecta a la proliferacion de forma diferente respecto al
Kv1.3. En las quimeras del Kv1.5, se observa que mientras el K5-613YS no
tiene efecto sobre la proliferacion, el K5-532YS tiene un efecto similar al del
Kv1.3. Estos resultados indican que la importancia de ese fragmento YS para el
efecto sobre la proliferacién esta relacionada con su posicion dentro del canal.

Sin embargo, puesto que estos canales mutados pueden tener defectos
en su trafico a la membrana, tenemos que descartar que los cambios
observados en la proliferacion no se deban a cambios en su expresion. Para
ello podemos analizar su expresion funcional (con registros electrofisiologicos)
0 su expresion en membrana (mediante técnicas inmunocitoquimicas), esto
ultimo facilitado por el disefio de los canales como proteinas de fusion con
marcadores fluorescentes (Cherry o GFP), que permiten localizar su expresion.

El objetivo del estudio es establecer si existe una relacién entre el
efecto sobre la proliferacion celular y la expresion de todos los mutantes
en la membrana de las células HEK.
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2. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Como se ha comentado, los canales de potasio dependientes de voltaje
Kv1l.3 y Kvl.5 muestran efectos opuestos sobre la proliferacion celular, los
primeros estimulan la proliferacion celular mientras que los segundos la
inhiben. Los estudios previos del grupo indican que este efecto podria ser
debido a que los canales activan diferentes vias de sefalizacion por lo que se
ha estudiado el efecto sobre la proliferacion celular y la funcionalidad del canal
de las diferentes quimeras y mutantes de estos canales para tratar de
esclarecer el mecanismo molecular y més en concreto la region responsable
del efecto proliferativo del canal Kv1.3.

La hipodtesis planteada en este trabajo es que las diferencias en la
expresion en membrana de los distintos constructos, estan relacionadas con la
funcibn estudiada mediante técnicas electrofisiolégicas pero son
independientes de las diferencias observadas en la proliferacion celular debida
a la sobrexpresion de cada uno de los canales. Para estudiar esta hipétesis se
plantean tres objetivos especificos:

1. Estudiar la expresibn en membrana de los canales mediante
inmunocitoquimica con anticuerpos extracelulares anti-Kv1.3 y anti-
Kv1.5.

2. Comparar la expresion en membrana de los diferentes canales y su
funcidn, medida con técnicas de electrofisiologia.

3. Determinar si existe relacion entre los niveles de expresion de los
canales y la proliferacion celular.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. INSTRUMENTOS Y APARATOS

3.1.1. Cabina de flujo laminar

Para trabajar con cultivos celulares (realizar los cambios de medio, las
transfecciones, etc.) se emplea una cabina de flujo laminar de Telstar Biostar,
con un filtro HEPA que permite mantener la esterilidad con una eficacia de
hasta el 99,99% en particulas superiores a 0,2 pg.

3.1.2. Incubador de CO,

Para mantener y favorecer el crecimiento de los cultivos celulares se
utiliza un incubador de CO, que mantiene las células a 37° C con una
atmosfera al 5% de CO, (Hera Cell 150).

3.1.3. Microscopio confocal

Se utiliza un microscopio confocal modelo Leica TCS SP5 para la
obtencién de imagenes de fluorescencia en las que se determiné la expresion
en membrana.

El microscopio confocal es un instrumento
gue permite obtener imagenes de alta
resolucion mediante la proyeccién de
secciones  Opticas sobre  muestras
celulares de diferente grosor. La
combinacion de los cortes Opticos en el
plano vertical proporciona imagenes
tridimensionales.

La fuente de luz envia un haz laser con
una longitud de onda determinada que
Figura 6. Microscopio Confocal LEICA focaliza en un plano concreto de la
TCS SP5 muestra. La luz reflejada alcanza un

detector tras atravesar un pinhole. Este
diafragma limita el trayecto de los rayos analizando los que focalizan en un
plano concreto de la muestra y atenuando los planos anteriores y posteriores a
él mejorando la resolucion y el contraste de la imagen. Esto permite recrear
imagenes punto a punto.

T T oy ciod states Figura 7.. La absorcion de un fot.én de luz con
una longitud de onda concreta incrementa la

\_\1\\1 energia molecular (estado excitado) y los
fluor6foros emiten luz en otras longitudes de
onda. La emision de luz provoca la pérdida

o 4
emit lower de energia.
energy photon

absorb
high

energy
photon

Y ground state
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3.2. METODOS

3.2.1. Cultivos celulares

Los experimentos que se realizan en el trabajo consisten en expresar los
canales i6nicos de interés en un sistema heter6logo como son las células HEK.
Las células HEK 293 constituyen una linea celular inmortalizada formada por
células renales embrionarias humanas transformadas con el genoma del
adenovirus tipo 5 °.
" Figura 8. Células embrionarias de
riion  humano (HEK  293)
transfectadas con GFP. Se
muestra la imagen en campo claro

y la eficiencia de transfeccion en
la imagen de fluorescencia.

Son ampliamente utilizadas por su facilidad y su eficacia en la transfeccion.
Aungque no es adecuada para estudiar el comportamiento celular si es valida
para analizar las proteinas de membrana expresadas tras la transfeccion de un
gen.

Las HEK se mantienen en un medio DMEM con FBS al 5%, penicilina-
estreptomicina (100 U/ml), 5 ug/ml fungizona, y 2 mM L-glutamina a 37° C en
un ambiente al 5% de CO..

3.2.2. Transfeccion mediada por lipidos catidnicos: Transfeccion con
lipofectamina

La transfeccion comprende la introducciéon de una molécula de DNA

dentro de una célula eucariota a través de métodos quimicos o fisicos. Las

células HEK se sembraron en placas de 35 mm de diametro, y al llegar a una

confluencia de 80-90% se transfectaron usando lipofectamina 2000. Este

meétodo de transfeccion esta basado en la formacion de complejos de lipidos
catiénicos y DNA. Se realiza segun el protocolo propuesto por el fabricante:

1. Se afiade sobre un eppendorf (A) 500 ul de Opti-MEM (Invitrogen) y 1 ug
del plasmido conteniendo el constructo de interés.

2. Sobre un segundo eppendorf (B) se adicionan 500 ul de Opti-MEM
(Invitrogen) y 2 pl de lipofectamina 2000.

.. Opti-MEM . 1 mg de

> A
500pl constructo \

ﬂA sobre B
T

[ Opti-MEM L 1 2 ul de 2
| . 500pl \) lipofectamina ———> ) .
= J \-

)

Figura 9. Primera fase del protocolo de transfeccién
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3. Se incuban a temperatura ambiente durante 5 minutos y después, se
mezcla el contenido del eppendorf A sobre el eppendorf B (20 minutos de
incubacion a temperatura ambiente).

4. Tras retirar el medio de cultivo de las placas donde estan sembradas las
células se afiade la mezcla de transfeccion, y las células se conservan en
el incubador de CO, hasta el dia siguiente. Tras ello, las células se
levantan y se siembran 70.000 células en cristales de 12 mm de diametro,
previamente tratados con poli-L-lisina. Se dejan en medio de cultivo
durante unas horas. La eficiencia de transfeccion se determind
cualitativamente observando la fluorescencia de las proteinas de fusion de
las células transfectadas (figura 8).

3.2.3. Inmunocitoquimica en cubres con poli-L-lisina sin permeabilizacién

La inmunocitoquimica es una técnica que permite la localizacién de
determinadas proteinas en muestras celulares mediante el empleo de
anticuerpos, capaces de detectar antigenos especificos. Gracias a la gran
especificidad y afinidad de los anticuerpos para reconocer las proteinas, la
inmunocitoquimica se ha convertido en una técnica muy precisa y sencilla de
realizar.

En este proyecto, se han realizado inmunocitoquimicas sin permeabilizacion de
las células transfectadas con los diferentes mutantes de acuerdo con el
siguiente protocolo:

1. Las células de cada cristal se fijan con formaldehido para preservar la
morfologia celular. Tras retirar el medio, se afaden 250 ul por pocillo de
formaldehido 4% diluido de una concentracion de 40%. Después de 15
minutos de incubacion, se realizan 3 lavados con el Tampon Fosfato Salino
(PBS) al 1%.

2. Se prepara la solucion de bloqueo con PBS al 1% y Goat Serum al 2%
(suero obtenido de animales adultos sanos) en la que se diluiran los
anticuerpos primarios y secundarios (esta solucion favorece la union
especifica de los antigenos con la proteina de interés). El protocolo se
desarrolla sin permeabilizacién porque la unién del anticuerpo primario se
quiere observar solo en la membrana celular. El protocolo permeabilizado se
realizaria con triton 0,1% ya que éste permite la entrada del anticuerpo
primario al interior celular. Se afaden 250 ul de solucién bloqueo por pocillo
y se incuban a temperatura ambiente durante 15 minutos.

3. Después, se disponen los cristales sobre parafim desde donde se
continuara el proceso. Se afiaden 50 ul de anticuerpo primario (anti-Kv1.5 o
anti-Kv1.3 extracelular (ext)) por cristal diluido en la solucién de bloqueo
1:50. Se incuba a temperatura ambiente durante 60 minutos.

4. Se hacen 3 lavados con PBS al 1% y se adicionan 100 pl de anticuerpo
secundario (anti-rabbit (Rb) Alexa488 y anti-Rb 532) diluido 1:100 en
solucion de bloqueo. Los anticuerpos secundarios estan unidos a diferentes
fluorocromos que se excitan a determinadas longitudes de onda y emiten
luz, permitiendo visualizar diferentes estructuras celulares. Esto implica la
incubacion de los cristales en oscuridad para evitar la pérdida de

10
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fluorescencia. Se incuban durante 1 hora. Para mantener las células en un
ambiente humedo se disponen tiras de papel humedecidas.

Proteina

Constructos Anticuerpo 1° - Anticuerpo 2°
fluorescente
Kvl.3; S1-S2-S3-S5; T2 - T3; . .
Y1-Y2: K3YS Cherry Anti-Kv1.3 Ext — Anti Rb Alexa488
K5N3; K5N3- 3 Cherry Anti-Kv1.5 Ext — Anti Rb Alexa488
KvL.5; K5Cgi§$é532YS; KS- GFP Anti-Kv1.5 Ext — Anti Rb Alexa532

Figura 10. Esquema de los mutantes con las proteinas de fusion y los anticuerpos
utilizados para su deteccién.

5. Se realizan 3 lavados con PBS al 1% y se afiaden 100 pyl de Hoechts
0,5:1000 en PBS en cada cristal. EI Hoechts es un colorante fluorescente
gue se une al DNA de las células vy tifie los nucleos de azul al excitarlos. Se
incuba 15 minutos en oscuridad a temperatura ambiente.

6. Posteriormente, se hacen 2 lavados con PBS 1% y uno con H,O desionizada
para lavar posibles restos. Finalmente, los cristales se disponen en
portaobjetos con 1,5 ul de vectashield y se conservan en oscuridad a 4° C
hasta tomar las imagenes. El vectashield es un medio de montaje que evita
gue se queme la fluorescencia de las moléculas siendo compatible con
diferentes fluorocromos.

488
Ab anti-Rb Alexa532

Ab Rb anti-Kv1.5 Ab Rb anti-Kv1.3
Extracelular

K5C3 Kv1.3

Intracelular m

Figura 11. Unién del anticuerpo (Ab) primario con el canal del K5C3-GFP y del Kv1.3-Cherry y del
Ab secundario enlazado a un fluor6foro (532 y 488 respectivamente). Se emplean Ab secundarios
anti-rabbit porque los primarios proceden del suero de rabbit.

3.2.4. Métodos de analisis

3.2.4.1. Andlisis de imagen: Image J (FIJI)

Para analizar la expresidon en membrana de los diferentes canales, se
obtienen imagenes de las células HEK transfectadas con los diferentes
constructos con el microscopio confocal. Se analizan a través del programa
Image J (FIJI). La cuantificacion relativa de la expresion en membrana se
realiza mediante la binarizacién de las imagenes.

Las imagenes digitales adquiridas son representaciones de una imagen a partir
de una matriz numérica. Presentan una resolucién de 16X, 8 bits y se tomaron
con una apertura numérica de 1 Airy.
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El pixel constituye la minima unidad que forma parte de la imagen digital. No
tiene tamafo ni forma pero si se puede asociar una dimension real a un
numero de pixeles. Por lo tanto, al binarizar las imagenes mediante un
“threshold” automatico del software del Imaged se obtiene el nUmero de pixeles
de maxima intensidad de forma que se pueda estimar la expresion del canal en
la membrana celular segun éstos.

anti—Kv1.3 T2 (Cherry)

Figura 12.

T2 (Cherry)
anti—Kv1.3

Binarizacion de imagenes
para el calculo del ratio en
uno de los mutantes.

AMEMBRANA ATOTAL

Las imagenes con las proteinas fluorescentes Cherry o GFP estiman el
area total (A1), las imagenes con los anticuerpos anti-Kvl.3 o anti-Kv1.5
extracelulares definen el area de la membrana (A,) y ambos valores se
emplean para conocer el porcentaje de expresidbn en membrana mediante el
ratio:

Ay - 100
Ar

El analisis se realiz6 para una n de entre 10 y 40 células aisladas en cada
condicion, obtenidas de al menos tres experimentos diferentes.

Ratio =

3.2.4.2. Andlisis estadistico.

Para el analisis estadistico se realiza una ANOVA simple a través del
programa Statgraphics. La ANOVA simple es un modelo estadistico que
determina si existen o no diferencias significativas entre las medias y/o
varianzas de una variable dependiente sobre diferentes factores. Permite
establecer una comparacion intergrupos e intragrupos.

Los datos se representaron con:

= Gréficas y tablas de ANOVA. Determina si las medias de los factores,
difieren o no significativamente unas de otras.

= ResUmenes estadisticos. Determina diferentes estadisticas comunes como
la media o la desviacion estandar.

= Pruebas de mudltiples rangos. Comparacion intergrupos para definir
diferencias significativas

Se realizaron dos ANOVA; una comparando el Kvl.3 y sus mutantes y otra
distinguiendo el Kv1.5 y sus constructos.

La existencia de una correlacién entre la expresion en membrana y la
expresion funcional o la proliferacion se estudid mediante un analisis de
regresion utilizando el paquete estadistico del programa Microsoft Excel. El
grafico de dispersion esta definido por una ecuacion, un coeficiente de
correlacion y el p-valor.
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4.1. DETERMINACION DE LA EXPRESION EN MEMBRANA EN LOS

DIFERENTES CONSTRUCTOS

Las células HEK se transfectaron con los diferentes mutantes y quimeras
utilizando lipofectamina y se realizaron inmunocitoquimicas para observar las

células al microscopio confocal.

La figura 13 muestra algunas de las imagenes de los constructos del
Kv1.3 obtenidas con el microscopio confocal analizados con la correspondiente
proteina de fusion (Cherry) y el anticuerpo anti-Kv1.3 marcado con Alexa 488.
Se presentan dos mutantes (Y2 y S5) y una quimera (K3YS).

Kv1.3 Cherry Ab antiKv1.3 Merge (+Hoechts) |&

Y2 Cherry Ab antiKv1.3 Merge (+Hoechts)

S5 Cherry Ab antikvl.3 | Merge (+Hoechts)
K3YS Cherry Ab antiKv1.3 Merge (+Hoechts)

Figura 13. La primera vy
segunda columna muestra
el marcaje de la proteina
de fusion (Cherry, en rojo)
y del secundario (Alexa
488, verde) unido al anti-
Kv1.3, respectivamente.

El  Merge (+Hoechts)
combina los diferentes
canales junto con el
marcaje de los nucleos en

azul, indicando co-
localizacion en la
membrana.

Las imagenes correspondientes con las quimeras del Kv1l.5 se marcan
con diferentes anticuerpos segun la proteina de fusion empleada: Cherry y GFP

en este caso.

Kv1l.5 GFP Ab antiKv1.5

K5C3 GFP Ab antiKvl.5

Figura 14.A. Imagenes
microscopio  confocal.

observa cémo el marcaje
K5C3 esta practicamente

del
Se
del
en

su totalidad en membrana, lo

gue incrementa el valor
ratio.

del

13



Determinantes moleculares del efecto de la expresion de los canales Kv1.3 sobre la proliferacion celular

Henar Albertos Arranz

K5N3 Cherry | Ab antikv1.5 B Figura 14.B. Imagenes del

' TR microscopio confocal

mostrando la localizacién

de las diversas proteinas

de fusion derivadas del

- ~ Kv1.5 y el marcaje con el

K5N3B Cherry | Ab antiKvl.5 anticuerpo anti-Kv1.5 en

\ células sin permeabilizar,

utilizando un anticuerpo

secundario en rojo o
verde como se indica.

K5-532YS Merge (+Hoechts)
GFP '

Ab antiKvl.5

K5-613YS
GFP

Ab antiKvl.5

Para analizar el ratio de la expresidbn en membrana se binarizaron las
imagenes mediante un “threshold” automatico con el programa Image J (FIJI).
Se obtuvo la media + SEM para cada constructo y se compararon los valores
obtenidos para cada uno de los dos canales “wild-type” con sus
correspondientes mutantes. El analisis de la expresion del canal Kv1.3 y sus
mutantes (figura 15) muestra pequefias diferencias entre ellos.

Férst'ige(‘z/io 41,14 42,95 4651 47,39 42,11 39,97 4331 34,14 3680 3518
0)
Error

estandar 1,95 4,30 3,25 3,24 4,79 1,76 2,36 2,55 4,77 4,60
de la media

Figura 15. Grafica de
} } l la expresion en

3
8

} membrana de los
diferentes  mutantes
I del canal Kv1.3 segun
7,39 [ los valores de la tabla.
46,51 47, Cada barra es media
41,14 4295 42,11) 139 97/ *5% + SEM de 11-25
34,14 36,80 3518 células de 3

experimentos

20,00 ‘ individuales.

Kvi3 $1 S2 S3 S5 T2 T3 Y1 Y2 K3YS

E=y
o
8
e

Expresion en membrana (%)
8
8

El analisis estadistico realizado mediante una ANOVA simple con el
Statgraphics no mostré diferencias significativas entre grupos en la media de la
expresion en membrana (p>0,05) en los mutantes del Kv1.3. Este no fue el
caso cuando se compara el valor medio del ratio de la expresion en membrana

14
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del canal Kv1.5 y sus quimeras, ya que presenta diferencias muy significativas
entre grupos (p<0,001) (Figura 16).

K5-532YS | K5-613YS K5N3 K5N3-8 K5C3

Promedio del Ratio (%) 39,59 46,75 40,58 21,03 25,74 96,11
Error estandar de la
media 3,03 5,70 4,45 1,66 2,47 4,01

120,00
Figura 16. Grafica de la
expresién en membrana de los
diferentes mutantes del canal

=

8

o

o
I

%

<

o

&

S 80,00 - Kv1.5 segun los valores de la
£ tabla. Cada barra es la media =
E 6000 - . SEM de 9-15 células de 3
S T 96.11 experimentos individuales.

c T L T ’

:% 40,00 7 p—t 1 . *) Muestran diferencias
o z significativas respecto Kv1.5.
5 2000 |39,59| |46:73| | 40,58 e g P

1]

21,03 25,74

0,00 T T T T T
Kv1.5 K5-532YSK5-613YS K5N3  KOSN3-p  K5C3

En relacién a la grafica anterior, la prueba de mdultiples rangos determin6 que
s6lo la quimera K5-613YS no mostraba diferencias significativas respecto del
Kv1.5. El resto de las quimeras eran diferentes del Kv1.5. Estas diferencias
pueden estar asociadas a un peor trafico del canal en todos los casos excepto
K5C3.

4.2. COMPARACION DE LA EXPRESION EN MEMBRANA DE LOS
DIFERENTES CANALES Y SU FUNCION

Para validar el método de analisis de expresion de membrana propuesto,
exploramos su correlacion con la expresion funcional de los diferentes
constructos, obtenidos previamente en el grupo mediante técnicas
electrofisiolégicas.

Para comparar ambos grupos de datos, se representaron unos frente a
otros y se estudio la correlacién mediante una regresion lineal. Se observa que
existe una correlacion entre ambos métodos para determinar la actividad de los
canales ya que un incremento en la expresion de membrana se asocia con una
mayor corriente celular (figura 17). La correlacion fue estadisticamente
significativa en ambos casos, con un intervalo de confianza del 99% en el caso
de los mutantes del Kv1.3 (p<0,01) y de un 95% para las quimeras del Kv1.5,
(p<0,05).

A su vez, se observa como la dispersion de los datos es mayor en el
caso de las quimeras del Kv.15 que en los mutantes dependientes del Kv1.3, lo
cual correlaciona con lo observado en las medidas de expresion (Figuras
15,16).

15



Determinantes moleculares del efecto de la expresion de los canales Kv1.3 sobre la proliferacion celular

Henar Albertos Arranz

y = 25,656x - 336,31 o . Y= 12,592x - 115,33

1100 -
R2 = 0,6377 R2 = 10,6549 l
p = 0,0060 I 1200 - p = 0,0169
ey 7 A
g 900 o 3 1000 | J
=3 T mKv13 % 800 -
3 700 - L - 2‘1’1'5 e . Kvl3
£ 1 S 600 m Kvi5
] =83 = K5-532YS
t =S5 5 )
s S 400 - & K5.613Y8
O 500 - I T2 o #T K5N3
—
= 1; 200 o 8 K5N3-B
I ® K3YS 0 ‘ , ‘ - Kees
300 : : : : ‘
30 35 40 45 50 55 0 25 %0 & 100
Expresion membrana Kv1.3-Mutantes (%) Expresion membrana Kv1.5-Quimeras (%)

Figura 17. Gréficas con la media + SEM de la expresion en membrana y la expresiéon funcional de
los diferentes constructos.

4.3. DETERMINAR S| EXISTE RELACION ENTRE LOS NIVELES DE
EXPRESION DE LOS CANALES Y LA PROLIFERACION CELULAR

Una vez validado el método de analisis de expresidon en membrana, se
trata de determinar si existe relacion entre los niveles de expresion con la
proliferacion celular. Para ello, se utilizan los datos de proliferacion de los
estudios llevados a cabo previamente por el grupo de investigacion y se
establece una regresion lineal entre éstos y la expresion en membrana.

Se observa que no existe correlacion entre la expresion en membrana y los
niveles de proliferacion celular en canales sobreexpresados (figura 18); es
decir, ambos parametros son independientes.

La correlacion tanto del Kv1.3 como de las quimeras del Kvl1.5 no presenta
diferencias significativas en ninguno de los dos casos (p>0,05).

140 -

g 160
© 120 - +l E G 140
% — mkvi3 8 ‘m T
7] i o 120
8 00 i a2 B s
2 ®s3  X® =0,6726x + 74,416 '
- —— PO 1L E—— Y e
© 2 % = . R2=0,3625 AN
S g y = 0,8205x + 80,908 3] & ) @ K5-613YS
& 80 - a3 & » . p=0,0896 K5N3
@ R2 =-0,0114 myr @ 80 ® K5N3-
S p =0,3708 2 oS I ca
& BKYS & :
60 : : ‘ : ‘ 60 : : : : ‘ ‘
30 35 40 45 50 55 0 20 40 60 80 100 120
Expresion membrana Kv1.3-Mutantes (%) Expresion membrana Kv1.5-Quimeras (%)

Figura 18. Graficas con la media *+ SEM de la expresion en membrana y los niveles de
proliferacion que demuestran que no existe correlacion entre ambos parametros.

Los valores de proliferacion celular se expresan en porcentajes respecto
al control. El control lo forman células HEK sin transfectar que dan como
resultado una proliferacion total del 100%. De esta forma, valores superiores al
control indican un incremento de la proliferacion y valores inferiores, una
disminucién en la misma.

De nuevo, se advierte una mayor dispersion de los datos en las
guimeras del Kv1.5 en comparacion con los constructos del Kv1.3
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5. DISCUSION

En funcion de los resultados previos, se observa que no existen
diferencias significativas en la expresibn de membrana en los mutantes del
Kv1l.3 pero si en la expresion de las quimeras del Kvl.5. Las regiones
implicadas en el trafico a la membrana se localizan en el extremo NH (para el
Kv1.3)® y en el extremo COOH (para el Kv1.5)’. Esto explica el peor trafico de
la quimera K5N-, que carece de las sefiales de direccionamiento a membrana,
y la elevada expresion de la quimera K5C3 (con todas las sefales de ambos
canales). En el caso de las quimeras YS, la insercién al inicio del COOH (K5-
532YS) produce una alteracién del trafico que no se observa cuando se inserta
al final (K5-613YS).

Ademas, una mayor dispersion de los datos de expresion de membrana
en el caso de las quimeras del Kvl.5 puede estar asociada al grado de
modificacién de la estructura del canal original. Es decir, las quimeras creadas
presentan grandes diferencias moleculares en su estructura respecto de la
proteina original, lo que implica esa fuerte dispersion de los datos. Sin
embargo, las mutaciones puntuales realizadas en el extremo carboxilo del
Kv1.3, ofrecen resultados de expresién en membrana similares en todos ellos
puesto que la modificacion estructural, en esta situacion, es minima.

La hipoétesis planteada inicialmente, donde se buscaba comparar la
expresion en membrana de los diferentes canales con su funcién, puede
corroborarse gracias a los resultados de los estudios electrofisiolégicos
realizados por el grupo de investigacion. Existe una correlacion significativa
tanto en los constructos del Kv1.3 (R = 0,6377) como en las quimeras del
Kv1.5 (R? = 0,6549) (grafica 17).

Esto permite validar el método de analisis de la expresion en membrana como
medida indirecta de la actividad de los canales. Esta correlacion no es perfecta,
por lo cual se considera que los estudios electrofisiol6gicos siguen siendo la
manera mAas precisa de obtener esta informacién porque determinan la
expresion funcional y por tanto la contribucion a la actividad celular.

Las limitaciones del estudio provienen del hecho de que no es una
medida directa de la funcion del canal, y son fundamentalmente limitaciones
técnicas, ya que es necesaria una cuidadosa seleccion de las condiciones en
las que se obtienen las imagenes para no introducir sesgos en el analisis.
Observamos que el analisis de las imagenes con el Imagen J (FI1JI) daba lugar
a errores en aquellos casos en los que el programa no binarizaba toda la
célula, a pesar de que podia observarse de manera completa en los tres
canales (rojo, verde y azul).

Otra limitacion del estudio presente durante el analisis fue la imposibilidad de
evaluar todas las células de manera aislada. En algunos casos, las células se
mostraban en grupo, modificando las condiciones del andlisis.

Finalmente, no es posible discernir con este estudio la viabilidad de las células
observadas, lo cual puede conducir a desviaciones al cuantificar la expresion
de los canales.

En general, si bien existe una correlacion significativa entre ambos
meétodos (analisis de imagen y electrofisiologia) la correlacion fue menor de lo
esperada en el caso de las quimeras del Kv1.5.
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Al establecer una comparacion entre los resultados de los estudios de
proliferacion con los valores de expresion en membrana se comprueba que
dichos cambios observados en la proliferacién no se deben a cambios en su
expresion (grafica 18). Esto permite corroborar que la proliferacion de los
diferentes canales es independiente de su expresion en membrana.

Un ejemplo claro se muestra en la expresion en membrana de los canales
Kv1.3 y Kv1.5, que no presentan diferencias significativas entre ambos pero el
valor de proliferacién es mayor en el Kv1.3 que en el Kv1.5.

Se concluye que el estudio permite definir una relacion entre la
expresion en membrana y la expresion funcional siendo éstas
independientes de los valores de proliferacion obtenidos con la
sobreexpresion de los canales.
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6. CONCLUSIONES
Atendiendo a los diferentes resultados del estudio se puede concluir que:
» No se observan diferencias significativas en la expresion de los constructos
del Kv1.3 pero si son notables en el caso de las quimeras del Kv1.5.

» Las diferencias y la dispersion de los datos en las quimeras del Kv1.5 se
asocian a los grandes cambios estructurales de la proteina.

» El método de andlisis de expresion de membrana es un método valido para
evaluar la actividad celular al presentar correlacion con la expresion
funcional de los canales.

= No existe una relacion entre la proliferacion celular y la expresion de todos
los mutantes en la membrana de las células HEK.
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