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RESUMEN

El Ca?* es un segundo mensajero ubicuo y universal, indispensable en el citosol para
llevar a cabo muchas de las funciones celulares, como la neurotransmision. Es esencial
para las células conseguir rapidamente tanto su utilizacién como su almacenamiento en
organulos, ya que el Ca%* es tan tdxico como necesario para ellas. Ademds, en el lumen

de los orgéanulos el Ca?*también cumple funciones especificas para ellos.

Los principales organulos encargados del almacenamiento del Ca?* son el reticulo
endoplasmatico (RE) y el aparato de Golgi, por lo que son los mas conocidos y
estudiados; pero en los uUltimos anos se le ha dado mucha importancia en este campo a
los depdsitos de Ca?* de los organulos acidos, ya que son capaces de acumular y liberar
el ion tras la activacidon de canales especificos. En este sentido, el Ca?* podria estar
implicado en la autofagia, la actividad de mTOR, la fusién y fisidn, la modificacién de la
dindmica de Ca%*de otros organulos (como mitocondria y RE), o la regulacion del tréfico
lisosomal y su tamafno. Por lo tanto, se ha dedicado mucho esfuerzo al desarrollo de
indicadores de Ca?* codificados genéticamente como herramientas para medir el Ca?*
luminal en compartimentos acidos. Sin embargo, esta tarea es extremadamente
compleja, ya que la mayoria de los indicadores fluorescentes de Ca?* son sensibles al pH,
extinguiéndose la sefial fluorescente a pH acido. Por el contrario, los sensores de Ca?*
basados en bioluminiscencia son potencialmente ventajosos, ya que son relativamente
resistentes a las variaciones de pH. En este sentido, la aequorina es una proteina
bioluminiscente de unién al Ca?* que emite luz azul cuando se reconstituye con su

cofactor celenteracina.

Las aequorinas son excelentes indicadores para monitorizar la dindmica subcelular del
Ca?*, ya que pueden adaptarse a las diferentes concentraciones de Ca%* y pueden
dirigirse a organelas diana de forma especifica. En el pasado, nuestro laboratorio ha
desarrollado nuevos indicadores de Ca?* basados en aequorina dirigidos a diferentes
organulos, y en los ultimos afios ha estado desarrollando el indicador denominado
ELGA1 dirigido al lumen endolisosomal. En esta tesis, nos planteamos medir con ELGA1
la concentracién de Ca%* luminal de organelas acidicas y su capacidad para liberar el ion
ante estimulos especificos, asi como determinar en qué compartimentos acidicos es
capaz de medir ELGA1, consiguiendo en gran parte nuestros objetivos. Hay que tener en

cuenta que existe una gran variedad de compartimentos acidicos, cuyas caracteristicas
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aun se estan perfilando en la literatura, por lo que no es tarea facil determinar en cuales
reporta ELGA1; en esta tesis conseguimos reducir tedricamente la lista a un pequeiio
numero de candidatos, y proponemos el endosoma tardio como el candidato principal,
a raiz de experimentos que se describiran a lo largo de la tesis. Por conveniencia, para
referirnos a todos los compartimentos ligeramente acidos de nuestro interés en todas
sus posibles variantes, utilizaremos el término “endolisosomas” (EL) de manera genérica
(aun sabiendo que esta denominacién no es del todo correcta, ya que los endolisosomas

son un compartimento especifico de la via endolisosomal).

Descubrimos que la aequorina se reconstituye a partir de pH 5.5, aunque en orgdnulos
con alta concentracidn de Ca?* (no necesariamente EL) sélo es posible medir a partir de
pH 6. En consecuencia, aprovechamos esta caracteristica para, a través de ELGAIL,
describir la dindmica del Ca?*en los EL a pH 6 y superior. Demostramos que la captacion
luminal de Ca?* reportada por ELGA1 es sensible a la tapsigargina, y que los niveles de
Ca?* en estado estacionario son de 396 + 30 uM en células HEK293T (permeabilizadas),
que se reducen selectivamente tras la sobreexpresion del canal TRPML1 (canal de Ca?*
especifico de endosomas tardios y lisosomas). Observamos que el agonista especifico
de TRPML1 denominado ML-SA1 es capaz de liberar Ca?* del lumen del orgéanulo.
Ademads IP3, un mensajero movilizador de Ca?*, evoca respuestas luminales robustas en
células de tipo silvestre, pero no en células con los receptores de IP3 inactivados. Es mas,
tras perder la respuesta de IP3R debido a la inactivacidn de los tipo 1, 2 y 3, ésta se
recupera parcialmente al expresar IP3R1. Por ultimo, la estimulacién con agonistas

formadores de IP3 (como ATP) provoca la liberacidn de Ca?* en células vivas intactas.

Para terminar, observamos con sorpresa, por un lado, que los resultados de los
experimentos con ELGA1 eran muy similares a los ya bien conocidos del RE, a pesar de
gue ELGA1 se localiza en EL; y por otro, que TRPML1 también generaba liberacion de
Ca®* en RE, a pesar de que este canal no se localiza en dicho organulo, ya que es
especifico de endosomas tardios y lisosomas. Explicamos estos resultados mediante una
posible comunicacién o crosstalk entre estos dos organulos a través de TRPML1 en los
sitios de contacto entre ambos, de los que se informa en la literatura. Esta hipotesis
cuadraria con otros experimentos reflejados en la literatura que muestran una relacién

indirecta entre TRPML1 y el RE.
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1.1. Los endosomas tardios y endolisosomas como parte de la via endocitica.

1.1.1. Endocitosis. Via endocitica y funcién

Las células necesitan comunicarse con el exterior y cumplir sus funciones internas, y lo
consiguen gracias a un complejo sistema de membranas dindmicas y en continuo trafico.
El trafico de componentes depende de las diferentes vias secretora, endocitica y de
recuperacién. La via biosintética-secretora permite desde el interior hacia el exterior,
mediante la exocitosis, secretar y afiadir a la membrana plasmatica (MP): proteinas de
nueva sintesis, lipidos y carbohidratos. De forma complementaria, mediante la
endocitosis (desde el exterior hacia el interior) se ingieren particulas externas hacia la
célula. La via endocitica comienza con la endocitosis y continta con la eliminacién y la
recuperacién de componentes, la cual es posible gracias a la cooperacién con la via de
recuperacion. Todos estos procesos se llevan a cabo segun las necesidades de la célulay
de forma organizada (Figura 1). Durante la tesis nos centraremos principalmente en la
via endocitica ya que, como veremos, parece nuestra zona de actuacién mas probable.

Vesiculas
Secretoras— Vesiculas
endociticas
Via secretora |
Ap.Golgi
“Endosomas
— de reciclado
Via de —— Endosomas
recuperacion Vialendocitica tempranos
RE
Ntcleo

Figura 1. Trafico de componentes: vias endocitica, de recuperacion y secretora. El trafico de moléculas y
macromoléculas, membranas y otros componentes pasan al exterior o interior celular, cambian de posicion
en la célula, se reciclan y eliminan gracias a las vias secretora, endocitica y de recuperacion (imagen creada
con BioRender.com).

La endocitosis es un proceso celular de invaginacién de la membrana plasmatica, vy
posterior fisién y formacion de vacuolas y vesiculas, para la internalizacién de fluidos,
moléculas y macromoléculas, particulas, otras células, virus, etc. (revisado por (Huotari
and Helenius, 2011; NELSON and COX, 2013)).

Se pueden distinguir dos tipos de endocitosis segun el tamafio (Alberts et al., 2008):

11
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- Pinocitosis: se ingieren pequefios solutos y fluidos en vesiculas de unos 100nm de
diametro de aspecto uniforme. Se lleva a cabo continuamente por la mayoria de las
células sin que estas cambien de tamafo, ya que se produce un recambio de la
membrana gracias a la exocitosis (la célula puede renovarse en muy poco tiempo).
Tienen lugar en zonas de la MP con depresiones recubiertas de clatrina. Por tanto, la
pinocitosis es un proceso constitutivo de endocitosis de particulas de pequefio
tamafio, en el que las depresiones recubiertas se separan constantemente de la MP
formando vesiculas recubiertas.

- Fagocitosis: se ingieren grandes particulas y se forman vesiculas de unos 250nm
denominadas fagosomas y con formas dispares segun el cago. Se ingieren con mayor
eficacia por células especializadas en fagocitosis. Es un proceso regulado que se tiene
gue activar extracelularmente (por ejemplo por la fosfatidilserina expuesta en las
células apoptdticas). Ademas, las células animales vivas contienen proteinas sefales
de “no me comas” que impiden la activacién de la fagocitosis.

Por tanto, la via endocitica es un proceso de pinocitosis llevado a cabo por una serie de
organulos que se encuentran en diferentes estados de maduraciéon y que tienen
diferentes funciones y caracteristicas en su composicion. La via endocitica es
fundamental para el reciclado de componentes de membrana y la eliminacién de
residuos, pero también es fundamental para las sefiales de alimentacion y metabdlicas
de la célula (Wang et al., 2014b). Es esencial para la captacién de alimentos, inmunidad,
sefializacion, adhesidn, recambio de la membrana (turnover) y desarrollo. Las proteinas
(housekeeping y otras) y demas moléculas endocitadas son recicladas directamente de
vuelta a la MP o al trans Golgi (TNG), mientras que el resto, es enviado al lisosomas para
ser eliminado (Scott, Vacca and Gruenberg, 2014).

1.1.2. Componentes de la via endocitica

Las vesiculas endociticas (vesiculas de transporte recubiertas de clatrina (COPI)) pasan en
un minuto a los endosomas tempranos (EE de las siglas en inglés: Early Endosome), que
se encuentran cerca de la MP, y tras unos 5-15min, pasan a los endosomas tardios (LE de
las siglas en inglés: Late Endosome) que, en general, se encuentran cerca del nucleo y del
aparato de Golgi. Finalmente, los LE maduran en lisosomas (Huotari and Helenius, 2011).

Los EE son el primer punto recolector de cargo desde la MP y de enzimas hidrolitica desde
el Golgi. Aportan componentes de nueva formaciéon y permiten la eliminacién de
residuos. Contienen un pH de entre 6.8 y 5.9. En la via endocitica, los EE migran hacia el
interior celular a través de los microtubulos, lo que va generando depresiones hacia el
interior del organulo o vesiculas intraluminares (ILVs, de las siglas en inglés: intralumenal
vesicles), las cuales, se desprenden o maduran desde los EE y pasan a ser cuerpos
multivesiculares libres (MVBs, siglas del inglés: multivesicular bodies) (Scott, Vacca and
Gruenberg, 2014). Estos MVBs pueden fusionarse entre si para formar LE o fusionarse

12
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con LE ya formados, cuyo pH pasa a 6-5.5. El que las células tengan un solo LE conectado
o muchos desconectados parece depender del tipo y del estado celular (Alberts et al.,
2008). Los LE maduran en lisosomas formando endolisosomas previos o se fusionan con
lisosomas ya formados (Luzio, Pryor and Bright, 2007), estos contienen un pH de 4.5-5.
No existe una diferencia real entre endosomas tardio y lisosomas sino que son el mismo
organulo en diferentes estados de maduracién. Los lisosomas se consideran los ultimos
organulos de la via endocitica y es donde se degradan las particulas. La via endocitica no
es la Unica que aporta componentes a los lisosomas, también reciben cargos de la
autofagia y de la fagocitosis (Figura 2) (Alberts et al., 2008).

Vesiculas

endociticas
.

Trans 2
Golgi e\ s Endosomas
Via biosintética _ de recitlado

—— Endosomas
Vialendocitica tempranos

; Cuerpos
i multivesiculares
Nucleo

| — Endosomas
tardios

~~Endolisosomas

/— Lisosomas

Figura 2. Componentes de la via endocitica. La via endocitica comienza en la membrana plasmatica y
llega hasta la zona del nucleo entre 5 y 15 minutos. Comienza por los EE que son los receptores de cargo
y enzimas y acaban por los lisosomas que llevan a cabo la digestion completa del cargo con las enzimas
completamente activas. Los EE van desarrollando vesiculas intraluminares hasta que se liberan formando
los MVBs; estos se fusionan con LE ya formados o se fusionan entre ellos para formar LE. Los LE finalmente
maduran en lisosomas. No existe una diferencia real entre LE, endolisosomas y lisosomas ya que son el
mismo organulo pero en estados madurativos diferentes, aunque los LE llevan a cabo sefializacion
importante para la célula y la via endocitica. (Imagen creada con BioRender.com).

A lo largo de la maduracion de los endosomas en la via endocitica es caracteristica la
acidificacion del lumen debido principalmente a la v-ATPasa, lo que permite la activacion
de las hidrolasas. Aunque algunos estudios apuntan a subconjuntos no acidicos de
lisosomas, e incluso, a una maduracion de endosomas tardios-endolisosomas-lisosomas,
mas compleja que la maduracion lineal planteada hasta la fecha. Se propone (Bright,
Davis and Luzio, 2016) un pH fluctuante para la regeneracion de los lisosomas. Segun los
autores habria una maduracién ciclica en la que, los lisosomas de almacenamiento
terminales, serian compartimentos no acidicos e inactivos para hidrolasas acidas. Estos
lisosomas terminales se formarian a partir de endolisosomas y tendrian la funcién de
almacenamiento y maduracion de hidrolasas acidas. Después los lisosomas terminales,
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junto con los endosomas tardios, formarian los endolisosomas que serian acidos y activos
para las hidrolasas (Bright, Davis and Luzio, 2016) (Figura 3). El pH también podria
depender de la posicidn celular de los lisosomas (Johnson et al., 2016): aquellos con una
mayor expresion de Arl8b mantienen una posicién mas periférica y un pH de 5.98 frente
a los lisosomas perinucleares que tienen un pH de 5.12. Los lisosomas periféricos son
menos frecuentes y podrian deberse a compensaciones por problemas con la via
biosintética (Johnson et al., 2016).
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Figura 3. Posible fluctuacion del pH de los lisosomas. Esquema que muestra el ciclo de regeneracién de
los lisosomas. Los endolisosomas estaria formados por endosomas tardios y por lisosomas de
almacenamiento terminales. Después los endolisosomas madurarian y se condensarian para volver a
formar de nuevo los lisosomas terminales. Los endolisosomas serian activos para hidrolasas y tendrian pH
acido, mientras que los lisosomas de almacenamiento terminales serian inactivos para las hidrolasas y
tendrian pH menos acido. Los autores representan en gris el contenido electrodenso. Imagen seleccionada
de (Bright, Davis and Luzio, 2016).

En el sistema de clasificacién de las hidrolasas lisosdmicas se genera un solo marcador
de manosa 6 fosfato (M6P). Este se afiade sélo a la glucoproteina adecuada gracias a dos
enzimas diferentes, una en cis-Golgi y otra en TNG. El TGN, a un pH de 6.5-6.7, contiene
proteinas receptoras de M6P que se unen a las hidrolasas por el lumen, y a las proteinas
de clatrina por el lado citosélico, formando asi las vesiculas de transporte hacia los EE de
la via biosintética (Alberts et al., 2008; Hasanagic, Waheed and Eissenberg, 2015). El
mecanismo de M6P y su receptor podria no ser la Unica via de transporte hacia los
lisosomas. Gracias a enfermedades humanas y modelos animales se conocen dos
mecanismos, independientes, para dirigir hacia los lisosomas proteinas de membrana e
hidrolasas lisosomales (Hasanagic, Waheed and Eissenberg, 2015). En cualquier caso, las
vesiculas pierden su cubierta y se fusionan con los EE donde las hidrolasas llevan a cabo
una digestién leve. Tras la maduracién del EE a LE el pH pasa a 6-5.5 y la mayoria de los
receptores de M6P sueltan la hidrolasa lisosémica. Mas adelante, los endolisosomas
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contienen todas las hidrolasas activas. Las hidrolasas se activan tanto por el pH como por
la protedlisis de los dominios inhibidores de las proenzimas (Alberts et al., 2008).

1.1.3. Regulacion en la via endocitica. Estructura y funciones de sus componentes

La sefalizacién que llevan a cabo los endosomas es muy compleja, ya que estdn
implicados por un lado en la sefializacion celular, y por otro, en la sefializacién para su
propia maduracién.

La complejidad no se encuentra sélo en la sefializacién, sino que ademas, como hemos
visto en el epigrafe anterior, sus componentes se encuentran en una dindmica constante
de fusion y fision, en la que comparten informacion y materiales de forma directa con
otras membranas. Toda esta complejidad y heterogeneidad hacen muy complicado el
conocimiento de toda la via endocitica, y de su seializacidén. Actualmente aun se intenta
conocer y simplificar el conocimiento sobre la via.

Es practicamente imposible, por ahora, separar la composicién estructural de los
componentes de la via endocitica de la sefializacidon para la maduracién de estos
componentes. Ya que los propios componentes de membrana estan implicados en su
maduracion y su sefalizacion.

Por tanto, en este epigrafe expondremos, por un lado, la implicacién de los endosomas
en la sefializacion celular (parte de lo que se conoce), y por otro, la composicién y
estructura y la sefializacién y maquinaria para la maduracién de los componentes de la
via endocitica.

Es importante que EE y TGN sean compartimentos bien separados para poder estudiar
la via, en plantas y hongos no parece estar tan clara esa diferencia (Huotari and Helenius,
2011) (Tabla 1). Tener en cuenta que existen estudios sobre endosomas y lisosomas
realizados con estos modelos.

Tabla 1. Las herramientas utilizadas para estudiar la via endocitica

Zona marcada o modelo utilizado Marcaje

Receptores y cargo como transferrina y su

El cargo receptor o el factor de crecimiento epitelial
(EGF) y su receptor. Son ubiquitinados por la
parte citosdlica y llevados al lisosoma para su
degradacion.

Fluidos Con dextrano y otros solutos fluorescentes.
Membranas Con lipidos fluorescentes

Virus y bacterias Usan compartimentos endosomales
Levaduras y hongos filamentosos comparables a los de las células animales.

**Tabla modificada de (Huotari and Helenius, 2011)

1.1.3.1. Implicacidn de los endosomas en la sefalizacién celular
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Algunos complejos de sefializacion son especificos de EE y pueden cambiar o modular la
sefializacion inicial de la MP, ya que los EE estan enriquecidos en PI(3)P (de las siglas en
inglés: phosphatidylinositol-3-phosphate). Esto implica, por ejemplo, que la modificacidon
postraduccional de las moléculas de sefalizacién (como receptores acoplados a
proteinas G) también ocurra en los endosomas (Platta and Stenmark, 2011).

Los LE también pueden regular eventos de seializacién especificos y contienen los
componentes para ello (por ejemplo, continta la seiializacién iniciada por EGFR (de las
siglas en inglés: epidermal growth factor receptor)). Los LE son esenciales en la mayoria
de las células para el transporte del colesterol, la monitorizaciéon de nutrientes y la
consecuente adaptacién para procesar el metabolismo celular y el crecimiento celular
(Scott, Vacca and Gruenberg, 2014). Ademas, los LE juegan un papel esencial en la
sefializacion proinflamatoria de los macréfagos (Platta and Stenmark, 2011).

El regulador mTOR (de las siglas en inglés: Ser/Thr kinase mammalian target of
rapamycin, rapamicina es un farmaco que inhibe mTOR), ensamblado al complejo
mTORC1 (siglas del inglés: mammalian target of rapamycin complex 1), parece jugar un
papel esencial en las funciones de sefializacién de los LE y endolisosomas. mTORC1 se
regula por muchos eventos, siendo la translocacién a la membrana de los endolisosomas
el evento crucial (donde colocaliza con TRPML1 (de las siglas en inglés: Transient receptor
potential mucolipin 1) (Li et al., 2016)), promovido por la disponibilidad de nutrientes
(aminodcidos libres y glucosa) y regulado por las RAG GTPasas. La v-ATPasa (ATPasa de
tipo vacuolar) también es esencial para la regulacion de mTORC1, pero no se sabe si la
sefial se transmite directamente desde la bomba o si lo hace indirectamente a través de
PAT1 (de las siglas en inglés: proton-dependent amino acid exporter1) (Scott, Vacca and
Gruenberg, 2014). Algunas de las funciones de mTORC1 que se conocen son:

e Integra nutrientes con otras senales del entorno del LE, como las de factores de
crecimiento, de estrés, etc.

e Regula el metabolismo a través de SREBP (de las siglas en inglés: sterol regulatory
element-binding protein 1) a nivel pre y pos transcripcional; y a través de la
translocacion nucleary la activacién de TFEB (siglas del inglés: transcription factor
EB), que es el principal regulador de la biogénesis de los endolisosomas. Algunas
funciones conocidas de TFEB son:

o Integrar los cambios en el entorno para regular la funcidn y organizacion
coordinada de los endosomas y lisosomas (Scott, Vacca and Gruenberg,
2014).

o Controlar tanto las secreciones endolisosomales, como la biogénesis y la
autofagia de los lisosomas (Medina and Ballabio, 2015).

o Regular, tras un aumento transitorio citosélico de Ca?*, la unién de LE y
MVBs a la MP en células no especializadas. La funcién no se conoce, podria
ser la de reparar la MP (Scott, Vacca and Gruenberg, 2014).
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Por tanto, el Ca?* y mTORC1 (que regula la monitorizacién de nutrientes) regulan TFEB,
que a su vez regula la biogénesis endolisosomal (Scott, Vacca and Gruenberg, 2014)
(Figura 4)

o En deprivacién de factores de crecimiento o en inanicion, mTORC1 esta
inactivo y TFEB se desfosforila y activa via calcineurina, que a su vez es
activada por Ca?* citosdlico

o Cuando los nutrientes estan presentes mTORC1 estd activo, fosforila TFEB
e inhibe su actividad.

Entorno de LE

fosforilacion
—» mTORC1—1 TFEB

Nutﬁentes

— mTORC1 (desfosforilacion

Calcineurina — TFEB

Figura 4. Activacion de TFEB por mTRC1 segtn los nutrientes del entorno. En deprivacién de factores de
crecimiento o en inanicion, mTORC1 estd inactivo y TFEB se desfosforila y activa via calcineurina activada
por Ca® citosélico. Lo que activa a su vez la biogénesis endolisosomal. Cuando los nutrientes estan
presentes mTORC1 estd activo, fosforila TFEB e inhibe su actividad. Creado con BioRender.com

Hay otros mecanismos que disparan la biogénesis de lisosomas y LE como la salida de Ca?*
desde LE por TRPML1 o por estrés de reticulo (también via TFEB/TFE3). Ademds, TFEB
también puede ser fosforilado por ERK (de las siglas en inglés: extracellular signal—
regulated kinase) (Malek et al., 2022).

Es interesante saber para esta tesis que la tapsigargina inhibe mTOR por induccién de
AMPK dependiente de Ca?* y reduce la fosforilacion de TFEB, lo que induce su
translocacion nuclear y la biogénesis de LE (aunque tras 3 horas deja de ocurrir) (Medina
and Ballabio, 2015).

1.1.3.2. Morfologia y maduracion de los componentes de la via endocitica

La maduracion de los endosomas que se requiere antes de la fusidn con los lisosomas
requiere unos 10-40 min. Esta maduracidon conlleva cambio en el pH, movimiento hacia el
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area perinuclear, intercambio de los componentes de membrana (principalmente de
Rab5 por Rab7), cambio en los patrones de fusidn, formaciéon de ILVs adicionales,
adquisicidon de los componentes lisosomales y cambios en la morfologia. Es interesante
saber que ademas, la maduracién de LE a lisosomas no parece ocurrir a temperaturas
inferiores a 19-20°C. A continuacidn se desarrollan de forma resumida estos puntos.

Cambios en la morfologia durante la maduracién

Los EE Son heterogéneos en funcién, morfologia y composicién (Figura 5). Son
relativamente pequenos y estdn cerca de la MP, aunque la distribucién depende del tipo
celular. Tienen una estructura compleja con dominios vacuolares y tubulares. Ademds en
ellos comienza la formacidn de las ILV.

Antes del descubrimiento de las LE, se les denominaba lisosomas ligeros por la baja
densidad en los gradientes. Los LE son tipicamente redondos u ovales con un didmetro de
entre 250-1000 nm con alta densidad de ILVs de unos 50-100 nm. La membrana de los LE
son altamente negativas al igual que la de las ILV (Huotari and Helenius, 2011).

Los lisosomas denominados clasicos son densos, redondeados y pequeios. Tienen (a
diferencia de los LE) una alta densidad en gradientes y pueden ser separados de los
endosomas por fracciones subcelulares. LE y lisosomas tienen una membrana especial: la
mayoria de proteinas estdn muy glucosiladas (como LAMP1 y 2) y ademds contienen
transportadores de macromoléculas que depositan los productos de la digestién en el
citosol (Scott, Vacca and Gruenberg, 2014; Huotari and Helenius, 2011). Por otro lado,
también se encuentran las ATPasas de H* vacuolar, al igual que en el resto de la via, pero
en este organulo acidifica el lumen hasta un pH de 4.5-5. Esta v-ATPasa actla en contra
de gradiente, de forma que usando ATP genera H*. En el interior del organulo
encontramos las hidrolasas acidas completamente activas. Contienen unos 40 tipos
diferentes de hidrolasas: nucleasas, glucosidasas, fosfatasas, sulfatasas, fosfolipasas y
lipasas, que se activan tanto por el pH acido del lumen como por la protedlisis de las
enzimas (Alberts et al., 2008; Scott, Vacca and Gruenberg, 2014; Huotari and Helenius,
2011). Los encargados del potencial de membrana del lisosoma (estimado entre -20 y -40
mV) parecen ser los canales de potasio activados por voltaje (Ky) y los canales de Na* tipo
TPC.

Composicidn de las membranas de las ILVs durante la maduracion:

La membrana de las ILVs tienen mds cantidad de colesterol y esfingolipidos en estado
tempranos, mientras que en estados mads tardios, como parte de LE y lisosomas,
disminuyen y contienen mdas concentracién de BMP/LBPA (de las siglas en inglés:
lysobisphosphatidic acid) y ceramida. Esto se debe al transporte de colesterol hacia RE
por accion de NPC1 y NPC2 (cuyas formas mutantes se encuentran en la enfermedad de
Niemann Pick). NPC2 es una proteina soluble que extrae colesterol de las ILVs; NPC1 se
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encuentra en la membrana y transfiere el colesterol a su través. La cantidad de
BMP/LBPA (fosfolipidos especialmente concentrados en endolisosomas) correlaciona
con el nivel total de colesterol en la célula, seguramente por su rol de control de
colesterol en el almacenamiento endosomal (Huotari and Helenius, 2011).

LBPA tiene la capacidad de deformar las membranas in vitro y parece que ocurre lo
mismo en la formacion de ILVs en LE in vivo. LBPA y PI(3)P tienen una distribucion
opuesta en la via endocitica (Scott, Vacca and Gruenberg, 2014):

e LE contienen alta cantidad de LBPA y es abundante en ILVs de LE y no en EE ni
ECV/MVBs.

e PI(3)P estd menos presente en LE y mas en EE, ILVs de ECV/MVBs (donde no
parece colocalizar LBPA).

Se sugieren diferentes poblaciones de LE segln el contenido de membrana de sus ILVs,
segun si contienen mayor concentracién de EGFR y PI(3)P o de BMP/LBPA (Huotari and
Helenius, 2011).

La ambigliedad, la heterogeneidad y falta de sincronizacion parecen la explicacién para
la falta de consenso en conceptos y modelos para esta via (Huotari and Helenius, 2011).
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Figura 5. Morfologia de endosomas y lisosomas por microscopio electrénico de endosomas tempranos (A
y B), de endosomas tardios (C), endolisosomas (D) y lisosomas (E). Son imagenes de células Hela realizadas
a 500 nm (A) y a 100 nm (B-E). Imagen seleccionada de (Huotari and Helenius, 2011).

Acidificacion y motilidad durante la maduracién

Acidificacion
La acidificacion es muy importante en el proceso de maduracidn. Clasicamente los EE se
encuentran en un rango de 6.8-6.1, los LE en uno de 6.0-4.8 y los lisosomas en torno a

4.5. El bajo pH permite la actividad de las hidrolasas acidicas, el trafico de membranas, el
transporte del cargo, la regulacién de la bomba v-ATPasa (su concentracién en la
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membrana, su isoforma y la asociacion y disociacion a los complejos VO y V1) y la
inactivacion de patégenos (Huotari and Helenius, 2011).

La bomba de protones V-ATPasa es la encargada de la acidificacién de los componentes
de la via endocitica. Esta formada por dos complejos, VO sirve como poro transmembrana
para H* y V1 hidroliza ATP en la zona citosdlica. Su localizacién en la membrana depende
de la concentracion de colesterol (Huotari and Helenius, 2011). La bomba genera un
potencial de membrana positivo de unos +19 mV, lo que es favorable para la salida del
Ca?*, mientras que el lumen es negativo por el potencial de Donnan (debido a las
proteinas alojadas), lo que favorece la entrada de H*, Ca?*, etc. (Morgan et al., 2011). Los
inhibidores de la V-ATPasa son iondforos carboxilicos: monensina y nigericina;
bafilomicina Ay concanamicina (Huotari and Helenius, 2011). La inhibicion de la V-ATPasa
afecta el paso del cargo de EE a LE (lo que influye en la maduracién de los lisosomas)
aunque esto podria depender del tipo celular; y también reduce la formacion de ILVs.

La bomba anade entre 2 y 4 H* por cada ATP, pero la acidificacién también depende de
ATPasa Na*/K* y de canales de CI, Ca%*, Na*y K* (Huotari and Helenius, 2011). El mayor
cambio en el pH parece ocurrir con el reclutamiento de Rab7 (Podinovskaia, 2021).
Ademas, se sabe que una mayor concentracion de Rab7 en la membrana hace que haya
una mayor acidificacién, esta relacion Rab7-pH se debe a que Rab7 recluta RILP, que a su
vez, regula el reclutamiento y estabiliza V1G1 de la V-ATPasa (Johnson et al., 2016).

Un ambiente idnico también podria afectar la maduracion de los endosomas. Se produce
un incremento de ion cloro durante la maduracién y la concentracion de ion calcio parece
ser mas baja al principio de la via, y luego aumenta. Ademas es importante en los procesos
de fusidn para la formacién de lisosomas y endolisosomas (Huotari and Helenius, 2011).

Motilidad

Los movimientos de los endosomas permiten su maduracion y su funcion (Figura 6). Estos
movimientos son indispensables para la fusidn, el transporte, la degradacidon y el reciclado
del cargo. La localizacion de los endosomas en el citoplasma influye en su cantidad,
tamanio, y contenido del cargo segun la distancia a la que se encuentran desde el nucleo.
La conversidn a LE puede ocurrir en la periferia de la célula, en la zona central y en la
perinuclear (Huotari and Helenius, 2011).

Los endosomas dependen de los microtibulos para moverse y por tanto de las dineinas y
kinesinas para su anclaje a estos. Las kinesinas son una gran familia que se especializa
principalmente en el trasporte en direccion mas-final (del inglés: plus-end), por el
contrario, las dineinas se encargan de la direccion del transporte menos-final (del inglés:
minus-end), que lleva a los LE hacia los lisosomas en la zona perinuclear. Rab7-GTP une a
ORP1L (las siglas del inglés: oxysterol-binding protein-related protein 1L) (Johansson et al.,
2005) y a RILP (las siglas en inglés: Rab-interacting lysosomal protein) que reclutan en
turnos la subunidad p150 de la dineina. Una baja concentracion de colesterol detectado
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por ORP1L en la membrana de los LE, da lugar a un cambio conformacional y la detencidn
de la motilidad. Otro efector de Rab7: FYCO1 media la direccionalidad plus-end de los LE
y autofagosomas (no se demuestra si a través de kinesinas) (Huotari and Helenius, 2011).
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Figura 6. Motilidad de los LE. La motilidad de los LE a través de los MT (microtubulo) (A) puede ocurrir en
direccién mds-final (hacia la membrana plasmatica) gracias a las quinesinas y direccidn menos-final (hacia
la zona nuclear) gracias a las dineinas. (B) Esquema del complejo de unién a MT en direccién menos,
formado por Rab7, RILP, ORP1L, dinactina, dineina y espectrina. Rab7 activado une a RILP y ORP1L;
entonces se unen a espectrina Blll y dineina activandose la motilidad. Imagen seleccionada de Huotari and
Helenius, 2011.

La esnapina es una proteina de unién a SNARE implicada en la fusién de vesiculas
sindpticas y tiene un rol indispensable en el transporte retrégrado de los LE. Las proteinas
SNARE permiten la fusién de las membranas y ademds aseguran que la unidn sea la
correcta. Se conocen 35 SNARE diferentes en células animales asociadas a diferentes
organulos de la via secretora o endocitica. v-SNARE se encuentra en la membrana de la
vesiculay t-SNARE en lamembrana de la célula diana. En el proceso de exocitosis regulada
son necesarios el apareamiento de los dos tipos de proteinas, y la posterior entrada de
ion calcio localizado, para terminar de ejecutarse. Las proteinas Rab ejercen un nivel mas
de control en la correcta localizacién de las proteinas SNARES, ya que controlan la
liberacidon de proteinas inhibidores de t-SNARE. Por tanto, el transporte vesicular normal
no se producira si no contiene las proteinas SNARE y Rab adecuadas (Alberts et al., 2008).
Por estudios con pacientes de Niemann Pick se sabe que el colesterol también regula la
motilidad de los LE (Huotari and Helenius, 2011).

Por el contrario, hay estudios que plantean el citoesqueleto de actina como el principal
encargado de la direccion menos-final. Si la actina se elimina no se produce el paso de
cargo EE-LE. Ademas, la actina se requiere para procesos de fisién de los EE y parece tener
un papel en la fusién de los LE, lisosomas, fagosomas y autofagosomas (Huotari and
Helenius, 2011).
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Intercambio de Rab durante la maduracion

Los EE son la primera parada para los receptores internalizados mediante la endocitosis
mediada por receptor. Son aquellos orgdnulos que contienen Rab5 desde el principio de
la via y cuyos efectores son EEA1 (de las siglas en inglés: Early Endosome Antigen 1)
(Platta and Stenmark, 2011) y VPS34/p150. Ademds, el EE es el principal regulador de la
conversion a LE.

Segun uno de los modelos planteados en la maduracién de los endosomas, los LE de
nueva formacion se generan a partir de un complejo previo a Rab7. Se generaria un
hibrido transitorio Rab5/Rab7, en el que Rab7 parece ser reclutado por un GTP-Rab5, que
luego pasa a GDP-Rab5. Los tubulos y el resto de dominios de los EE se pierden para
formar LE. Rab7 también parece esencial para la maduracién y para el transporte del
cargo hacia los lisosomas. El proceso real no se conoce aun pero deberia involucrar una
maquinaria compleja, en la que primero hay un aumento de Rab5 y luego una eliminacién
absoluta. La hidrélisis de GTP a GDP es muy importante y podrian estar involucrados RLIP
(que contacta con LE y dineinas y que esta relacionada con el transporte retrégrado) y el
complejo HOPS (relacionado con la fusién de LE) (Luzio, Pryor and Bright, 2007). Ademas,
de forma negativa en la maduracién se involucra a Rubicon (por secuestro de UVRAG)
(Sun et al., 2010) y PLEKHM1 que son efectores de Rab7 (Huotari and Helenius, 2011).

La conversion de los fosfatidilinositol (Pl) durante la maduracion

La conversién de los Pls es importante en la maduraciéon de los endosomas y ocurre en
sus membranas, también regula la maquinaria de ESCRT que es la responsable de la
formacién de ILVs.

En el proceso de conversidn Pl se fosforila dando lugar a PI(3)P en EE; ademas PI(3)P
también se encuentra en la membrana de las ILVs (Huotari and Helenius, 2011)); luego
se vuelve a fosforilar en LE generando PI(3,5)P2. PI(3)P se encuentra en la parte citosdlica
de los EE y es sintetizado a partir de Pl por la quinasa VPS34 (PI(3)K de tipo 3), la
activacion de Rab7 es la que controla la sintesis de PI(3)P. Luego, se genera PI(3,5)P2 por
la quinasa PIKfyve (siglas del inglés: phosphatidylinositol 3-phosphate 5-kinase).

En células de mamiferos las vacuolas inducidas por inhibicion de PIKfyve son no acidas,
ademas PIKfyve podria participar en la exocitosis y en la regulacion de canales de calcio
como TRPML1. PI(3,5)P2 es importante principalmente en la via degradativa, activa
directamente canales de calcio y regulan la fusion y la fisién (Huotari and Helenius, 2011).

Generacion de ILVs durante la maduracion

La formacién de las ILVs de los cuerpos multivesiculares, y la posterior liberacién, es uno
de los eventos mds importantes en la biogénesis de los LE, y por tanto, también lo es en

23



MATERIALES Y METODOS

la maduracién de los endosomas. Gracias a la formacién de las ILVs se desactiva la
sefializacion de los receptores y las hidrolasas se contienen en el interior de los
endosomas (debido a la carga negativa generada por el fosfolipido BMP/LBPA de las ILVs,
ya que las hidrolasas contienen una gran carga positiva) (Huotari and Helenius, 2011).

La formacién de las ILVs dependen del complejo ESCRT, de sus zonas de union (las
clatrinas, y los PI(3)P y PI(3,5)P2) y de las kinasas de lipidos. Las proteinas ESCRT se unen
secuencialmente a los Pl pasando la carga de un complejo al siguiente, y finalmente,
participan en la clasificacion del cargo en los cuerpos multivesiculares (Platta and
Stenmark, 2011; Alberts et al., 2008; Huotari and Helenius, 2011). Actualmente, en
células mamiferas se ha propuesto la maquinaria de BMP/LBPA y ceramida demostrada
in vitro para la formacion de ILVs independiente de EGF (Huotari and Helenius, 2011).

Por otro lado, ni la ausencia de ATPasa, ni de Rab5 y Rab7 parecen impedir la formacién
de ILVs; mientras que la ausencia de RILP (efector de Rab7, une a ESCRT-Il y se relaciona
con los motores de dineina/dinactina) disminuye la formacion de ILVs (Huotari and
Helenius, 2011; Russell, Nickerson and Odorizzi, 2006).

1.2. Crosstalk

El uso de vesiculas de transporte es el medio de comunicacién mas estudiado de la via
endocitica. Pero como hemos visto, los componentes de la via también utilizan la difusién
y el transporte activo (como en el caso de iones o de colesterol), como medios de
comunicacion con otros organulos. En este epigrafe nos centraremos en otro método
qgue utilizan los componentes de la via endocitica para la comunicacién: los sitios de
contactos de membrana (MCS de las siglas en inglés: membrane contact sites). Los MCSs
se han estudiado principalmente por microscopia electrénica, pero nuevas técnicas,
como la fluorescencia en célula viva, han hecho ver que existen estos contactos entre
todos los organulos. Incluyendo las membranas que se encuentran dentro de los
organulos, como ocurre con las ILVs que se encuentran en los cuerpos multivesiculares
(Figura 7) (Prinz, Toulmay and Balla, 2020).

24



MATERIALES Y METODOS

. Lipid transport S

protein

Metabolic
channelling

. s |Lipid Cymplasml.“v.
I

Lipid transport |

0

v
H T membrane »
H A\ by 1

" Plasma—
# membrane |

el

E o &
\ Mother ¢ NSeptin

' Lipid signalling i

Piap e PILSIP, @2 DAG "
§ ? PR

ola"

ER

¢ Mnodondnon
N . Mothercell _

32:$m:>) (< "':D

(e “See®
Cargo sorting kN

r ROSsignﬂhng ™

Figura 7. MCSs. Esquema de los MCSs entre diferentes tipos de organulos. Muestra las diferentes funciones

que pueden llevarse a cabo gracias a estos contactos: sefializacién (en rosa), regulacion de la dinamica de

las membranas (azul), transporte de lipidos (naranja), canalizacion metabdlica (verde). MCSs, Sitios de

contacto entre membranas. Imagen seleccionada de (Prinz, Toulmay and Balla, 2020).

Existe mucha diversidad de MCSs segun la distancia entre organulos, la composicidn, las

funciones o el nimero de contactos entre organulos (Prinz, Toulmay and Balla, 2020).
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1.2.1. Entre mitocondrias y LE

Se ha demostrado que existen sitios de contacto entre mitocondrias y lisosomas y
también entre mitocondrias y LE (Wong, Ysselstein and Krainc, 2018), las cuales
permiten la ejecucidon de funciones mitocondriales como la fisién. Ademas, en estos
sitios de union se encuentran los TRPML1 canales catidnicos de calcio que permite la
salida del ion desde los lisosomas, y la posterior entrada de éste hacia la mitocondria
(Peng, Wong and Krainc, 2020). La entrada de calcio hacia la mitocondria desde los sitios
de contacto estan regulados en la cara extracelular de la membrana mitocondrial por
VDAC1 (de las siglas en inglés: voltage-dependent anion channel 1) y en la membrana
interna por el transportador MCU (de las siglas en inglés: mitochondrial calcium
uniporter). Se ha comprobado que no existe colaboracién ni desde el RE ni desde la MP.
El Ca?* entrante en la mitocondria se relaciona con actividades mitocondriales como la
sefalizacion de ROS o la fosforilacidon oxidativa. Ademas, en el mismo estudio se
demuestra que la mucolipidosis tipo IV (MLIV), enfermedad causada por la pérdida de
la funcion de TRPML1, esta asociada con malformaciones en los sitios de contacto entre
mitocondria y lisosoma (Peng, Wong and Krainc, 2020).

1.2.2. Entre Aparato de Golgi y LE

En los ultimos anos se propone una posible relacién entre el TGN y la via endocitica, ya
qgue el TGN puede fusionarse con estructuras endociticas marcadas con Rab5 y adquirir
identidad de endosomas tempranos, y ademas en el transporte retrégrado se produce
una situacién de vecindad muy préxima donde parece llevarse a cabo la autofagia
(Podinovskaia, 2021; Shi et al., 2018; Zhou et al., 2023). En un estudio reciente de 2023
realizado en Drosophila, se ha encontrado una alta concentracion de lisosomas en las
zonas de ERES-Golgi (del inglés: ER exit sites), pero no de LE (seguramente por el
momento del proceso endocitico). Debido a estos datos los autores proponen un inicial
“GERL” en el que se relacionarian Golgi-RE-lisosomas. La estructura formada por el
contacto entre lisosomay TGN es parecida al de las cisternas del Golgi (Figura 8), ademas
en estas zonas también pueden encontrarse lisosomas libres. La asociacidn y disociacion
parece dindmica, interconvertible y de vida relativamente larga (Zhou et al., 2023).
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Figura 8. Esquema sobre la propuesta de formacién de “GERL” en el que se relacionarian Golgi-RE-
lisosomas. Imagen seleccionada de (Zhou et al., 2023).

1.2.3. Entre reticulo endoplasmatico y LE

Los sitios de contacto entre RE y LE son esenciales para la clasificacién de proteinas, la
entrega de lipidos y para la dindmica y motilidad de los LE (Khan et al., 2021). En apartados
anteriores se ha comentado lo esencial de la motilidad para la maduracién de los
endosomas y su relacién con las dineinas y las kinesinas. Sin embargo, la velocidad y la
capacidad de estos sistemas de motilidad no cuadran in vitro con la velocidad de
maduracién de los endosomas, a no ser que se relacione con el RE, en cuyo caso, se
aumentaria la velocidad de la motilidad y se ajustaria al tiempo de maduracién de los
endosomas (Wijdeven et al., 2015).

Se ha demostrado la existencia de sitios de contacto entre RE y LE en neuronas (Shirane,
2020) y en otros tipos celulares (Lopez-Sanjurjo et al., 2013). La funcién principal de estos
MCSs parece ser la transferencia de colesterol y de otros lipidos desde LE hacia RE, y al
contrario (Figura 9). En la regulacion generada por protrudina (proteina descubierta por
su relacién con el crecimiento de las neuritas) la direccidn de los lipidos es desde ER hacia
lisosomas (Shirane, 2020).
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Figura 9. Estructura y localizacion de las proteinas en el MCS entre RE y LE. (A) Esquema que representa
los diferentes sitios de contacto entre RE y algunos organulos, entre los que se encuentran los LE y los
lisosomas. Notese que VAP (proteina localizada en RE) unida a ORP1L (localizada en LE) permite el
transporte de colesterol desde LE hacia ER, mientras que VAP unida a STARD3 (localizada en LE) permite el
paso desde ER hacia LE. El paso de lipidos desde ER hacia EL se genera por el constructo VAP-pretrundina-
PDZD8 unidos a Rab7. Las proteinas implicadas en los MCS son: VAP (vesicle-associated membrane protein
(VAMP)-associated protein), ORP1L (oxysterol-binding protein-related protein 1L), STARD3 (steroidogenic
acute regulatory protein (StAR) domain 3), Protrudina y PDZD8 (PDZ domain-containing protein 8). (B)
Esquema de la estructura y localizacidn de las diferentes proteinas que forman parte del MCSs entre RE y
LE. Los motivos MSP (the major sperm protein domain) de VAP interactla con los motivos FFAT (two
phenylalanine in an acidic tract) de ORP1L y de STARD3 (ORD y START son dominios de transferencia de
lipidos) (C) Esquema de la localizacién en los MCS de los componentes de PDZD8: SMP (synaptotagmin-like
mitochondrial lipid-binding protein), PDZ, C1, CC, Ps. Imagen Ay B seleccionada de (Shirane, 2020); Imagen
C seleccionada de (Khan et al., 2021).

Ademas, el MCS entre RE y LE parece estar implicado en la maduracién de los LE a través
del complejo VAP-protrudina-PDZD8. Se facilita el movimiento de los endosomas en
direccion mds-fin, ya que protrudina recluta la kinesina 1, en concreto a KIF5 (subunidad
de kinesinal), lo que podria permitir la motilidad directamente (Shirane, 2020). Por otro
lado, el complejo VAP-ORP1L también estaria implicado en la motilidad: segin los
cambios de colesterol contenidos en LE, ORP1L bloquearia el reclutamiento del complejo
motor de dineina a través de RILP. Recordemos que el colesterol puede sintetizarse y
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pasar de RE a LE o recogerse como LDL del citosol. Cuando ORP1L (localizado en LE)
detecta colesterol se prioriza la direccion menos-fin de los microtubulos, por el contrario,
si hay baja [colesterol] en LE éste expone el motivo FFAT, lo que permite la unién a VAPA
(localizada en RE), inhibiendo el desplazamiento menos-fin y pasando a la direccién mds-
fin (Wijdeven et al., 2015)

Por otro lado, PDZD8 se conoce en las MAMs (de las siglas en inglés: mitochondria-
associated ER membranes) por su capacidad para el traspaso de ion calcio y la regulacién
de su dindmica en neuronas. La unién entre PDZD8 y Rab7-GTP, se ha determinado por
cristalizaciéon (Guillén-Samander, Bian and De Camilli, 2019; Khan et al., 2021), y a su vez,
PDZD8 une con protrudina (Figura 9) (Shirane, 2020). Esta unién entre Rab7, PDZD8 y
protrudina parece conectar también a las mitocondrias (Figura 10), igualmente
relacionada con el traspaso de lipidos y la maduraciéon de los endosomas. Ademas, se ha
detectado colocalizacién con WDR91 (efector de Rab7 que participa en la interconversion
entre Rab5-Rab7) pero no se ha detectado colocalizacién con Rab5 ni con LAMP1, lo que
lleva a pensar que los LE deberian encontrarse en proceso de maduracion (Elbaz-Alon et
al., 2020; Guillén-Samander, Bian and De Camilli, 2019). Este estado madurativo en
proceso cuadra con la conocida unién en los sitios de contactos de membrana entre
protrudina con Rab7 (caracteristica de LE) y con PI(3)P (caracteristica de EE) (Wijdeven et
al., 2015).
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Figura 10. Esquema de crosstalk entre ER, LE y mitocondrias a través de PDZD8. Imagen seleccionada de
(Elbaz-Alon et al., 2020).

Ademas, en los MCS protrudina parece promover la fagocitosis de células que muestran
fosfatidil serina en su superficie, promoviendo la translocacién de organulos con VAMP7
y FYCO1 hacia la superficie. VAMP7 se encuentra en las membranas de LE y lisosomas
(Elfmark, 2023).
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Algunos autores sugieren que en los sitios de contactos de membrana podria existir un
intercambio de Ca?* desde RE hacia lisosomas que permitiria el rellenado de estos tltimos
a partir de IP3R. Sugieren un canal en el lisosoma que podria unir directamente a IP3R
(Figura 11). El canal de calcio podria ser TRPML1 que puede liberar y captar calcio (Garrity
et al., 2016; Kilpatrick et al., 2016; Lopez-Sanjurjo et al., 2013 Jan 1; Lépez-Sanjurjo et al.,
2013).

Ca? transpori

u73122 ,

Figura 11. Entrada de Ca? en el LE desde el MCS. Esquema representativo de la entrada de Ca?* desde los
Canals de IP3 del RE hacia el lisosoma. Imagen recortada de (Garrity et al., 2016).

La existencia de CICR (de las siglas en inglés: Ca?*-induced Ca?* release) entre RE y
endolisosomas también ha sido propuesta por algunos autores (Figura 12 A). En ésta se
activaria PLC de lisosomas generando PIP2 y produciendo IP3, que a su vez, activaria al
IP3R de RE. El Ca?* que saldria desde RE y desde lisosoma activaria los receptores de RyR
aumentando la cantidad de Ca?* en el citosol. También se propone la salida de Ca?* desde
la membrana plasmatica debido a la salida de Ca?* desde los lisosomas (Figura 12 B): SOCE
(de las siglas en inglés: store-operated Ca®* entry) (Brailoiu and Brailoiu, 2016).
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Figura 12. Representacion CICR y SOCE debido a lisosomas. (A) se representa CICR en plaquetas: PLC se
activaria en lisosomas generando el IP3 que activaria los canales de calcio de RE. A su vez, |a salida de Ca?*
debido a NAADP en lisosomas y a IP3R en RE activaria los canales de rianodina y aumentaria la [Ca?*] en el
citosol. (B) Se representa SOCE en plaquetas a través de lisosomas: Se vacia el depdsito de Ca?* mediante la
inhibicion de SERCA3 y la activacidn de los canales de Ca%* con NAADP, entonces se produce el acercamiento
del organulo a la membrana y la entrada de Ca?* al citosol gracias a STIM1. CICR, Ca?* induced Ca?* release;
SOCE, Store-operated calcium entry; NAADP, Nicotinic acid adenine dinucleotide; IP3R, inositol 1,4,5-
trisphosphate receptors; RyR, canales de rianodina. Imagen seleccionada de (Brailoiu and Brailoiu, 2016).

1.3. Sefializacién de Ca?* en los endosomas tardios: almacenamiento y liberacién

El Ca?* es un segundo mensajero ubicuo implicado en muchos procesos esenciales para
el organismo como la contraccion muscular, la neurotransmision o la expresion génica
(Clapham, 2007). El Ca?* no puede ser degradado, debe ser expulsado al exterior celular
o almacenado internamente para evitar la toxicidad celular que podria llevarla a
apoptosis. La concentracién de Ca?* citosdlico debe mantenerse en unos 100 nM,
mientras que en el espacio extracelular se encuentra a 1-2 mM, y en los organulos de
alta capacidad a unos 500 puM. Esta diferencia en la [Ca?*] permite su rapida entrada al
citosol por gradiente electroquimico (Krebs, Agellon and Michalak, 2015).

Los principales organulos encargados del almacenamiento de CaZ* son el RE y el Ap de
Golgi, aunque también se encargan de ello otros pequenos orgadnulos especificos segin
el tipo celular. Por otro lado, el nucleo y la mitocondria son orgdnulos tamponadores de
Ca?*, es decir, que son capaces de captar Ca** en momentos puntuales, cuando es
necesario para la célula, y de liberarlo después.

i0 i unci i u Zi
La alta concentracion de CaZ* es necesaria para el funcionamiento de muchas enzimas
proteinas que unen a Ca?* con baja afinidad, como la calreticulina. Mientras que la baja
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concentracion del ion lleva a estrés reticular y a muerte celular (Gallego-Sandin, Alonso
and Garcia-Sancho, 2011).

El aparato de Golgi utiliza su almacenamientos de alta concentracion de Ca?* para llevar
a cabo algunas de sus funciones basicas como el trafico de vesiculas o las modificaciones
de macromoléculas (Gallego-Sandin, Alonso and Garcia-Sancho, 2011).

En los ultimos afios, los endolisosomas se han descrito como otro tipo de organulo,
presente en todos los tipos celulares, con la capacidad de almacenar altas
concentraciones de Ca?*. El almacenamiento de Ca?* en el lumen del lisosoma se conoce
desde los afios 70 por microscopia electrénica y por histoquimica, pero no se conocia el
papel que juega ni las concentraciones (Patel and Docampo, 2010). Ademas, en
apartados anteriores se ha explicado la importancia reguladora de mTORC1
(imprescindible en la biogénesis de los endolisosomas) y su relacién con la capacidad de
la célula para llevar a cabo sus funciones bioquimicas.

1.3.1. Importancia del Ca?* en endosomas tardios y lisosomas

Las primeras medidas de Ca%* del lumen lisosomal in vivo se realizaron en 2002
(Christensen, Myers and Swanson, 2002) y los resultados fueron consistentes con
medidas indirectas anteriores (Haller et al., 1996). Estas primeras medidas luminares
fueron dificiles debido a la dependencia de las sondas de calcio fluorescentes al pH.
Finalmente fueron no dirigidas, se utilizé la endocitosis de un coctel de marcadores de
pHy de Ca%*y se determind la localizacidn por el aspecto del marcaje: tubular y vesicular
tipico de lisosomas. A continuacidn, determinaron a partir del marcaje qué organulos
tenian pH 4 y en esos mismos organulos midieron los cambios de calcio. Determinaron
que las dos sondas que utilizaron: furaDX y OGBDx miden calcio entre 102y 104 M. De
esta forma, se observd que la [Ca?*]iisosomal €5 de 6,0 + 0,9 x 10™* M (con una muestra de
24 células) con furaDX (ratiométrica) y de 4,0 = 0,7 x 10™* M (con una muestra de 18
células) con OGBDx (no ratiométrica), por tanto, concluyeron que se trataba de un
organulo de alta concentracién de Ca?* (Christensen, Myers and Swanson, 2002).

La liberacion de calcio desde los organulos acidicos se relaciona con actividades tan
importantes para la célula como: la autofagia, la actividad de mTOR, la fusion y fision, la
modificacién de la dindmica de Ca?* de otros orgdnulos (como mitocondria y RE) o la
regulacion del trafico lisosomal y su tamafio (Yang et al., 2019a; Kilpatrick et al., 2016; Li
et al., 2016; Peng, Wong and Krainc, 2020; D et al., 2012; Yang et al., 2019b).
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Como hemos visto en el apartado anterior, los LE y los lisosomas estan implicados en la
deteccion de sefiales nutricionales de la célula, y en la posterior ruta metabdlica
desencadenada. Ademads, estdn implicados en muchos otros procesos fundamentales
para la célula como la comunicacién con otros organulos, en la que la dindmica del Ca?*
podria ser necesaria, ya que la via endocitica necesita tanto realizar fusion y fisién, como
actuar en MCSs para relacionarse con otros organulos. En estos procesos el Ca?* es
fundamental, no sdlo en el soporte estructural, sino también en la sefalizacidn, como en
el caso de la regulacién a través de mTOR y mTORC1. En este apartado revisaremos los
principales actores propuestos para la entrada y la salida del Ca?* desde los
endolisosomas (Figura 13).
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Cytosol: Ca?* transporter
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Figura 13. Principales componentes relacionados con la entrada y salida de Ca?* de los endolisosomas.
Esquema sobre los principales componentes implicados en la salida de Ca?*: TPCs, TRPML1, IP3R, RyR, y en
la entrada de Ca?*: diferentes bombas e intercambiadores. Imagen modificada de (Yang et al., 2019b)

1.3.2. Entrada de Ca?*. Posibles bombas de Ca%*

La entrada de Ca®*a los endolisosomas desde el citosol no se conoce aun. Podria deberse
a intercambiadores o a bombas (Figura 14) ya que la entrada debe generarse en contra
de gradiente electroquimico. Algunos autores se decantan por intercambiadores debido
a la velocidad de entrada del Ca?* (Garrity et al., 2016). En cualquier caso, los principales
candidatos para la entrada de Ca?* son (Tabla 2):
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Figura 14. Posibles intercambiadores y bombas encargados de la entrada de Ca?* al lumen de los
organulos acidicos. Esquema de sistemas de baja afinidad y alta capacidad (izquierda): diferentes ejemplos
de posibles antiportadores de Ca?* con H* (CHX, Ca?*/ H* exchanger) o con NA* (NCX, Na*/ Ca®** exchanger;
6 NCKX, Na*/ Ca?*- K* exchanger); y de alta afinidad y baja capacidad (derecha): tipo PMCA que intercambia
una molécula de Ca?* por 1-2 de H* o tipo SERCA3 que intercambia dos de Ca?* por unos 4 de H*. Imagen
seleccionada de (Morgan et al., 2011).

Sistemas de alta afinidad y baja capacidad (Patel and Docampo, 2010; Patel and Muallem,
2011; Gerasimenko et al., 1998):

e SERCA (de las siglas en inglés: sarco-endoplasmic reticulum Ca®*-ATPase). Se
localiza en el reticulo y bombea dos iones de Ca?* por cada molécula de ATP
utilizada. Se regula por fosforilacidon y por el propio Ca?* que regula las quinasas.
Es una ATPasa de tipo P que también se encuentra presente en el cis-Golgi y que
es sensible a tapsigargina (Tg) y a 2,5-di(t-butil)-1,4-benzohidroquinona (TBH).
Existen diferentes tipos de SERCA que responden de forma distinta a inhibidores,
tienen pesos moleculares distintos y son regulados de forma diferente por el
citoesqueleto de actina. SERCA3 es sensible a TBH, mientras que SERCA2b no lo
es. Ademas SERCA3 es menos sensible a tapsigargina que la isoforma 2b (Rosado
et al., 2004). Por otro lado, las ATPasas de tipo P son capaces de bombear H*
junto con el ion calcio. Esto es especialmente importante en organelas acidicas,
ya que SERCA necesitaria bombear H* para tener energia suficiente, lo que haria,
si no hay compensacion, que el lumen tornara hacia el neutro (Morgan, Davis
and Galione, 2015).

e SPCA (de las siglas en inglés: secretory pathway Ca®*/Mn?* ATPases) Bomba de Ca?*

de tipo P de la via secretora, que se encuentra principalmente en el trans-golgi. Es
insensible a Tg y se inhibe por vanadato (Morgan, Davis and Galione, 2015).
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PMCA (de las siglas en inglés: plasma membrane Ca?* ATPase) Bomba de Ca?* de
tipo P que se encuentra en la MP. Es insensible a Tg aunque esto parece depender
del tipo celular o del tipo de almacenamiento.

Sistema de baja afinidad y alta capacidad

Intercambiadores: CAX (de las siglas en inglés: H*/Ca’*antiporter) son
antiportadores de Ca?* y de aniones que necesitan el gradiente de protones para
afiadir el ion calcio al lumen de las vacuolas (Hirschi et al., 1996). Segun los datos
proporcionados por Yang y colaboradores, la vision de que el gradiente H*
lisosomal es esencial para el mantenimiento y la captacién de Ca%* en lisosomas,
podria deberse una la mala interpretacién de datos que no son lo suficientemente
cuidadosos con el pH. Con esta propuesta se refieren a estudios en los que la
inhibicién de la V-ATPasa lleva a la liberacidn de Ca?* mientras que la restauracion
del pH se acompafia del restablecimiento del Ca?*. Se propuso que CAX podria
conducir la captacién de Ca?* dependiente de pH, pero esto no puede ocurrir en
mamiferos placentarios, ya que, segun los autores, no cuentan con los genes de
CAX. Por otro lado, también se refieren el intercambiador Na*/H* de los que
comentan que sélo se encuentran en endosomas, no en lisosomas (Yang et al.,
2019a). Segun el reciente estudio realizado por Matthew Zajac (Zajac et al., 2024),
el responsable de la entrada del Ca®* al lumen de las organelas acidicas no es
exactamente un CAX, ya que el transporte de H* es escaso, en este articulo se le
denomina LCl a un “CAX roto” (del inglés: “Broken CAX”) que transporta Ca%* pero
no protones, a pesar de que LCl se activa con estos ultimos (Figura 15). Por lo
tanto, segun este estudio se deberia hablar de un importador de Ca?* lisosomal
activado por pH en humanos (cuyo gen se denomina TMEM165 en humanos, pero
ha sido denominado LCI por los autores). El gen de CAX en humanos se habia
relacionado con Golgi pero se ha descrito que en lisosomas también importa Ca?*.
Es decir, que actualmente existe controversia con respecto a la existencia de este
intercambiador, sobre su funcién y estructura, y serdn necesarios mas estudios
sobre el tema para terminar de aclararlo.
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Figura 15. LCI es dependiente del pH. Existe una conduccién unidireccional del Ca?* 100 mM en células
Hela que aumenta a pH extracelular acido. Imagen seleccionada de (Zajac et al., 2024).

Tabla 2. Transporte hacia el lumen de organulos acidos

Intercambiador o bomba Caracteristicas generales

e Sarco-Endoplasmic Reticulum Ca®*-ATPase
SERCA- Ca?*-ATPasa tipo P e Intercambia 2 Ca®* por 4 H*
e Sensible a Tg* y TBH*; diferentes tipos de SERCA que
responden de forma distinta a inhibidores

e  Secretory Pathway Ca?**-ATPase
SPCA- Ca**-ATPasa tipo P e Localizacién principal trans-golgi
e Sensible a vanadato e Insensible a Tg

e  Plasma Membrane Ca** ATPase
PMCA- Ca**-ATPasa tipo P e Localizacion principal en membrana plasmatica

e Insensible a Tg ( segun tipo celular o almacenamiento)

e H*/Ca* exchanger
Intercambiador Ca**/H* (CAX) e Controversia hacia sin son antiportadores o

o uniportador LCl uniportadores de Ca?*
e  Principal localizacidn en Golgi. Posibilidad en lisosomas

e Na'*/Ca* exchanger

Intercambiador Na*/Ca?* (NCX) Posible localizacién en lisosomas

* Tg, tapsigargina; TBH, 2,5-di(t-butil)-1,4-benzohidroquinona

Otra opcién de rellenado de los endolisosomas podria deberse al requerimiento de Ca®*
desde el RE a través de los receptores de IP3. La inhibicidon de SERCA y/o IP3R inhiben el
rellenado de estas organelas independientemente del pH. Basandose en estos datos, los
autores proponen un modelo de tres pasos de rellenado de Ca?* del endolisosomas
dependiente de RE (Yang et al., 2019a) (Figura 16):
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1. Disparo: por el incremento o disminucion del Ca?* perilisosomal.

Acoplamiento: los MCSs se producen con una cercania de menos de 30nm, lo
que puede generar el paso del Ca?*en la zona de interaccidn sin que se produzca
elevacién en el citosol. Las proteinas que mantienen este acercamiento son:
ORP1L, STARD3, ORP5, NPC1. Se han encontrado varias proteinas de tipo
sinaptotagmina que acercarian ambos organulos.

3. Abastecimiento: el Ca?* seria transportado desde el RE al LE o lisosoma. El Ca?*
saldria por el IPsR y entraria por un canal de Ca?": esto no se ha demostrado
directamente, pero los autores argumentan que es plausible porque el IP3R esta
activo constitutivamente, de manera que no hace falta mucha cantidad de Ca?*
para que éste se libere desde el interior del RE. La regulacion del rellenado de
Ca?* se deberia al potencial de membrana del lisosoma a través de canales.

Cytoplasm Trigger Docking Fueling

Lysosome

Ca?*-sensitive
tether

LVAP,
>20-30 nm y

fRRNRRNNIR RImERRRNRReR
8E8B8EE888 ’

. Protrudin ORP5

0.3-0.7 mmol/L Ca?* . . . . .o
ER

Figura 16. Modelo de tres pasos. Rellenado de LE a través de IP3R del RE. Esquema del modelos de tres
pasos propuesta por los autores; de izquierda a derecha: disparo, acoplamiento y rellenado o
abastecimiento. Este proceso ocurriria en los MCSs comentados en apartados anteriores, en el segundo
paso, se reclutarian los IP3R y por Gltimos, el Ca?* saldria del RE a través de los IP3R hacia los lisosomas,
entrando por canales de Ca?*. Imagen seleccionada de (Yang et al., 2019a).

1.3.3. Salida de Ca?* del endolisosoma. Canales de Ca%*

En el caso de los endolisosomas hay caracteristicas diferentes a las de RE o Golgi, ya que
en condiciones fisioldgicas las sefiales que activan los canales de Ca®* presentes en los
lisosomas sdlo activan a un subconjunto de lisosomas, no a todos. Ademas, la liberacién
de Ca?* puede no ser sincronizada, de forma que los resultados pueden no notarse en el
citosol. Esto no le resta importancia a la funcionalidad de la liberacion de Ca?* local, que
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puede ser suficiente para la fusion, fisidén, etc. por otro lado, la liberacidn sincronizada,
presente en algunos casos, podria ser debida a una amplificacidn por parte del RE (no se
sabe si ocurre en condiciones fisiolégicas) (Yang et al., 2019a).

TRPMLs

Los TRPMLs (de las siglas en inglés: Transient Receptor Potential Mucolipin Channels),
también conocidos como MCOLN1-3, es un receptor de la familia de las mucolipinas
(ML). Los de tipo 1 se encuentran en todos los tipos celulares de células mamiferas; y los
de tipo 2 y el 3 se encuentran en tipos celulares especiales. Los TRPMLs son bastante
relevantes para las células ya que no sélo podria mediar la fusién, mediante liberacién
de Ca?*, sino que también parecen estar implicados en la exocitosis. La localizacién de los
TRPMLs segun el tipo es (Patel and Docampo, 2010):

e TRPMLI1: localizado en endosomas tardios y lisosomas.

e TRPML2: el endosomas reciclados, endosomas tardios/lisosomas y en membrana
plasmatica.

e TRPML3: en reticulo endoplasmatico y membrana plasmatica.

TRPML1 es el principal canal de Ca?* de los lisosomas (Shen et al., 2012; Chen et al., 2017),
y la liberacién de Ca?* podria estar involucrada en exocitosis, autofagia y reparaciéon de
membrana entre otras funciones (Yang et al., 2019a). Es un canal catidnico permeable a
Ca?* (tanto de entrada como de salida del ion (Kilpatrick et al., 2016)) no selectivo
(también permea Fe?*, Zn?**, K* y NA* pero impermeable a H*). Genera corrientes
potenciadas por bajo pH luminal (Wang et al., 2014a). Su estructura es de 6 cadenas
transmembranales (Figura 17). De S1 a S4 forman un dominio sensible a voltaje, S5y S6
forman el poro. La zona N-terminal une a clatrina (que lleva a la proteina desde TNG a
endosomas) y la zona C-terminal une a AP2 (que lleva a la proteina desde la MP hacia los
endolisosomas). La estructura de TRRPML1 cambia segun la de su ligando. Sus ligandos
son ML-SA1 (Mucolipin Synthetic Agonist 1) y PI(3,5)P2, su antagonista es ML-SI1 y 3
(sintéticos) y PI(4,5)P,. La mutacion de TRPML1 genera MLIV lo que lo hace un objeto de
estudio terapéutico atractivo y util (Peng, Wong and Krainc, 2020; Kilpatrick et al., 2016).
Ademads, estdn potencialmente implicados en enfermedades como Alzheimer o
Huntington (Xu and Ren, 2015). La principal localizacién se encuentra en endolisosomas
aunque también se encuentra en menor concentracidon en EE y en MP, y colocaliza
principalmente con LAMP1 aunque también lo hace con LAMP2 y 3 (Wang et al., 2014a).
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Figura 17. Estructura de TRPML1. Esquema de la estructura de TRPML1 con 6 cadenas transmembranales.
Cadena amino terminal a la izquierda y carboxilo terminal a la derecha. De izquierda a derecha se observa
de S1 a S6. Imagen modificada de (Wang et al., 2014a).

mTORC1 se regula por el Ca?* liberado por el canal TRPML1 de los endosomas. Una vez
liberado el ion seguramente se una a calmodulina (CaM) local (Luzio, Bright and Pryor,
2007), que estimulard a mTORC1 y su actividad kinasa. Por otro lado, la regulacion por
TRPML1 de mTORC1 y de la autofagia, parecen eventos independientes (Li et al., 2016).
La liberacidon de Ca?* desde los TRPML1 regula el tamafio de los lisosomas por actividad
de mTORC1, ya que la activacién de TRPML1-CaM dispara la fision mientras que P2x4-
CaM inicia la fusion. Segun los autores, la activacién de una via u otra depende del pH,
gue cambia segun el reclutamiento de V-ATPasa para la fision (activando TRPML1). Segun
estos autores habria subpoblaciones de lisosomas con diferente pH seguln las necesidades
(Yang et al., 2019b). Por otro lado, mTORC1 parece estar relacionado con la plasticidad
sinaptica (Sun et al., 2022).

TRPML1 podria estar implicado en un CICR con RE ya que no hay respuesta de MLSA1 al
bloquear SERCA con Tg (100 uM) e IP3R con 2-APB. Usaron como estimulo 20 uM de ML-
SA1 en células Hela y midieron en citosol (Kilpatrick et al., 2016).

La inanicién induce liberacién de Ca?* desde endolisosomas a través de TRPML1 (otros
autores demuestran la activacion desde MP, RE y desde mitocondria via deteccién de
especies reactivas de oxigeno por TRPML1 (Zhang et al., 2016)), lo que genera la
translocacion nuclear de TFEB por activacion de calcineurina local, en Hela y HEK293. La
sobreexpresion de TRPML1 incrementa la activacién de TFEB, mientras que la
sobreexpresion de TFEB también incrementa el efecto de TRPML1 generandose un
feedback. Finalmente la sobreexpresion de TRPML1 aumenta significativamente los
niveles de marcadores de autofagosomas (LC3) (Medina and Ballabio, 2015).
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TPCs

TPCs (de las siglas en inglés: Two Pore Channels), podria estar implicado en el potencial
de membrana (segun los autores que informan sobre su especificidad por el Na*). El
NAADP (fosfato de dinucledtido de adenina de acido nicotinico) usado en laboratorio esta
considerado como un agonista, y no es permeable. Este agonista también produce
respuesta en otros organulos, se conoce debido a medidas indirectas en modelos KO para
este canal (Patel and Docampo, 2010). EI NAADP fisioldgico se genera por estimulos
externos, la sintesis seguramente sea extracelular y luego debera ingresar en la célula, ya
sea por difusidon o por transporte. La reaccién podria ser: acido nicotinico mas NADP dan
lugar por accion de ARC/CD38 a NAADP y nicotinamida, teéricamente podria haber
muchas rutas de sintesis diferentes. La estructura de los TPCs es parecida a la de los
canales de Na* y Ca®* dependientes de voltaje. En plantas se localizan en vacuolas.
Probablemente sirvan como sensores de voltaje. Poseen un par de manos EF. Se conoce
poco sobre los TPCs de animales (Patel and Docampo, 2010). También se ha descrito que
podria tener implicacion en CICR entre RE y LE (Morgan et al., 2011).

Existe diferentes tipos de TPCs. TPC1 estd codificado por TPCN1 y TPC2. Expresados en
membranas de endosomas y lisosomas. Algunos autores dicen que son selectivos de Na*
pero en otros laboratorios se ha detectado que se promueve la liberacién de Ca?* desde
los lisosomas. El NAADP se une a proteinas indefinidas en células KO para TPC. NAADP
puede activar corrientes en lisosomas. La esfingosina (inhibidor de kinasa c) libera Ca%*
desde TPC1, aunque aun no se ha confirmado directamente (Yang et al., 2019a).

IP3Ry RyR

Receptores de IP3 (IP3R) y de rianodina (RyR) son estimulados por IP3 y por Ca®*
respectivamente. El Ca?* inducido por IP3 se ha encontrado en células secretoras de
varios tipos celulares; en lisosomas (Haller et al., 1996) y en caveolas (Fujimoto et al.,
1992), RyR se ha encontrado en vesiculas de células beta pancreaticas. Por tanto,
pueden liberar Ca?* desde almacenamientos acidicos (Patel and Docampo, 2010).

P2X4

Se encuentra en los lisosomas y endosomas y esta implicado en la fusién mediante el
Ca?*, en concreto parece que la unidn entre P2x4-CaM inicia la fusién (Yang et al.,
2019b). Ademds puede funcionar como receptor intracelular del ATP extracelular
(Murrell-Lagnado and Frick, 2019) y podria actuar como canal de Ca%* acoplado a RE
(Kilpatrick et al., 2016). También se encuentra localizado en vacuolas contractiles y esta
relacionado con la osmorregulacion (Patel and Docampo, 2010).
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Otros canales de calcio

Podrian existir otros canales de calcio relacionados con LE o lisosomas, por ejemplo
P2X7R alcaliniza los lisosomas en cultivos por contacto con ATP y ademas aumenta el
calcio citosélico (Guha et al., 2013).

1.4. Medidas de Ca?* en los endosomas y compartimentos acidicos

1.4.1. Primeras medidas de Ca%* en endosomas y lisosomas

El estudio del Ca%* en endolisosomas aumento gracias al descubrimiento de NAADP. Los
huevos de erizo fueron el primer modelo en el que se descubrid la capacidad de IP3 para
provocar elevaciones de Ca?*intracelular, y poco después, en 1984 Lee y colaboradores
descubrieron, en homogeneizados de erizo de mar, que dos metabolitos de nucleétidos
de piridina liberaban calcio: NAD* and NADP*. Investigaron su posible rol en el transporte
de Ca?* en organelas acidicas, descubriendo que la liberacién no dependia ni de los
receptores de IP3 ni de los de RyR, pero si de VGCCs (siglas del inglés: voltaje-gate Ca**
channels) (Clapper and Lee, 1985). Lo mas interesante fue que liberaban NAADP de
poblaciones diferentes a las sensibles a IP3 y que la inhibicién de SERCA inhibia la
liberacion de IP3 pero no la de NAADP (Morgan et al., 2011). En esta época no se conocia
que NAAD activaba los canales TPCs. En un principio, se pensé que activaria los TRPML1
que fueron los primeros canales de Ca?* descubiertos en lisosomas y ademas tenian
capacidad para generar corrientes idnicas (Luzio, Pryor and Bright, 2007).

Otro momento importante en el estudio del Ca?* en endolisosomas fue la primera
evidencia de que la fusidén de los endosomas y lisosomas, con otras membranas en la via
endocitica, dependia del Ca*, y que el aumento de éste era posterior a la formacidn del
complejo SNARE. Con este descubrimiento Peter y Mayer publicaron en 1998 un articulo
en Nature en el que se demostraba que la fusiéon se inhibia con BAPTA (1,2-bis-(o-
aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N’-tetra-acetic acid) y no con EGTA (Ethylene Glycol
Tetraacetic Acid) (Peters and Mayer, 1998). Ambos son quelantes de Ca?* pero se
diferencian en su afinidad por el ion, lo que hace que BAPTA sea 100 veces mas rapido
que EGTA, pero la cantidad de Ca* que quelan es la misma. Esta diferencia permite
distinguir la velocidad de captaciéon del ion, y por tanto, la distancia entre el sitio en el
que se libera el Ca%*y el lugar de la fusién que puede ser de entre 20-100 nm (Luzio,
Bright and Pryor, 2007).

Se han utilizado diferentes indicadores para medir el Ca?* en los orgénulos acidicos a
pesar de que, como se vera en el siguiente punto, las medidas pueden verse alteradas
por el pH luminal (Tabla 3).
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Tabla 3. Indicadores de Ca?* utilizados cldsicamente en los organulos acidicos

Organulo Indicador Modo Afinidad (Kq) pka Rango
de pH
Endosoma Fura-2 dextrano Fluorescencia 20 uM pH 5.5
Oregon Green Fluorescencia 20 uM >pH 6
488 BAPTA-5N
(salt)
Oregon Green Fluorescencia 37 uM pH5.9
488 BAPTA-5N
Lisosomas Fura-2 dextrano  Fluorescencia ~200 pM 553 pH4.5
Oregon Green Fluorescencia ~500 uM MM pH4.5
BAPTA-1
dextrano
Rhod dextrano Fluorescencia 690 uM pH 4.5
(baja afinidad)
Granulos Calcium orange- Fluorescencia 20 uM
secretores 5N
Mag-fura-red Fluorescencia 17 uM
Fluo-4 Fluorescencia
VAMP2- Luminiscencia 107-10* pH 5.5-6

mut.aequorin
**Tabla modificada de (Morgan, Davis and Galione, 2015)

1.4.2. Problemas en la medida de la [Ca?'] lisosomal hasta el momento: GECls
fluorescentes

Las medidas de Ca?* en compartimentos vacuolares &cidos de células vivas son complejas
debido al pH acido (Christensen, Myers and Swanson, 2002; KA, JT and JA, 2002; Morgan, Davis
and Galione, 2015). La dificultad radica en la calibracién de sondas fluorescentes para medir
Ca?*, especialmente las relacionadas con BAPTA, que requieren conocimiento, por un
lado, sobre el pH del orgénulo, y por otro lado, sobre la dependencia a pH que tienen las
sondas con respecto a su afinidad por el Ca?* (es decir, sobre la kd de la sonda). Debido a
esto, las primeras medidas de Ca?* luminar del lisosoma in vivo se realizaron en 2002
(Christensen, Myers and Swanson, 2002) y los resultados fueron consistentes con
medidas indirectas anteriores (Haller et al., 1996). Como hemos comentado
anteriormente estas medidas directas fueron no dirigidas, se utilizé la endocitosis de un
coctel de marcadores de pH y de Ca?*. En este estudio se determind la relacién entre pH
y kd de las sonda a un pH entre 4y 7, y el resultado fue que las dos sondas utilizadas para
medir los cambios de Ca?* en este estudio: tanto furaDX (las siglas de Fura-2-dextran)
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como OGBDx (Oregon green BAPTA-1 dextran) fueron similares a las descritas para
BAPTA, por lo que se utiliz6 BAPTA para calibrar sus medidas. Otro problema para las
medidas en el lumen de los endosomas y lisosomas es la medida de la sonda, ya que son
organulos pequefios, de forma que sondas de mayor tamano como las FRET no pueden
interiorizarse bien (Albrecht et al., 2015)

Hoy en dia existen varias herramientas capaces de medir Ca?* en los endolisosomas,
endosomas vy lisosomas de forma dirigida. En el primer caso la sonda se basa en una
proteina SNARE denominada VAMP7 (o tiVAMP) que se encuentra en la via endocitica.
Esta herramienta es capaz de medir Ca?* en el lumen de los orgdnulos. Los autores
aseguran que son capaces de medir principalmente en los LE pero también en los EE, ya
gue encuentran colocalizaciéon por microscopia electrénica entre VAMP7 con Rab7 y Rab5
respectivamente (Albrecht et al., 2015). El problema de este sensor es que no puede
medir cambios rapidos de Ca?'. Utilizan GEM-GECO1 que les permite la emision
ratiométrica: azul y verde en un rango dindmico alto (de 11% in vitro). Es relativamente
insensible al pH ya que mantiene el 50% del rango maximo a pH 6.1, y debido a esto,
consideran que su herramienta es apta para medir Ca?* en lisosoma en células vivas.
Hacen medidas semicuantitativas combinando GEM-GECO con un biosensor de pH
mKeima para calibrar y corregir el pH. Ademds en su estudio hacen una estimacién de la
concentracion de Ca?* basal. Los datos de la medida semicuatitativa de Ca®* en el lumen
del lisosoma es de unos 2 uM, que es un dato mucho menor al estimado en los estudios
clasicos mencionados. Estos autores plantean que su sensor no pudo medir la
concentracion de Ca?* durante la internalizacién del endosoma, seguramente por lo
rapido g se produce o por la saturacidn del sensor, y afiaden que la heterogeneidad de la
concentracion de Ca%* podria deberse a la maduracion y acidificacion de la organela. El
sensor permite la medida de Ca%* en endosomas Unicos.

Existe otra herramienta capaz de medir cambios de Ca®* procedentes de endosomas y
lisosomas, pero estos cambios tienen que proceder especificamente de la cara citosdlica
del canal TRPML1, no mide en el lumen (Figura 18) (Garrity et al., 2016). Se generaron
lineas estables HEK293T que contenian la sonda y comprobaron su localizacién
demostrando colocalizacion con lisotraker y utilizando ML-SA1 como estimulo especifico
para endosomas y lisosomas. El gran problema de este sensor es que es un indicador de
alta afinidad por Ca?* asi que no esta claro cdmo podria diferenciar entre el Ca* citosdlico
general y el local, el que sale o entra del organulo. Las conclusiones fisioldgicas generadas
con esta herramienta son: El lisosoma se rellena seguramente a través del IP3R del ER y
no por gradiente de protones; el transportador de Ca%* del lisosoma deberia ser de baja
afinidad y no de alta; la [Ca%*]iisosomal debe encontrarse entre 100-500 pM; la liberacién de
Ca?* lisosomal aumenta poco el Ca?* citosdlico (20-40nM); los tampones de Ca?* unen
mejor a pH neutro por lo que no es posible una calibracién precisa en el lisosoma; el uso
de GPN (por las siglas del inglés: de Glycyl-L-phenylalanine 2-naphthylamide), BafAl y
NAADP deben utilizarse con precaucién ya que bajan el pH del citosol pudiendo afectar la
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afinidad por Ca%* de la sonda; proponen BAPTA-AM como control y abogan por una
posible relacidn en la salida del Ca?* de IP3R con canales de Ca?*, seguin los resultados con
IP3R-KO.

Figura 18. Sensor de Ca* GCAMP3. Esquema de la localizacién y sentido de la sonda de Ca?* GCAMP3,
localizada en el canal de TRPML1 con capacidad para medir en la zona citosdlica cuando hay calcio en el
citosol. Imagen seleccionada de (Garrity et al., 2016)

Se ha descubierto que las GFP también son dependientes a pH, lo que hace que pierdan
su estabilidad a pH menores de 6.5, lo que no les permite medir en la via endocitica, ya
gue sufre cambios estructurales a pH 5.5 comprobados por cristalografia (Saeed and
Ashraf, 2009). Esto es un problema afadido para el sensor de fluorescencia. Sin embargo,
los sensores de Ca®* basados en bioluminiscencia son potencialmente ventajosos, ya que
son menos sensibles a las variaciones de pH que las sondas de fluorescencia (Mitchell et
al., 2001).

En el caso de los sensores basados en bioluminiscencia, las aequorinas pueden dirigirse al
organulo deseado y medir los cambios de Ca?* de forma cuantitativa. Ademds, la afinidad
por el Ca?* puede variarse segun la necesidad y las caracteristicas del orgdnulo objetivo.
Por tanto, en el caso de demostrar su capacidad para medir a un pH similar a algun
organulo acidico de la via endocitica, podria ser mejor opcién que las herramientas
comentadas hasta el momento.

1.4.3. Posibilidades: GECls bioluminiscentes y Aequorina como herramienta de
medida

Los GEClIs (de las siglas en inglés: Genetically Encoded Calcium Indicators) son proteinas
con la capacidad de alterar sus propiedades luminicas al contacto con el Ca?*. Pueden
dirigirse a diferentes localizaciones celulares y medir los cambios de Ca?* incluso en el
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lumen de los organulos. Los GECIs pueden dividirse en dos grandes grupos: los
bioluminiscentes y los fluorescentes.

Nos centraremos en los GECls bioluminiscentes. Algunos animales tienen la capacidad de
generar proteinas bioluminiscentes de forma fisioldgica, y la medusa Aequorea Victoria
(Figura 19 A) es una de ellos. La Aequorina es una fotoproteina GECI procedente de los
fotocitos del anillo periférico de la campana de la medusa Aequorea. Fue la primera
proteina con la que se midid la concentracidon de Ca?* citosdlico en las fibras del percebe
(Ridgway and Ashley, 1967) y en el axén gigante del calamar Baker (Baker, Hodgkin and
Ridgway, 1971). El clonaje de su DNA ocurrié en 1985 permitiendo su sintesis y
disminuyendo la pesca de las medusas para investigacion (Inouye et al., 1985; Prasher,
McCann and Cormier, 1985). La Aequorina es una estructura terciaria globular (Figura 19
B) con 8 hélices a contenidas en 4 manos EF con un tamafo de 21.5 kDa (Head et al.,
2000). La primera y la tercera mano EF, son de alta afinidad por el Ca?*, la segunda es no
funcional, y la cuarta tiene 20 veces menos afinidad por el Ca?* que las primera y tercera;
ademas la Aequorina tiene un grupo prostético formado por celenteracina (Figura 19 C)
(Toma et al., 2005).
Durante la reaccidon cada mano EF se une a un ion calcio (todas excepto la segunda mano)
en presencia de 0O; y celenteracina, entonces la Aequorina sufre un cambio
conformacional y oxida celenteracina en celenteramida, generando luz a 470nm (que es
la que se mide) y CO; (Figura 19 D) (Morise et al., 1974; Shimomura and Johnson, 1978).
Se han sintetizado diferentes celenteracinas para alterar la afinidad por el Ca?* vy la
emisién de bioluminiscencia, la mas utilizada es la celenteracina de tipo n que tiene 50
veces menos afinidad por el Ca?* que la silvestre (Shimomura, Musicki and Kishi, 1989).
La Aequorina reconstituida con celenteracina de tipo silvestre tiene una alta afinidad por
Ca?*, con una Kd de unos 500 nM, adecuada para medir Ca®* en citosol o nucleo, que
tienen una [Ca?*] basal en torno a 100 nM. La Aequorina con la mutaciéon D119A en la
tercera mano EF (unas de las de mayor afinidad) junto con la celenteracina n reduce la
afinidad por el Ca?* unas 1000 veces, por lo que es adecuada para medir, por ejemplo en
RE, con una concentracién de 500 uM. Una vez conseguida la afinidad deseada las
Aequorinas pueden dirigirse a unos organulos u otros utilizando péptidos de
direccionalidad mediante ingenieria genética. Por ejemplo se usaria KDEL en el extremo
C-terminal de la aequorina para el RE. Fisiolégicamente, cualquier particula soluble que
contenga la secuencia KDEL en una vesicula de transporte retrégrado (recubierta por
COPI) sera captada por su receptor de KDEL y reclutada al lumen del RE. Este receptor
tiene mas afinidad en el Golgi que en el RE para que pueda afiadirse al lumen del RE a
pesar de su alta concentracién. En este sentido, durante la tesis se ha utilizado el péptido
VAMP7, al igual que los autores Albrecht y colaboradores, pero con nuestra sonda
podemos mejorar los siguientes puntos:

- Los endosomas Unicos son estructuras pequefias que tienen baja sefal-ruido

para medidas Unicas. En nuestro caso este problema no existiria ya que no
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medimos en célula unica sino en pocillos con 80-100 mil células sin tener que
fijarnos en cada una por separado.

- Nuestro sistema es capaz de medir cambios rapidos de Ca®* y en el rango de
medida de los endolisosomas, sélo necesitamos comprobar su resistencia a pHs
acidos para cerciorarnos de su capacidad de medida en los organulos acidicos.

Aequorea victoria o <)o a ~

Celenteracina Celenteramida

hv 470 nm

& /*7 00 &
‘ \ a_b) Q ® ¥
-/ {;n\ :

\

/ Al j \§ Celenteracma / /\‘Zj \f§celenteramlda

U Apoaequorina Aequorina

Figura 19. Aequorina: estructura y reaccién quimica. (A) Imagen de Aequorea Victoria, medusa de la que
procede la Aequorina (imagen obtenida de https://fotosuba.blogspot.com/2011/05/la-medusa-y-su-
proteina-verde.html) (B) Estructura de la Aequorina. Imagen seleccionada de (Head et al., 2000). (C)
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Formula estructural del cofactor de la Aequorina: celenteracina, que tras la reaccién quimica se oxida a
Celenteramida. (D) Esquema de la reaccién quimica que sufre la Apoaequorina en presencia de Ca?,
celenteracina y O, dando lugar a Aequorina, Celenteramida, CO2 y luz azul a 470 nm. Imagenes Cy D
seleccionadas de (Martin et al., 2016).

Lumindmetro

Las medidas de luz azul se cuantifican gracias al luminédmetro. El luminémetro construido
ad-hoc por Cairn Research Ltd. (Faversham, Reino Unido) (Figura 20) es una caja negra
gue contiene una camara y un fotomultiplicador o fototubo, y ademads, el sistema esta
adaptado para permitir un flujo constante mediante un controlador de valvulas que
permite cambiar la perfusion de una solucién a otra. El fotomultiplicador multiplica los
fotones, y un espejo situado sobre las muestras minimiza la pérdida de fotones, y después
se transforman en electrones y por tanto en mV. Mediante un convertidor analdgico
digital la informacién pasa a analdgica y se analiza mediante un programa informatico. El
paso de transformacién de cuentas/s a Ca%*/s se hace mediante la calibracion, para lo que
es necesario conocer la bioluminiscencia total o maxima que hay en las células del
experimento. El dato de bioluminiscencia maximo o total de cuentas se consigue lisando
las células con digitonina (Dig) y utilizando Ca?* saturante. Una concentracion alta de Dig,
de unos 100 uM, permite el acceso del Ca%* a todas las Aequorinas de la célula, y su
consumo.

Ventajas de las Aequorinas:

- Especificidad subcelular

- Amplio rango dinamico (se puede medir desde 100nM hasta uM)
- Afinidad variable por Ca?*

- Medidas de heterogeneidad de [Ca?*]

Desventajas de las Aequorinas:

- Bajo nivel de luz (el cuantum de fotones es bajo)
- Consumo de la Aequerina
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Figura 20. Lumindmetro utilizado para medir bioluminiscencia en poblaciones celulares. Esquema de
luminédmetro. La solucién pasa a través del colector de vélvulas hacia el pocillo donde se encuentran
adheridas las células, pasa por la camara de perfusion (equipada con un espejo refractario, la perfusion por
la que pasa la solucidn y el vacio por el que ésta sale). Entonces, la luz que emiten las Aequorinas se proyecta
y compacta (gracias al espejo refractario y al diafragma) hacia la zona del fotomultiplicador, y finalmente,
se envia la sefial al ordenador. Imagen seleccionada de (Alonso et al., 2017).

Calibracion

La calibracién de las sondas permite transformar luminiscencia en [Ca%*] y comparar unos
experimentos con otros. La curva de calibracién es la representacion de la variable
independiente en el eje X (la variable que controlamos durante la calibracién): log [Ca??],
frente a la variable dependiente: L/ Liotar; donde L es la luminiscencia por segundo vy Liotal
es la integral de luminiscencia que va desde el momento en que se comienza a medir
hasta el final del experimento. La aequorina se va consumiendo progresivamente, por lo
que el valor de Lita decrece a lo largo del experimento. L/ Lt €s la fraccidon de
luminiscencia total de la muestra registrada en un segundo. La cantidad de luminiscencia
total (Ltotar) Se consigue lisando la célula (Dig 100 pM, 1 min) y afiadiendo una [Ca?']
saturante de 10 mM.

48



MATERIALES Y METODOS

Los experimentos pueden compararse unos con otros ya que la calibracion es
independiente de la cantidad de aequorinas reconstituida en la muestra (Alvarez and
Montero, 2002).

La calibracidon de luminiscencia es completamente diferente a la de fluorescencia, por
ejemplo:

- Un nivel constante de L implica un aumento continuo de L/ Liota (Ya que Ltotal,
como se ha comentado anteriormente, disminuye con el paso del tiempo) y por
tanto implicaria un aumento continuo de [Ca?*].

- Sila [Ca?"] es constante requiere que L/ Lwta S€a constante, es decir, que la L
disminuya exponencialmente (al igual que Ltotal).

La medida de la luminiscencia en crudo (la columna V(n) Figura 21) se almacena en
carpetas del ordenador: los datos se muestrean cada 50 ms (por el programa
AcquisitionEngine (Modular Data Acquisition, version 1.1.7, Cairn research)), luego
otro programa (el generado en nuestro laboratorio por Garcia Sancho y que conocemos
como el QuickBasic) los promedia de 20 en 20 dando lugar a una frecuencia de 1 S, el
mismo programa le resta el fondo (o background) a los datos y calcula L/ Ltotar (también
con el fondo restado). En cada momento del experimento la columna L/ Liotar S€ gENEra
de la divisién V(n)/Rest en cada momento del tiempo. Finalmente, los datos se vuelcan
en el programa OriginPro8 y se generan las graficas.

4 a0 foO s
ne) [ v | sumv() | Restrr) |PcentRes(Y| LoverliotY) | Cau(y)

1 1 5670 5670 [ 3.09658E7 | 9998169 1,83106E-4  3,98169

2 2 8468 14138 | 3,09573E7 | 99,95435  273538E-4 | 48925

3 3 8196 22334 | 3,09491E7 | 99,92789 | 2,64822E-4 | 481177

4 4 8056 30390 | 3,0941E7 | 99,90188 | 2,60366E-4 | 4,77002

5 5 8070 38460 3,0933E7 | 99,87582 2,60887E-4 | 477491

B g 7587 46047 | 3,09254E7 | 99,85132 | 2,45333E-4 | 4,62655

7 7 7247 53294 | 3,09181E7 | 99,82793 | 2,34393E-4 | 45195

8 8 7213 60507 | 3,09109E7 | 99,80463 2,33343E-4 450914
9 9 6922 67429 3,0904E7 | 9978220 223984E-4 441537 v

4| » [\ sheet1 £ LiLtotBasal / | « >

Figura 21. Tabla generada con OriginPro8 al volcar los datos del programa programado por el Doctor
Garcia Sancho con QuickBasic.

En nuestro caso, la calibracién de Ca%* con ELGA1 no se generd de forma automatica
(como en la ultima columna de la Figura 21), se utilizaron calculos (tiempo medio
multiplicado por un coeficiente de 1.49), para aproximar cada grafica L/ Liota, Y UN
medidor generado a partir de la curva de calibracién para el Ca?*.
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1.5. Fisiopatologia relacionada con los endosomas tardios y lisosomas

Las enfermedades de almacenamiento lisosomal (LSD de las siglas en inglés: Lysosomal
Storage Diseases) son causadas o bien por la mutacién de hidrolasas y de proteinas de
membrana lisosdmicas, o bien por el impedimento del trafico de lipidos. Estas
enfermedades conducen hacia una eliminacién defectuosa del cargo y a enfermedades
como MLIV y Niemann-Pick (NCP) (Pascua-Maestro et al., 2020; Samie and Xu, 2014;
Vergarajauregui et al.,, 2008). MLIV desemboca en problemas neuronales vy
oftalmoldgicas por mutacion de TRPML1, los autores han detectado en células de
pacientes la acumulacién de autofagosoma de nueva formacion al retrasarse su fusién
con los lisosomas (Vergarajauregui et al., 2008); y como sabemos, TRPML1 estd
relacionada con la salida del Ca®* desde los endolisosomas. Con respecto a NCP de tipo
C1 (que es una enfermedad neurodegenerativa) se conoce, por el estudio de Lloyd-
Evans y colaboradores, que se produce el almacenamiento de esfingosina en el
compartimento acido. Esto provoca el agotamiento de Ca?* en su lumen, que resulta en
el almacenamiento de colesterol, esfingomielina y glicoesfingolipidos. Esta falta de Ca?*
podria hacer que no quedara suficiente cantidad para llevar a cabo la fusidn y el trafico
de la via endocitica (Lloyd-Evans et al., 2008). El estudio de Samie y Xu sugiere provocar
la exocitosis para acabar con el material almacenado, lo que podria conseguirse
estimulando los canales TRPML1 con ML-SA1 (Samie and Xu, 2014). Aunque esta accion
no seria posible en MLIV (porque estos canales estdn mutados), quizas seria interesante
para la NCPC1.

Por otro lado, los endolisosomas también se relacionan con enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer y esclerosis lateral amiotrofica en la que el Ca?* (de
RE, mitocondria y lisosomas) provoca pérdida neuronal (Tedeschi, Petrozziello and
Secondo, 2019). En ambos casos, se relaciona la salida de Ca%* desde lisosoma con
problemas con la autofagia, y con la capacidad de TRPML1 para regular la translocacién
de TFEB al nucleo, lo que impediria la posterior transcripcién de genes relacionados con
autofagia (Tedeschi, Petrozziello and Secondo, 2019).

1.6. Hipotesis y objetivos

A partir de todos estos conocimientos, la hipdtesis de la tesis que se planted fue “existen
organelas acidicas de alta concentracién de Ca?* capaces de liberar el ion ante un
estimulo especifico”. Como objetivo principal para validar la hipdtesis de esta tesis nos
planteamos caracterizar un nuevo sensor de Ca?* capaz de medir cambios en la
concentracion del ion en compartimentos acidicos; y como objetivos secundarios:

1- Determinar en qué compartimentos acidicos es capaz de medir la sonda.

2- Describir el mecanismo de rellenado de Ca®* en dichas organelas.

3- Medir la [Ca%*] luminal en dichas organelas.

4- Estudiar y describir los mecanismos de liberacion el ion ante estimulos
especificos, y su posible contribucién en la sefializacién intracelular.
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2.1 Construccidn genética

El DNAc de VAMP7 de H. sapiens se amplific6 mediante PCR utilizando cebadores
especificos (#324; adelante: 5'-CCAaagcttGCCACCATGGCGATTCTTTTT-3'; #325;
invertido: 5'-ATaagcttTTTCTTCACACAGCTTGGCCATG-3'; los sitios para la insercién de
Hindlll estan en mindsculas). Este fragmento se digirié con Hindlll y se insertd corriente
arriba del fragmento Hindlll que codifica los DNAc de GA o GA1, en el plasmido pHSV
que conduce a los plasmidos pHSV-ELGA o pHSV-ELGA1 (Figura 22), respectivamente. El
gen GA es una fusion de EGFP y aequorina (Manjarrés et al., 2008) que contiene la
mutacion D119A (Kendall et al., 1992). El gen GA1 es una fusién de GFP (C3) y aequorina
que contiene las mutaciones D117A, D119A y D163A (Rodriguez-Garcia et al., 2014).
Para la expresion en bacterias, se clonaron DNAc de GA o GA1 en E.Coli pET28a. Para las
medidas de RE-Ca?* se utiliz6 el pHSV-erGAP1 (Rodriguez-Prados et al., 2015).

D117A D119A D163A

pHSV vamp7 GA1 \J <
e e

Figura 22. Constructo bioluminiscente de GA1 dirigido con vamp7. VAMP7 (de las siglas en ing lés:
“Vesicle associated membrane protein”), GFPuv (de las siglas en inglés: “UV-excited green fluorescent
protein”), AEQ (Aequorina). Representacién del plasmido pHSV de ELGA1 que contiene vamp7 con 660pb,
GFP, un linker de unién (entre Aequorina y GFP) y la Aequorina con tres mutaciones. Las digestiones se
realizaron con la enzima de restriccion Hindlll y se ligd el inserto VAMP7 en el vector pHSV-GAL. Se
transformé en bacterias EcolDH5a. Con ELGA1 se disminuye la sensibilidad al Ca?*y se consigue aumentar
el tiempo de experimentacion.

2.2 Produccion de virus

La generacion de virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) se realizé segun el protocolo
previamente descrito (Alonso et al., 1998; Lim et al., 1996). Las células 2-2 (Saeki et al.,
2001) se sembraron en una placa de 60 mm a una densidad de 5x10° células. A las 24 h
se transfectaron los plasmido pHSV-EL-GAP1 y pHSV-EL-GA utilizando OptiMEM vy
LipofectAMINE 2000 (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
transfeccidn se realizé gota a gota en 2,5 ml de medio DMEM sin suero ni antibidticos.
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Tras 5 horas de incubacién se sustituyd el medio de transfeccién por 5 ml de medio
DMEM completo (suplementado con suero fetal bovino (FBS de las siglas en inglés: fetal
bovine serum), penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/m). Tras 24 h de
transfeccion, se reemplazo el medio de cultivo por 3 ml de DMEM fresco con 2% (v/v)
de FBS. Inmediatamente después se afiadieron 100 ul del virus coadyuvante 5dI1.2, a
una concentracion aproximada de 6x10° pfu (unidades formadoras de placas). Este virus
es defectivo en replicacién, contiene una delecién parcial en el gen IE2 que se
complementa en las células 2-2 (McCarthy, McMahan and Schaffer, 1989). Tras 24 h
desde la infeccidn, las células adquirieron una morfologia redondeada, sin llegar a
despegarse de la placa. En ese momento, las células se lisaron sometiéndolas a 3 ciclos
de congelacién-descongelacidn seguidos de 2 minutos de sonicacion a intervalos de 30
segundos. Tras una centrifugacion a 1800 gy 4 °C durante 5 min, se recogieron 4 ml del
sobrenadante. Se aumento la cantidad de virus realizando tres ciclos de amplificacion,
en los que cada 24 h se afiadieron los 4 ml a una placa de 100 mm con 2x10° células 2-2
sembradas el dia anterior, y se repitid el mismo procedimiento descrito de recogida,
lisado, sonicado y centrifugado. El sobrenadante obtenido, compuesto por una mezcla
de dos tipos de particulas viricas, (el amplicon portador del gen de interés y del virus co-
adyuvante o auxiliar (del inglés: helper)), se alicuotd y se almacené a -80°C.

2.3 Expresion bacteriana de proteinas GA y GA1l

Las sondas GA y GA1 fueron inducidas y extraidas desde bacterias competentes E.coli
BL21 de Stratagene (se utilizé 100 uL/plasmido), se transformaron con plasmido control
pet28a_GAP1 0.93 pg/uL y plasmidos para calibrar: pet28a GAP1 1.2 pg/uL y
pet28a_GAmut 1.8 ug/uL. Se sembraron en placas de agar LB con Kanamicina (40 pg/uL)
a una dilucién 1:1000.

El minicultivo se realizé con 3 mL de LB liquido y canamicina (40 pg/uL) a una dilucion
1:1000 vy se cultivé a 250 rpm y 37°C durante la noche.

El maxicultivo con 49 mL de LB liquido con kanamicina (40 pg/uL; a una dilucién 1:1000)
se inoculé con 1 mL de minicultivo, se cultivd a 250 rpm y 37° C hasta conseguir una OD
de entre 0.6 y 1A a 600 nm (unas 2 horas). Posteriormente, se indujeron con isopropil
B-D-tiogalactosido (IPTG) a 0.01 mM vy se agité a 250 rpm y 30° C durante la noche.

La extraccidn de proteinas se realizé con la centrifuga Avanti j/20 XP de Backman Coulter
a 600 gy 4° C 30min. La muestra sedimentada se resuspendié en tampdn de lisis (Tabla
4) con inhibidores de proteasa con EDTA de Roche en una proporcion de 1:20. Los
inhibidores de proteasas se utilizaron en una proporcién de 1:10 con el tampdn (pastilla
de inhibidores con EDTA en 1mL de H,OmQ). Las muestras se lisaron mediante
sonicacién al 30% de potencia durante 10 ciclos de 15 segundos y reposos de 59
segundos, siempre en hielo. El lisado bacteriano se centrifugd a 30.000 g y 4°C durante
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10 min, se recogio el sobrenadante, se comprobod la fluorescencia con los ultravioletas y
se congelaron rdpidamente con nitrégeno liquido en alicuotas de 150 pL.

Tabla 4 Composicion tampon de lisis

Solucién Concentracidn final
Tris pH 8.8 20mM

NacCl 150mM

DTT 0.5M

Enrasar con H20 MQ

Antes de los experimentos y siempre en frio se realizd la determinacién de proteinas
totales, en espectrofotémetro de cubeta uv-visible Genesys 50 de Thermo mediante
Bradford o en el nanodrop spectrophotometer ND-1000, y se obtuvieron unas
concentraciones de entre 35y 86 mg/mL.

Posteriormente, se concentraron las proteinas con el objetivo de utilizar el menor
volumen posible en los experimentos de lector de placas, ya que el volumen final fue de
100 uL (en placas de 96 pocillos). Se utilizaron unidades de filtrado centrifugo
(traduccion de centrifugal filter units, 10K=10* MWCO con referencia 4321 y lote
ROJA52921 de Millipore). Se realizaron dos centrifugaciones en serie segun
instrucciones: una primera con un volumen de 5 mL a 3000 g y 4° C durante 15 min, y la
segunda con la muestra ya filtrada durante 10 min. Finalmente, se realizé una
purificaciéon de proteinas con el objetivo de maximizar los resultados y el volumen
utilizando una resina HisPur Ni-NTA (ThermoFisher, 88222).

2.4 Actividad y calibracién de Ca?* a varios pHs de las sondas bioluminiscentes GA
y GAl1

Las medidas con GAy GA1 se realizaron en el lector de placas de 96 pocillos Tecan Genios
Pro con el objetivo de obtener curvas de calibraciéon para los diferentes pHs frente a
[Ca?*]. Las muestras de los experimentos a pH 6 y 7.2 se reconstituyeron al mismo pH al
gue se realizaron los experimentos; mientras que las muestras de los experimentos a pH
4.5 se reconstituyeron a pH neutro 7.2. La reconstitucién de todas las muestras se realizd
en 80 pL de medio segun pH (Tabla 5), 1 uL de EGTA 1 My 20 uL de sonda (GA a unos 5
pug/uLl y GA1 a 10 pg/uL) por pocillo, durante 15min, en frio y oscuridad. Los
experimentos se realizaron a un volumen final de 100 pL y a diferentes [Ca%*] desde O
(utilizando EGTA 1M), 30, 50, 100 y 300uM y 1mM. Las [Ca?*] finales se consiguieron al
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inyectar un medio Ca?* 1 mM (para cada pH) a diferentes volimenes, segin las
concentraciones finales.

Se realizaron experimentos dos dias, cada dia se utilizaron preparaciones de proteinas
diferentes y se realizaron 3 réplicas (de cada pH: 7.2, 6 y 4.5). Los datos se analizaron
con programas disefiados segun las necesidades del experimento (numero de
inyectores, pHs y concentraciones) y los resultados se procesaron con Excel.

Tabla 5. Medios para la calibracion de calcio a diferentes pHs *

Solucién HEPES, MOPS o ACETATO / Ci/ MW Cantidad (g)
100mL de solucién

NaCl / 5mM / 58.44 0.03
KCl / 145mM / 74.56 1.08
HEPESpH 7 /30mM / 238.31 0.71
MOPS pH 6 /30mM / 209.26 0.63
Acetato pH 4.5 / 20mM /

MgCl2x 6H.0 / 1mM / 203.31 0.02

*Los medios se utilizan con las mismas cantidades de NaCl, KCl y MgCl. El uso de HEPES, MOPS y acetato
se utilizo para generar medios a pHs 7,2; 6 o0 4,5 respectivamente.

2.5 Cultivo celular y expresion genética

Se utilizé VAMP7 para direccionar las sondas tanto con pldasmidos como con virus.
VAMP7 es una proteina SNARE de tipo V (es decir, que se encuentra en la vesicula a
transportar) que se encuentra principalmente en la via endocitica, en concreto en LE
(Kent et al., 2012), se ha descrito que media el trafico hacia lisosomas (aunque no en el
trafico de enzimas) (Advani et al., 1999). Ademas, también se encuentran en el TGN,
seguramente en la zona tubular que forma parte de la via endolisosomal. También esta
implicado en la fusion de lisosomas con la membrana plasmatica (Xu and Ren, 2015),
aunque algunos autores describieron con anterioridad el acumulo en lisosoma de
VAMP7 para ser eliminado y no para actuar en la fusién (Advani et al., 1999).

Se realizaron cultivos primarios de astrocitos corticales de ratén. Los astrocitos se
aislaron mediante el protocolo descrito anteriormente (Rodriguez-Prados et al., 2020)
con la aprobacién del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la
Universidad de Valladolid (nimero de referencia de aprobacién ética: 10207729). Se
utilizaron 5-6 encéfalos de ratones p2 C57BL/6J Crl (Charles Rivers). Se separaron las
meninges y se fragmentaron y digirieron mecanica y enzimdatica con papaina. La
digestion enzimatica se realizd, durante 15 min en bafo a 37°C, con solucion salina
equilibrada de Hanks (HBSS de las siglas en inglés: Hanks' Balanced Salt Solution) estéril
y libre de Ca?* y Mg, a la que se afiadié 0,5 mg/mL de papaina, 20 mg/mL de DNasa,
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glucosa 10 mM y 0,1 % albumina sérica bovina (BSA de las siglas en inglés: bovine serum
albumin). Posteriormente, se realizaron 3 lavados con medio estéril HBSS (sin Ca?* ni
Mg?*) a 4°C. Se retird el medio y se afiadiéd 1 mL de Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) suplementado con glutamax 2 mM, glucosa 27 mM, penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 100 pug/ml y suero de caballo al 10% (v/v) y DNAsa 20 mg/ml. Se realizd
una digestidon mecanica con 3 pipetas Pasteur estériles de punta esmerilada a diferentes
grosores. Finalmente, las células se sembraron en frascos de 75 cm? sin filtro y sin poli-
L-lisina 0.01 mg/mL (Sigma, P-1274) usando una dilucién de 1:12 en DMEM. El cambio
de medio se realizé tras dos horas en incubador a 37°C y con CO; al 5%, con DMEM de
la marca GIBCO suplementado con un 10% de FBS y penicilina 100 U/ml, estreptomicina
100 pg/ml. A las 48-72h (al 80% de densidad celular) se levantaron las neuronas y
microglia y se eliminaron las burbujas con PBS de la marca GIBCO a 4°C. El medio de
cultivo se renovo cada 2-3 dias. Los experimentos se llevaron a cabo en las siguiente 3-
5 semanas tras dos pases, y en pocillos confluentes con poli-L-lisina 0.01 mg/mL (Sigma,
P-1274).

Tabla 6. Lineas celulares

Tipo Procedencia  Caracteristicas-origen =~ Mantenimiento Siembra
celular
HEK293-T  ATCC: CRL- Células embrionarias Medio Esencial Minimo 2x10° células
1573 de rifidn humano. (MEM) (GIBCO) por pocillo con
Morfologia epitelial y suplementado con FBS al poli-L-lisina
crecimiento en cultivo 10%, estreptomicina
adherente 100ug/mly penicilina
100U/ml
IP3R nulas Cedidas por Células embrionarias DMEM/F-12 con 2x10° células
HEK293 el laboratorio  de rifidn humano. Su GlutaMAX (GIBCO) por pocillo con
(HEK-3KO) de Colin morfologia es epitelial  suplementado con FBS, poli-L-lisina
Taylor y el crecimiento en 10% (Sigma)
cultivo es adherente
MDCK ATCC: CCL-34  Rifidn de perro. DMEM (Invitrogen) 8x10* células
Morfologia epitelial suplementado con FBS al por pocillo
10%, L-glutamina 2mM,
estreptomicina 100ug/ml
y penicilina 100U/ml
Hela ATCC: CCL-2 Células de cuello DMEM con GlutaMAX 8x10* células
uterino humano (GIBCO) suplementado por pocillo
(adenocarcinoma). Su con FBS, 10% (Sigma)
morfologia es epitelial
y el crecimiento en
cultivo es adherente
Clon-Hela  Generadas Fluorescencia de ERen  DMEM con GlutaMAX 3x10* células
(tomato) en el tomato (GIBCO) suplementado por pocillo
laboratorio con FBS, 10% (Sigma)
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Las siembras de las lineas celulares (Tabla 6) se realizaron 48 h antes del experimento
en placas de 4 pocillos con cristal con poli-L-lisina 0.01 mg/mL (Sigma, P-1274) para las
células HEK293T y sin poli-L-lisina para las Hela. Se incubaron 24 ha 37°Cy CO; al 5% en
medio de cultivo. Las infecciones y transfecciones transitorias se realizaron con los
pldsmido (promotores de baja expresion pHSV-ELGA o pHSV-ELGA1 (Tabla 7 y Figura
22)) o el virus de VAMP7. En el caso del virus se utilizaron inéculos de 5 0 10 pL. En las
transfecciones se usaron 0.2-0.5 ug. Las cotransfecciones (Tabla 7) de ELGA1 y ELGA, se
realizaron principalmente con el plasmido de TRPML1. Se utiliz6 0.2 ug de VAMP7 (para
MDCK 1 pg) y 0.02 pug de TRPML1 en cada pocillo. En el caso de los TPCS fue 0.05 pg. El
resto de plasmidos se utilizaron en las cantidades estandarizadas previamente en el
laboratorio. En todos los casos se utilizé OptiMEM y LipofectAMINE 2000 (Invitrogen) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. En el caso de los virus se afiadio el inéculo
sobre los 200 pL del mismo medio de cultivos en el que estuvieron incubadas las células;
tras 2 horas de incubacién se cambié el medio. Tras 24 h se realizaron los experimentos
con las células transfectadas o infectadas.

Tabla 7. Plasmidos utilizados

Localizacion DNA Procedencia Caracteristica

phsv-vamp7-GA1l Generado enel Localizador vamp7.

(Figura 22) laboratorio por  Tres mutaciones (D117A, D119A y D163A)
ingenieria para disminuir la sensibilidad al Ca?*.
genética Sonda principal de la tesis

phsv-vamp7-GA Generado en el Localizador vamp7.

laboratorio por Una mutacién (D119A) para disminuir la

ingenieria sensibilidad al Ca2.
genética Uso en experimentos de colocalizacion y
experimentos preliminares.
Endo- pEGFPC1-TRPML1 Cedido por Sobreexpresion del canal TRPML1.
lisosomas Patel (UCL, Uso en experimentos de bioluminiscencia
Londres, UK) de Ca?
pEGFP-C1-TRPML1- Cedido por Canal mutado de TRPML con poro de Ca?*
D471K Patel (UCL, no conductor.
Londres, UK) Uso en experimentos de bioluminiscencia
de Ca?
pCS2-TPC1 Cedido por Sobreexpresion del canal TPC1 .
Patel (UCL, Uso en experimentos de bioluminiscencia
Londres, UK) de Ca?*
pCS2-TPC2 Cedido por Sobreexpresion del canal TPC2.
Patel (UCL, Uso en experimentos de bioluminiscencia
Londres, UK) de Ca?
pCS2-A/TPC2 Cedido por Canal mutado de TPC2 con poro de Ca?* no
Patel (UCL, conductor.

Londres, UK)

Uso en experimentos de bioluminiscencia
de Ca?
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pcdna3-GFP-IP3R1

Cedido por el
laboratorio de
Colin Taylor

Uso en experimentos de bioluminiscencia
de Ca?

Virus Herpes-

Generado en el

Uso en experimentos de bioluminiscencia

vamp7-GAl laboratorio por  de Ca®*
ingenieria
genética
CMV- Addgene Uso en experimentos de colocalizacion,
TRPML1-mCherry fijadas con MetOH
PCS2- Cedido por Uso en experimentos de colocalizacion,
TPC1ImRFP Patel (UCL, fijadas con MetOH
Londres, UK)
RE pDCNA3- Generado enel  Uso en experimentos de bioluminiscencia
Inmunoglobulina laboratorio por  de Ca?*
(Ig)-GA1 ingenieria
genética
Mitocondria PCDNA3- Cedido por un Uso en experimentos de colocalizacion,

mito R-GECO1(B1) laboratorio fijadas con PFA al 4%

colaborador

2.6 Maedidas de [Ca?*] por bioluminiscencia

Las células se vaciaron de Ca?* durante 10 min a 22° C incubadas en medio extracelular
libre de calcio (Tabla 8 B) y 2,5-di-terc-butilhidroquinona (TBH; 10 uM Tabla 10) o
ATPasa Ca®* del reticulo sarcoendoplasmatico (SERCA; diferentes concentraciones)
segln el tipo de experimento. A continuacion las células transfectadas con ELGA1
(Tablas 6y 7) se reconstituyeron con celenteracina n (mutante que disminuye la afinidad
por el Ca%*) en el mismo medio entre 1 y 3 horas sin que hubiera muerte celular
aparente. Luego se colocaron las placas en el lumindmetro (Cairn Research, Reino
Unido). Los experimentos se realizaron con células intactas y permeabilizadas. Durante
el desarrollo de los experimentos se mantuvo una perfusién continua de medio a un
flujo de 5 mL/min. El primer minuto se perfundié medio externo libre de Ca** vy a
continuacion, en células intactas, se usé medio externo con Ca?* 1 mM (Tabla 8 B) al que
se afiadieron los estimulos. En el caso de experimentos con células permeabilizadas se
perfundieron durante 1 min con Dig 50 uM en medio interno sin Ca?* (tras un minuto
con medio externo libre de calcio) y, a continuacién, se utilizé medio interno con una
concentracién de Ca%*de 200 nM (Tabla 8 A) al que se afiadieron los estimulos. En todos
los experimentos de bioluminiscencia de aequorinas se perfundieron los estimulos
durante 30 segundos cada uno. La adquisicion de luz se registré como cps.
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Tabla 8 A. Composiciéon medio interno Tabla 8 B. Composicién medio externo
200nM de Ca%**
Solucién Concentracion final Solucién Concentraciodn final
KCl 140mM KCl 50mM
Buffer fosfato 1mM NacCl 1450mM
MgCl: 1mM MgCl» 10mM
HEPES-Na 20mM HEPES-Na 100mM
Na2-Succinato 2mM glucosa 10mM
Na-Piruvato 1mM
NaZ-ATP/MgCl,* 1mM
EGTA libre 0.89mM EGTA (solo para 0.5mM
(soluciéon medios sin Ca?*)
valorada)
Ca? EGTA 1mM CaClax2H20 (sélo 1mM
(solucion para medios con
valorada) Ca?)
Enrasar con H20 MQ Enrasar con H.0 MQ

* Las diferentes concentraciones de Ca%* y Mg?* se calculan con el programa MaxChelator (Bers y cols.,
1994). La [Ca?*] final se consiguié mezclando los tampones valorados con EGTA 0,2 M y EGTA-Ca?* con
0,2 M, a pH = 7,0. Al medio interno libre de Ca?*, se afiaden EGTA no valorado a una concentracién de
0.5mM.

Como se comentd anteriormente, La calibracion de las sondas permite transformar
luminiscencia en [Ca?*] y comparar la concentracidn de unos experimentos con otros. La
curva de calibracion representa el log [Ca?*] frente a L/ Lmax; donde L es la luminiscencia
por segundo y Lmax €s la integral de luminiscencia (que va desde el momento en que se
comienza a medir hasta el final del experimento). L/ Lmaxes la fraccion de luminiscencia
total de la muestra registrada en cada segundo (La Aequorina se va consumiendo
progresivamente). El célculo de la [Ca?*] requiere conocer la cantidad de luminiscencia
total que puede emitir la muestra. Se consigue lisando la célula y afiadiendo una [Ca?]
saturante: 10 mM de CaCl;, de esta forma, se libera todo el resto de luminiscencia que
pueden emitir las aequorinas.

Conocer el quemado de cuentas totales de las muestras transfectadas con ELGA1l
requiere de una hora de exposicion a Ca?* saturante para que todas las Aequorinas se
iluminen (ya que es una sonda de baja afinidad al Ca?*). Los experimentos con ELGA1 se
analizaron tras una aproximacién de Lmax reduciendo asi el tiempo de experimentacion
(Figura 23) (Rodriguez-Prados et al., 2015). Se determind la [Ca?*] para GAL1 realizando
una regla de conversion de [Ca?*] para cada L/ Lmax @ partir de la curva de calibracion de
Ca®* que se utilizé para cada experimento analizado.
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Figura 23. Esquema del analisis de GA1. Cuentas en crudo en el eje Y (counts (V)) en escala logaritmica
frente al tiempo en el eje X. La recta del quemado de cuentas se alarga artificialmente con una linea (en
rojo) y se afiade un rectangulo del doble de una medida (por ejemplo de 100 a 200 cuentas, representado
en turquesa). Los datos del tiempo que coinciden en los puntos entre el rectdngulo y la recta (rodeado en
gris) se utilizaron para calcular el tiempo medio (se resta el tiempo mayor menos el menor), el resultado
se multiplica por el ultimo resultado de luminiscencia y por el coeficiente de correccion 1.49. El nuevo
documento se utiliza para analizar el experimento en el programa OriginPro 8.

2.7 Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia se realizé con las caracteristicas y tipos celulares especificados
en la Tabla 9. Se utilizaron cubreobjetos de 12 mm de diametro tratados con poli-L-lisina
0.01 mg/mL (Sigma, P-1274). Se utilizé PBS para los lavados, se fijaron con Metanol al
100% 10min a -20°C o parformaldehido (PFA) al 4%, 15-20 min a 4°C; la permeabilizacién
y bloqueo se realizé con PBS1X, 0.2% de saponina y 10% de suero de cabra (GS, de las
siglas en inglés: Goat serum) o PBS1X, Tween 20 0.1% y 10% de GS 20 min a temperatura
ambiente; los primarios se incubaron en PBS + GS 1% durante la noche, en agitacion y
oscuridad a 4°C; se utilizaron Alexa Fluo 647 o 568 para los secundarios anti-ratén (a-
mouse) o anti-oveja (a-sheet). Los nucleos se tifieron con 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI). Las células se montaron con VectashieldR (Vector).

2.8 Microscopia confocal

Las imagenes se realizaron en microscopio confocal Leica TCS SP5X (del servicio de
microscopia del Instituto de Biologia y Genética Molecular), con el objetivo de inmersién
en aceite Plan-Apocromatico 63X (NA 1.4), y laser blanco. Se tomaron imagenes para
determinar la colocalizacidon de nuestra sonda y asi determinar su localizacién. Se
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utilizaron células fijadas y vivas para las cotransfecciones (Tabla 7) y de células fijadas
para la inmunofluorescencia (Tablas 9 y 6). Se seleccionaron sondas y anticuerpos bien
caracterizados y accesibles para nuestro laboratorio.

Tabla 9A. Células fijadas

Tipo celulary Fijacién Permeabilizacion y Primario Secundario
proteina a visualizar  celular bloqueo Alexa fluo
Fibroblastos- EEA1 MetOH PBS1X, Tween 20 Virus GAmut a-mouse AF568
0.1% y 10% de GS o-EEA1 1:1000 1:1000
Hela Clon erTA- ER MetOH GAmut
HEK293T -Tgo MetOH PBS1X, saponina GAmut a-sheet AF568
0.2% y 10% de GS a-Tgn46 1:100 1:1000
HEK293T -SERCA2 PFA 4% GAmut o-mouse AF647
a-SERCA 1:200 1:1000
HEK293T -TPC1 MetOH Transfeccion de TPC1
0.05 pg
HEK293T -TPC2 MetOH Transfeccion de TPC2
0.05 pg
HEK293T -TRPML1 MetOH Transfeccidn de

TRPML1 0.02 pg

Tabla 9B. Células vivas (no fijadas)

Tipo celular y proteina a Transfeccion
visualizar
HEK293T -TPC2

HEK293T -TRPML1

TPC2 0.07 pg
TRPML1 0.02 pg

Colocalizacidn Fiji-Imagel

Se utilizé Fiji (Schindelin et al., 2012): distribucién del software libre Imagel para
determinar y cuantificar la posible colocalizacién entre dos pixels. Se usé el plugins
JACoP (de las siglas en inglés: Just Another Co-localization Plugin) (Bolte and Cordeliéres,
2006) que facilita la comparacidn, el analisis y la lectura de los resultados. Los indices
elegidos fueron Pearson y Manders. Pearson abarca valores entre -1 (correlacion
negativa maxima) y +1 (correlacion positiva maxima). Manders (M1 y M2), ajustando el
threshold, abarca valores entre 0 (sin correlacién) y +1 (correlacidon del 100%), se basa
en el coeficiente de correlacién de Pearson, pero es mas preciso en colocalizacién, se
utilizo el threshold que permite el mismo plugins para corregir el ruido.

2.9 Analisis estadistico

Los resultados se expresan como media + SEM, como se indica. Los datos se analizaron
con el software GraphPad InStat3. La significacion estadistica entre dos grupos se analiz
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mediante la prueba t de Student no apareada, mientras que se compararon mas de dos
grupos mediante un andlisis de varianza unidireccional o bidireccional (ANOVA). Las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando los valores de
probabilidad (p) fueron menores o iguales a 0,05 (*), 0,01 (**), 0,001 (***) o
0,0001(****). Los tamafios de muestra (n) se refieren a pocillos de células
independientes (~ 2 x 10° células/pocillo) de, al menos, 2 dias diferentes.

2.10 Lista de compuestos

Tabla 10. Lista de compuestos utilizados

Compuesto [Almacenamiento] [Uso] Referencia

TBH 10 mM 10 uM SIGMA, 112976
Tapsigargina 1mM 0.2 uM Calbiochem, 586005
Celenteracina n 200 uM 2 uM BIOTIUM, 10115-2
Digitonina 100 mM 50y 100 uM SIGMA, N5655

ML-SA1 30 mM 20 uM SIGMA, SL0627
MK6-83 20 uM SIGMA, SML1509
ML-SI1 (GW405833) 10mM 10 uM SIGMA, G1421

ML-SI3 10mM 10 uM

IP3 5mM 2 uM Alfa Aesar, 167063
TPC-A1-N 30 mM 30 uM MedChemExpress, HY-131614
TPC-Al1-P 10mM 30 uM MedChemExpress,
NAADP 10 mM 0.1 uM SIGMA, N5655

ATP 100 mM 100 uM

Bafilomicina A1 1uM Chem Cruz, sc-201550A
GPN 200 mM 200 uM Chem Cruz,

lonomicina 10 mM 1uM

Nigericina 5mM 10 uM Sigma, N5509

cccp 1mM 1uM Sigma, C2759
Monensina 20 mM 10 uM Calbiochem, 475895

63



03| RESULTADOS



65

RESULTADOS



RESULTADOS

3.1 Caracterizacién del nuevo sensor de CaZ* para organelas acidicas

3.1.1 Generacién de un nuevo indicador de Ca?* endolisosomal

En esta tesis se han utilizado indicadores de Ca?* codificados genéticamente basados en
aequorina fusionada a GFP. Anteriormente publicados y denominados como GA y GAP
(Rodriguez-Garcia et al., 2014; Rodriguez-Prados et al., 2015) (Figura 24 A). En este caso,
se ha fusionado el extremo N-terminal de la GFP-aequorina con el extremo luminal C-
terminal de la proteina VAMP7, de esta forma, se asegura la medida en el interior de los
organulos acidicos (Figura 24 B). VAMP7 [de las siglas en inglés: Vesicle associated
membrane protein) (Advani et al., 1998) es una proteina v-SNARE (SNARE de las siglas
en inglés: Soluble NSF Attachment Protein Receptory “v” por la localizacién en vesiculas)
qgue puede formar complejos SNARE al interaccionar con proteinas localizadas en
membranas intracelulares: t-SNARE. VAMP7 también se denomina TI-VAMP por ser
insensible a la neurotoxina del tétanos y a algunos tipos de botulismo (B, D, F y G)

(Chaineau, Danglot and Galli, 2009; Galli et al., 1998).

VAMP7 deriva de SYBL-1 (sinaptobrevina-1) (D'Esposito et al., 1996), un gen del
cromosoma X muy conservado y de 2576 pb, que da lugar a una proteina de 220
aminodcidos y 25 KDa. Esta proteina pertenece a la familia “longin”, caracterizada por
tener una cola de unos 120-140 aminodcidos en la parte N-terminal, denominada LD (de
las siglas en inglés de dominio largo: long domain). El dominio LD es importante para
esta tesis, ya que permite la correcta localizacién en los endosomas tardios en células
no neurales (Chaineau, Danglot and Galli, 2009). La localizacién en endosomas tardios
se debe a la interaccién de LD con la subunidad 6 del adaptador AP-3 (Figura 25), esta
unién podria inhibir la formacién del complejo SNARE (Chaineau, Danglot and Galli,
2009) o, segun un trabajo posterior de un laboratorio diferente (Kent et al., 2012),
podria transportar VAMP7 a su localizacidn sélo cuando éste esta formando un complejo
cis-SNARE (en el que todo el complejo SNARE forma parte de la misma proteina).

66



RESULTADOS
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Figura 24. Localizacion de la sonda. (A) Esquema de la reaccion generada por aequorina: las manos con
los indices y pulgares extendidos representan las manos EF activas, mientras que el pufio representa la
mano EF no funcional. Cada mano activa capta un ion Ca?* en presencia de O, y del cofactor celenteracina;
generando la oxidacién de celenteracina en Celenteramida, CO2, y luz azul a 470nm. La cantidad de luz se
mide en el luminédmetro y es proporcional a la [Ca?*]. (B) Esquema de la orientacién del indicador de Ca?*,
en el lumen. En verde se representa la GFP de la sonda bioluminiscente (utilizada sélo para determinar la
localizacion de la sonda) y en malva las manos EF que unen a los iones calcio; en la cara citosélica se
encuentra la proteina VAMP7 caracteristica de la via endocitica.

Ademas del LD, VAMP7 contiene un dominio SNARE (involucrado en la formacién del
complejo SNARE) y un dominio transmembrana de anclaje a membrana (Chaineau,
Danglot and Galli, 2009) (Figura 25). En estado fisioldgico la localizacién de VAMP7 mas
periférica, mas nuclear (relacionada con TNG), o en membrana plasmatica, parece
depender del tipo celular. La localizacion en endosomas y lisosomas estan enriquecidos
en un 55% y en aparato de Golgi en un 40% en la mayoria de tipos celulares. Todos estos
datos hacen de VAMP7 un marcador muy apto para localizar endosomas tardios y
lisosomas secretores ((Albrecht et al., 2015; Vats and Galli, 2022; Pryor et al., 2004).
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Figura 25. Estructura de VAMP7. VAMP7 contiene tres dominios, uno transmembrana que le permite el
anclaje en la membrana de la vesicula. Un dominio largo que le permite la unién a AP-3, y por tanto, el
posterior anclaje en endosomas tardios (ademas de la inhibicién de la formacién del complejo SNARE); y
un dominio SNARE con el que puede tanto formar complejos SNARE (con t-SNARE anclados a la membrana
plasmatica), como unir a Hrb (Human inmunodeficiency virus Rev Binding protein) y a Varp (Vps9 domain
and Ankyrin repeats containing protein, una GFP para Rab21 que colocaliza en el TNG). (Imagen
seleccionada de (Chaineau, Danglot and Galli, 2009))

Debido a la alta [Ca?*] esperada en el lumen endolisosomal, se introdujo la mutacién
D119A en la aequorina para reducir la afinidad por el Ca?*. Esta sonda se denomind ELGA
(de las siglas en inglés: Endo-Lysosomal GFP-Aequorin) (Figura 26 A). Se generd una
segunda variante (ELGA1) con sustituciones adicionales (D117A y D163A) (Figura 26 A)
para reducir ain mas la afinidad y disminuir la tasa de consumo de la sonda. Al disminuir
la tasa de consumo de la aequorina se permiten registros mds prolongados (hasta ~1 h).
GA1 es la misma variante publicada previamente como GAP1 (Rodriguez-Garcia et al.,
2014; Rodriguez-Prados et al., 2015) pero renombrada para la publicaciéon generada a
partir de esta tesis (por tanto, continuo con el nombre GA1 para mantener coherencia
con la publicacién asociada). Ambas sondas: GA y GA1 pueden medir Ca?* en el rango de
100-1000 puM (Figura 26 B). Los sensores de Ca®* se expresaron (de manera transitoria
o estable) en células de mamiferos, utilizando el promotor relativamente débil del virus
del herpes simple tipo 1 (HSV-1), para limitar la cantidad de proteina expresada y
minimizar asi la direccionalidad errénea.
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Figura 26. Estructura de la sonda y variantes. (A) Esquema de la estructura de ELGA y ELGA1. VAMP7 (de
las siglas en inglés: Vesicle associated membrane protein), EGFP (de las siglas en inglés: enhanced green
fluorescent protein), GFPuv (de las siglas en inglés: UV-excited green fluorescent protein), AEQ
(Aequorina), ELGA y ELGA1 son indicadores de Ca?* codificados genéticamente basados en aequorina
fusionados a GFP dirigidas a endolisosomas. Ambas sondas tienen la misma localizacion y son capaces de
medir en el rango esperado de [Ca?"] de los endolisosomas. Las principales diferencias radican en que
ELGA tiene mayor fluorescencia en la GFP (por lo que la usamos para medidas en confocal) y permite
experimentos y analisis mas rapidos (por lo que la utilizamos para pruebas iniciales). (B) Representacion
de la calibracidn de las sondas de Ca?* GA y GA1. La cantidad de luz azul equivale a una concentracion de
Ca?* proporcional. En sombrado se observa que ambas sondas pueden medir en el rango de 100 a 1000
UM, que es la [Ca?*] esperada en endolisosomas. Puede observarse también que ELGA1 es menos sensible
a Ca?* debido a la mayor cantidad de mutaciones.
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3.1.2 Localizacion del indicador endolisosomal ELGA mediante el uso de confocal

Con el objetivo de caracterizar la distribucién subcelular de ELGA, se realizd un analisis
de colocalizacién con varios marcadores enddgenos de diferentes orgdnulos: para
reticulo endoplasmatico (ER) se utilizd nuestra misma sonda pero dirigida a ER; y se optd
por anticuerpos especificos para endosomas tempranos (EE), lisosomas y endosomas
tardios y mitocondrias (mit). Hubo colocalizaciéon de ELGA con LAMP2 (marcador de
lisosoma y endosomas tardios), mientras que no fue significativa con marcadores de
otros organulos como el RE, EE o mit (Figura 27). Estos resultados indican que la mayor
parte del indicador ELGA se localiza en un subconjunto de endolisosomas. Los estudios
estipulan que VAMP7 podria localizarse en el aparato de Golgi en un 40% en la mayoria
de los tipos celulares. Por lo que también realizamos colocalizacion entre ELGA y el trans
Golgi (datos no mostrados). Se utilizé el anticuerpo TNG46 en células HEK293T y se
obtuvo un coeficiente de Pearson de 0.39+0.04, que era el resultado esperado.

A LAMP2 MERGE
HEK 293

B

Coeficiente de Coeficiente de Mander | Coeficiente de Mander

Marcador Pearson (r) M1 M2 N
. (ELGA/marcador) (marcador/ ELGA/)
(media * error) . .
(media * error) (media * error)

LAMP-2 0,60 +0,03 0,55 £ 0,06 0,45 £ 0,04 10
ER 0,42 £0,02 0,39+0,05 0,12 £0,02 10
EE 0,27 £0,03 0,13+0,01 0,24 +£0,03 10
Mitocondria 0.20+0.10 0.14 +0.05 0.29+0.15 10

Figura 27. Imagenes de colocalizacion con ELGA realizadas en confocal. (A) Imagenes representativas de
células HEK293T realizadas en confocal. Transfectadas con ELGA (en verde) y fijadas tras 24 h. Fila
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superior: las células se inmunotifieron con anti- LAMP-2 (proteina de membrana asociada a lisosomas
endogena 2) se analizé mediante inmunodeteccidn con un anticuerpo especifico (centro, magenta). Las
imagenes verde y magenta estan fusionadas (derecha, blanquecino). Fila inferior: Colocalizacidn con los
siguientes marcadores organulares (magenta): ER, er-Ruby-GCaMP210 (ER); endosoma temprano,
inmunotifie con el antigeno anti-endosoma temprano 1 (EE1); mitocondrias, inmunotifie con anticuerpo
anti-TOM20 (mt). Barra de escala para todas las imagenes, 5 um. (B) Tabla resumen de los resultados de
colocalizacién obtenidos para ELGA con los diferentes coeficientes, error estdndar y el niumero de
imagenes medida (N) para cada marcador: Lamp-2 (células HEK293T); erTA (Clon en células Hela que
también utiliza GA pero localizado en ER); EEA1 (en fibroblastos 302); (TOM20 Mitocondrias en células
HEK293T). Puede apreciarse una colocalizacién positiva sélo para LAMP2.

3.1.3 Calibracion de la sonda en funcion del pH

El pH es la caracteristica mas representativa de la via endocitica, es importantisimo para
el buen funcionamiento de ésta, ya que entre otras funciones activa las enzimas
lisosomales encargadas de eliminar los desechos. Mds relacionado con la posible
localizacion de ELGA1, se conoce una relacidn estrecha entre el pH y Rab7, proteina de
membrana caracteristica de endosomas tardios y de lisosomas. Rab7 recluta RILP que a
su vez regula la V-ATPasa (Johnson et al., 2016). Por tanto, una mayor concentracién de
Rab7 en la membrana implica una mayor acidificacién. Por otro lado, mds Rab7 esta
relacionado con una localizacién mas nuclear. Es decir, que cuanto mas Rab7 mas cerca
nos encontraremos de endosomas tardios y lisosomas y mayor acidificacién habrd en el
lumen, y por tanto, mas apta debe ser una sonda para medir calcio a bajo pH. También
existe una correlacion entre el pH y las concentraciones de Ca?*, son mas bajas al
principio de la via endocitica y luego van aumentando (Huotari and Helenius, 2011).

En la via endocitica el pH se encuentra en un rango desde 7.2 hasta 4.5, desde las
vesiculas endociticas a los lisosomas, respectivamente. Por lo tanto, es primordial
conocer las capacidad de medida de Ca?*, a diferentes pHs, que tiene una sonda
localizada en la via endocitica. Durante esta tesis se comparé la sefial de luminiscencia
maxima desencadenada por Ca%* en el rango de pH desde 4,5 a 7,2 (Figura 28 Ay B). La
ELGA1 recombinante reconstituida con celenteracina n emitié luminiscencia maxima a
un pH de 7,2 y disminuyd proporcionalmente a pHs mas bajos (6,5 y 6,0 pH) hasta un
umbral de pH de 5,5, por debajo del cual, el sensor de Ca?* no era funcional (Figura 28
B). Se obtuvieron resultados similares hasta pH6 entre la ELGA1 y la aequorina nativa
(Wt-AEQ) cuando se reconstituyeron con celenteracina nativa o con su andloga n que
genera menor afinidad (Figura 28 Ay B), lo que indica que el efecto del pH acido sobre
la funcidn luminiscente es independiente de la afinidad de la aequorina por Ca?*. Sin
embargo, a pH 5.5 si se observan cambios en la respuesta al Ca%*, mejorando en la
versidn de la aequorina de menor afinidad.
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Figura 28. Emision de luminiscencia de ELGA1 a diferentes pH. La apoproteina Wt (A) o GA1l (B)
producidas en E. Coli se reconstituyeron con celenteracina nativa (izquierda) o n (derecha) durante 20
min. A continuacion se sometieron al ensayo, con 10 mM de CaCl: (flecha) a diferentes pHs desde 4.5
hasta 7.2, representados con diferentes colores (ver leyenda). Los tampones utilizados fueron: acetato
para un rango de pH de 4,5 a 5,5; Na-MOPS para pH de 6 y 6,5; y Na-Hepes para pH de 7,2. Cada traza es
el valor normalizado con respecto a su emisidn de fondo, antes de la adicién de Ca?*. Cada trazo es el
promedio de 3 a 4 experimentos independientes.

Ademas, en el ensayo de luminiscencia se pudo recuperar parcialmente la actividad del
sensor de Ca®* a pH 4,5, siempre que ELGA se reconstituyé primero a pH neutro (7,2) y
se midio después a pH 4.5 (Figura 29). La falta de emision de luz sugiere que la unién del
cofactor a la apoaequorina podria estar comprometida en organulos con pH acido.
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Figura 29. Recuperacion de luminiscencia a pH 4.5. La apoproteina GA amplificada en E. Coli se
reconstituyo con celenteracina nativa durante 20 min segun el pH del ensayo; a continuacion, se sometid
a un estimulo de 30 uM de CaCl2 (media * error estandar de la media; n = 3) a pHs 7.2 (caja de la izquierda)
y pH 4.5 (caja central). La respuesta de luminiscencia se perdié completamente a pH 4.5 (caja central) y
se consiguio recuperar parte de la respuesta del experimento (caja de la derecha). La recuperacion ocurrio
al reconstituir con celenteracina a pH 7.2. Los tampones utilizados fueron los mismos que en la Figura 28:
acetato para un rango de pH de 4,5 y Na-Hepes para pH de 7,2. Cada caja es el valor normalizado con
respecto a su emision de fondo antes de la adicién de Ca?*. Cada caja proviene del promedio de 3 a 4
experimentos independientes.

Los hallazgos comentados hasta el momento indican que no es posible la medida de Ca?*
a un pH altamente acido como el de los lisosomas. Debido a que el pH de los organulos
de la via endocitica es diverso (Figura 30 A), razonamos que los ELGA podrian utilizarse
para medir Ca?* en compartimentos menos acidos dentro de la via. Se aprovechd la
sensibilidad al pH de la fraccion GFP en ELGA para determinar si los ELGA residen en
dichos compartimentos. La fluorescencia de GFP se extingue a pH acido (pKa ~6)
(Miesenbock, De Angelis and Rothman, 1998). Por lo tanto, cualquier fluorescencia de
GFP detectable en células vivas, deberia reflejar la localizacion de ELGA1 hacia un
compartimento con un pH >5, rango en el que ELGA1 es funcional. Como se muestra en
la Figura 30 B, la fluorescencia punteada de GFP, con un patrén granulado a lo largo del
citosol, fue facilmente detectable en células HEK293T vivas que expresan ELGA.
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Figura 30. Posible localizacion de la sonda: via endocitica. (A) esquema de los cambios de pH en los
organulos de la via endocitica desde la entrada a través de las vesiculas endociticas a pH 7.2, hasta los
lisosomas a pH de 4.5-5. (B) Imagen representativas de células HEK293T vivas realizadas en confocal 24h
después de la transfeccion con ELGA (en verde).

A continuacién, para evaluar las propiedades de las sondas a un pH 6, realizamos una
calibracién de ELGA1 en un rango de Ca%* de 10®y 102 M, y realizamos un control a pH
7.2 (Figura 31). Se obtuvieron valores esencialmente similares entre pHs y el control, lo
que indica que no hay un efecto importante en ELGA1 a pH 6. La Kd de GA1 por Ca?* fue
de 396 + 30 uM (n=36) a pH 7,2 en células HEK293T permeabilizadas (Figura 36).

En conjunto, estos resultados identifican a los ELGA como reporteros de Ca?* dentro de
compartimentos ligeramente acidos.
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Figura 31. Propiedades de la sonda segtin pH. Curvas de calibracién de Ca?* de GAla pH 6,0y 7,2
normalizados con respecto al maximo valor. Se realizaron medidas de Ca?* a diferentes concentraciones:
0 (con EGTA a concentraciones saturantes), 30 uM, 50 uM, 100 uM, 300 uM, 1 mM y 10 mM. Cada valor
es la media + error estandar de 6 medidas a partir de dos preparaciones de proteinas independientes.

3.1.4 Monitorizacidn de la [Ca?*] en células reportada por ELGA1

La curva de calibracion permite conocer qué [Ca?*] se relaciona con la cantidad de luz
emitida en cada momento del tiempo (L/ Ltot). Por tanto, como la medida de
luminiscencia es proporcional a la [Ca?*] a través de curvas de calibracién hablaremos
de unay otra medida indistintamente.

Experimentos en intactas en diferentes tipos celulares

Se evaluaron los niveles luminales de Ca®* en células intactas para caracterizar la
dindmica de Ca?* endolisosomal de la forma maés fisioldgica posible. Se utilizé ELGA1 y la
adicion de 1 mM de CaCl; para determinar la cantidad del ion calcio en el orgdnulo diana
(Figura 32), y finalmente se obtuvo un estado estacionario (es decir, un contenido
maximo de Ca?* luminal) a 249 + 65 uM (n = 6). Antes de llegar al dato de [Ca?'] en el
estado estacionario, se realizaron pruebas de rellenado de Ca®* con diferentes
estrategias de vaciado y cofactores de la Aequorina, que se iran desglosando a lo largo
de la tesis.
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Figura 32. Estado estacionario en células intactas. Figuras representativas de células HEK293T con
expresion de la sonda ELGA1 en estado estable en célula HEK293T. Se utilizé ELGA1 para medir los cambios
de Ca%* y medio externo con Ca?* 1mM (Tabla 8 B). A lo largo del tiempo se detecta la luz azul emitida
hasta que se obtiene una medida estable a partir de la cual pueden afiadirse los diferentes estimulos.

Se ha propuesto que EL es un depdsito con un alto contenido de Ca?*, por lo que se
esperaria que sea necesario depletar el Ca%* antes de que la aequorina se reconstituya
con su cofactor, de esta forma, se evita el consumo prematuro de la sonda (es decir,
antes de que se pueda experimentar en el luminémetro). Los mecanismos de rellenado
del depdsito no estdn claros, por lo que fue necesario realizar varias pruebas. Entre las
primeras pruebas se realizaron experimentos con diferentes cofactores de la aequorina
(celenteracinas silvestre y n). Los cofactores se reconstituyeron en ausencia de Ca?*, se
anadié en el medio externo EGTA (0,5mM) (Tabla 4xB) y se utilizd terc-
butilhidroquinona (tBHQ o TBH) para vaciar el compartimento diana de ELGA1. El uso
de TBH puede resultar inesperado, ya que trabajamos en endolisosomas, no obstante,
este farmaco es utilizado ampliamente en nuestro laboratorio para depletar ER vy
conseguir resultados con luminiscencia en este organulo. Por tanto, un producto
utilizado por inercia abrié las puertas a experimentos reproducibles.
Sorprendentemente, los experimentos realizados con celenteracina n (Figura 32)
permitieron la reproducibilidad de rellenado y de liberacion de Ca?*, mientras que al
utilizar celenteracina nativa no se apreciaron el rellenado o la respuesta a estimulos de
forma reproducible (Figura x33).
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Figura 33. Celenteracina nativa. Experimento con células Hela intacta, con sobreexpresion de ELGAl y
uso de medio externo para el rellenado (Tabla 8 B). Representacidn de la respuesta tras la aplicacion de
dos pulsos de ML-SA1 (20 uM, 30 s) y dos pulsos de ATP (100 uM, 30 s) utilizando como cofactor de
aequorina celenteracina nativa.

Con el objetivo de determinar la liberacién de Ca?* de estos orgdnulos se realizaron
experimentos en diferentes tipos celulares con distintos agonistas. No fue necesario
sobreexpresar los canales de IP3 en los diferentes tipos celulares para medir respuesta
con ELGALl. Se estimularon células vivas con ATP que activa los receptores P2Y
enddgenos, o carbacol que activa los receptores muscarinicos. El ATP y el carbacol
provocaron respuestas de Ca%* de EL rapidas y reversibles de 35,81 +2 % (n =7) y 19,88
+ 2 % (n = 5) (datos de carbacol no mostrados), respectivamente en células HEK293T
(Figura 34). Por otro lado, se sobreexpresaron canales de TRPML1, que son especificos
de endolisosomas tardios y lisosomas, y se estimuld las células con su agonista ML-SA1.
Se obtuvieron resultados a ML-SA1 en 2 experimentos de 6 con una respuesta de 6,53 +
3% (n=6)yfueineficaz en células sin sobreexpresion de TRPML1. Con los experimentos
de TRPMLL1 se pretendia corroborar la localizacién de ELGA1 en endosomas tardios. Los
resultados apuntaban a que existia una respuesta real con sobreexpresién de TRPML1,
por lo que posteriormente, se realizaron pruebas en células permeabilizadas.
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Figura 34. Respuesta a diferentes estimulos en células intactas. Figuras representativas de células
HEK293T con expresidon de ELGA1, fueron reconstituidas con celenteracina n y se utilizé medio externo
para el rellenado (Tabla 8 B). Diferencia en la respuesta a ML-SA1 en células intactas con sobreexpresion
de TRPML1 con respuesta (izquierda) y sin respuesta (derecha). En ambos casos se utilizé el mismo
tratamiento. Representacion de la respuesta tras la aplicacién de pulsos de ML-SA1 (20 uM, 30s) y de ATP
(100 pM, 30's).

Se realizaron experimentos similares en células MDCK polarizadas (Figura 35 A). Este
tipo de célula mostré una descarga casi completa tras la estimulacién con ATP, se obtuvo
un porcentaje de liberaciéon de 73,72 £ 17 % (n= 4) con respecto al estado estacionario.

Finalmente, se examind la respuesta con ELGA1l en un tipo de célula primaria, en
astrocitos corticales de ratén (Figura 35 B). La aplicacion de ML-SA1 provocé un efecto
insignificante en astrocitos, mientras que un pulso de ATP descargd casi por completo
el depdsito de Ca?* 87,68 + 6 % (n=6).
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Figura 35. Respuestas a ML-SA1 y ATP. Figuras representativas de células MDCK (A) y astrocitos primarios
de raton (B) con expresion de ELGA1, fueron reconstituidas con celenteracina n y se utilizé medio externo
para el rellenado (Tabla 8 B). Representacion de la respuesta tras la aplicacidn de un pulso de ML-SA1 (20
UM, 30s) y de ATP (100 uM, 30 s) utilizando como cofactor de aequorina celenteracina mutada tipo n.

En resumen, todos los experimentos de esta tesis se realizaron con celenteracina n como
cofactor y en todos se vacid el compartimento con TBH (punto 3.2.1). Ademas, los datos
identifican un depdsito de Ca?* sensible a IP3, fisiolégicamente relevante y generalizado.
Al medir con ELGA1, que contiene VAMP7 en su membrana, consideramos a estos
compartimentos endolisosoma (EL) a pesar de responder a IP3 y vaciarse con TBH.

Todo esto hizo que fuera esencial buscar un canal de Ca?* tipico de EL que apoyara la
hipdtesis. Como se vera en el siguiente apartado: al permeabilizar las células con
digitonina, se siguieron manteniendo las caracteristicas del vaciado del compartimento
y larespuesta a IP3, y ademas, se consiguieron experimentos reproducibles con TRPML1.

Experimentos en células permeabilizadas

Debido a los resultados obtenidos en intactas con la sobreexpresiéon de TRPML1, se
realizaron experimentos en células permeabilizadas mediante digitonina. Este modelo
permite acceder directamente al citosol, manteniendo la [Ca?*] fija a 200 nM. Es muy
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util para permitir, por ejemplo, la estimulacién de los EL con agonistas incapaces de
superar la membrana citosoélica.

Al comparar células permeabilizadas e intactas no se obtuvo diferencia significativa en
el rellenado con ELGA1 (Figura 36 A), aunque si hubo diferencia significativa en la
velocidad de rellenado de las células (Figura 36 B). Los experimentos en células
permeabilizadas permitieron mejores ensayos con sobreexpresiéon de TRPML1 (se midid
respuesta en todos los experimentos), que en células intactas (se midio respuesta en 2
de 6 experimentos). Seguramente el aumento de la reproducibilidad se debié a la
capacidad de medir acciones mas rapidas en permeabilizadas (quizds, por una mayor
accesibilidad a ELGA1 o por diferencias fisioldgicas al permeabilizar con digitonina). Los
experimentos en permeabilizadas permitieron realizar ensayos de rellenado y vaciado
de Ca?* y de comunicacidon con RE que se expondrdn en los siguientes puntos. Entre los
diferentes tipos celulares que se comprobaron elegimos las células HEK293T para
realizar todos estos experimentos de forma coherente, ya que eran células faciles de
sembrar, los experimentos fueron reproducibles y permitian la coexpresién de TRPML1
y de ELGA1 (lo que disminuye posibles errores).
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Figura 36. Medidas de luminiscencia. (A) Experimento representativo del rellenado de Ca?" en células
permeabilizadas con Dig 50 uM. Una medida de luminiscencia estandar para esta tesis. Realizados en
células HEK293T permeabilizadas, rellenadas con medio intracelular (Tabla 8 A) a 200 nM de CaCl: (tras 1
min en medio intracelular y EGTA a 0.5 mM y 1 min de Dig 50 uM) hasta alcanzar un rellenado maximo
del compartimento. Se muestra la relacién entre luminiscencia y concentraciéon de Ca®". (B)
Representacion estadistica de la velocidad de entrada del ion calcio en células HEK293T permeabilizadas
(7 £ 1 uM/s) con respecto a las células intactas (3 £ 2 uM/s) con un p valor de 0,0221.

Por tanto, para controlar directamente la captacion y salida de Ca?* dentro del
compartimento EL, se han utilizado principalmente células HEK293T que expresaban
ELGA1, permeabilizadas posteriormente con Dig (50 uM) en una solucién similar al
citosol con Ca%* 200 nM (Tabla 8 A, Figura 36).
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3.2 Almacenamiento y liberacién del Ca?* medido con ELGA1

Existe la necesidad de una herramienta capaz de medir los cambios de Ca?* en los
lisosomas (tan importantes para enfermedades como las neurodegenerativas), pero
también existe la necesidad de conocer caracteristicas fisiolégicas como los canales,
bombas o transportadores encargados del vaciado y del rellenado de Ca?*.

3.2.1 Rellenado de Ca?* del depésito diana

ELGA1 es una Aequorina, por lo que (como ya se ha comentado en la seccién de
materiales y métodos) el vaciado del depdsito es esencial para poder realizar los
ensayos. Es importante conocer los transportadores o canales encargados del proceso
de entrada del ion, pero en el caso de los endolisosomas estos son aun desconocidos.
Lo que hace que este punto sea excitante, ya que tras varios intentos se ha podido
aportar una idea diferente sobre la bomba encargada del vaciado de los endolisosomas.

Experimentos cldsicos de lisosoma: GPN, bafilomicina Al, ionéforos

Se realizaron comprobaciones con diferentes candidatos propuestos por la comunidad
cientifica para vaciar los lisosomas (Morgan et al., 2011; Huotari and Helenius, 2011),
como inhibidores de la V-ATPasa (bafilomicina A), protondforos alcalinizadores del
lumen (nigericina y monensinas) y GPN (por las siglas del inglés: Glycyl-L-phenylalanine
2-naphthylamide).

La bafilomicina A1 (BAfAl, 1 uM) se ha utilizado ampliamente para interrumpir la
actividad de los intercambiadores putativos de Ca%*-H*. En nuestro caso no se consiguio
respuesta luminiscente. También se utilizo la bafilomicina A1 (1 uM) de forma aguda o
tras incubacidon de 1 h, se obtuvo poco efecto sobre la [Ca®*]el, lo que explicaria la
imposibilidad de reconstituir la sonda al utilizarla para el vaciado del organulo.

Se usd un cdoctel de ionomicina (50 uM), monensina (10 uM), nigericina (10 uM) y CCCP
(siglas del inglés: carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone) (1 uM) con vy sin terc-
butilhidroquinona (tBHQ o TBH) (10 uM) (Figura 37). Utilizar sélo TBH, sin mas
compuestos (Figura 37 A), produjo mejor consumo de la aequorina (el consumo fue mas
lento) y mejor recuperacién tras los estimulos que con el cdctel (independientemente
de si el coctel contenia o no TBH). El coctel de compuestos en algunos experimentos no
permitié medidas de luminiscencia (Figura 37 B), mientras que utilizar sélo TBH fue
realmente reproducible, tanto en células intactas como en permeabilizadas, y en todos
los tipos celulares.
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También se probd GPN (100 uM) que es un agente lisosomotropico (aumenta el pH del
lumen), se utiliza para la liberacién de Ca?* desde los lisosomas. La liberacién la provoca
la lisis de los lisosomas ya que GPN es el sustrato de la catepsina C. En los experimentos
de luminiscencia tampoco se obtuvieron resultados, es decir, que no se consiguid vaciar
el lumen con este compuesto. Este dato apoya que ELGAL no se localiza en lisosomas
clasicos (Berg et al., 1994).
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Figura 37. Estrategias de vaciado de Ca?. E| vaciado de Ca?* del compartimento evita el consumo de
ELGA1 al reconstituir la aequorina con la celenteracina (su cofactor). Experimentos en células HEK293T,
con sobreexpresion de ELGA1 y uso de celenteracina n; durante el experimento se utilizé medio interno
200 nM para el rellenado de Ca?* (Tabla 8 A). (A) Representacidn de experimentos de rellenado y de
respuesta a estimulo (IP3 (2 uM, 30 s) (en verde), estos estimulos se conocerdn en detalle mas adelante)
con ELGA1 al utilizar sélo TBH 10 uM durante 10 min (en medio externo con EGTA 0.5 mM) para el vaciado
antes de la reconstitucién de la aequorina. (B) Representaciones del rellenado del lumen y de la respuesta.
Se utilizé un céctel de compuestos (de ionomicina 50 uM, monensina 10 uM, nigericina 10 uM y CCCP 1
UM con y sin TBH 10 pM) para el vaciado de Ca** del compartimento. Sin rellenado (izquierda) y con
rellenado anormal (derecha), también se observa una recuperacién mas lenta de la respuesta a estimulo
marcado en verde (y se obtuvo un consumo rapido de la aequorina, dato no mostrado).
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La falta de sefal luminiscente indica que la aequorina de ELGAl1l se consume,
probablemente porque el depésito diana no se habia vaciado de Ca®*. Estos datos son
congruentes con la localizacién de ELGA1 en un compartimento no muy acido y que
contienen una bomba de Ca?*sensible a TBH.

Entrada de Ca?* debido a SERCA

La incubacion con el inhibidor reversible de SERCA: TBH, al contrario que con los
inhibidores de la V-ATPasa y con los ionéforos, produjo una respuesta de luminiscencia
reproducible y con un buen consumo de la aequorina de ELGA1 (Figura 38 A). Bajo estas
condiciones, la perfusidon con un medio similar al citosol ([Ca%*] libre = 200 nM), permitio
la captacion de Ca%* a una velocidad de 6,9 + 1,4 uM/s, alcanzando un valor de [Ca%*]eL
en el estado estacionario de 396 + 30 uM (n=42) en 3+ 0,6 min (n=7) (Figura36y 38 A).

La captacion de Ca?* depende del ATP, ya que en ausencia de éste se inhibe el rellenado
de Ca?* en un 90 + 4 %, n = 7 (Figura 38 B y E), ademas, al reponer el ATP se volvid a
rellenar el compartimento, indicando un cardcter reversible. Por otro lado, los
inhibidores especificos de SERCA, irreversible: tapsigargina (200 nM) o reversible: TBH
(10 uM), incubados durante 5 minutos, provocaron una inhibicion completa de la
captacion de Ca?* de los EL del 98 +1 %, n = 7 (Figura 38 C) y 97 + 2 %, n = 8 (Figura 38
D) respectivamente, con respecto al control (Figura 38 Ay E). Tras el lavado de TBH se
restablecio rapidamente la captacién de Ca?*, hasta la tasa similar a los controles (Figura
38 D). Estos resultados fueron los esperados, ya que los experimentos se consiguen
gracias al vaciado del organulo utilizando TBH 10uM durante 10 min. Se puede
comprobar el resumen de los porcentajes en la figura 38 E.
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Figura 38. Rellenado de Ca?. Experimentos en células HEK293T con sobreexpresidon de ELGAL y uso de
celenteracina n. Rellenadas con medio intracelular (Tabla 8 A) a 200 nM de CaCl.. (A) Representacion del
rellenado de Ca?* a modo de control. Se utilizéd TBH 10 uM durante 10 min y medio externo con EGTA 0.5
mM para el vaciado de Ca?* del compartimento (asi se evita el consumo de ELGA1) y posterior
reconstitucion de la aequorina. (B) Representacion de la incapacidad de rellenado en las mismas
condiciones que los controles pero utilizando, durante el vaciado, 10min Tapsigargina 200 nM y medio
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externo con EGTA 0.5 mM y durante la reconstitucion medio interno EGTA 0.5 mM. (C) Representacién
de la incapacidad de rellenado en presencia de TBH (mismas condiciones de vaciado y reconstitucion de
la aequorina que el control). (D) Representacion de la incapacidad de rellenado en presencia de medio sin
ATP (mismo medio de rellenado pero sin ATP y mismas condiciones de vaciado y reconstitucién que el
control) (E) Representacion estadistica de la diferencia en porcentaje entre el control y las diferentes
estrategias para el rellenado del compartimento. Existe diferencia significativa entre los valores maximos
de luminiscencia de los controles y de los experimentos con Tapsigargina (Tg; con p valor= 0.0022), con
TBH (p valor= 0.0007) y con el medio sin ATP (p valor= 0.0012). A su vez, no hay diferencia significativa
entre Tgy TBH (p valor de 0.9504) mientras que si existe entre aquellos con medio sin ATP y los realizados
con Tg (p valor= 0.0216) y con TBH (p valor= 0.0289). Se ha utilizado el test de Mann Whitney de los
maximos de luminiscencia (que correlaciona con los méximos de [Ca2*]) durante el experimento.

La siguiente comprobacién fue la de vaciar el organulo una vez que éste se rellend de
Ca?*. Una vez que el lumen del EL se rellené de Ca®*y se llegd a un nivel estable se volvid
a vaciar utilizando diferentes estrategias. El uso de 0,1 mM de EGTA provocé una
disminucién progresiva y completa de la [Ca?*]eL a una velocidad de ~2.4 uM/s (datos no
mostrados). De la misma manera, la eliminacién de ATP o la aplicacién de tBHQ, ya fuera
en presencia o ausencia de Ca?*, también vaciaron el depdsito de Ca%* de los EL. Las
cuantificaciones estadisticas de la velocidad de salida de Ca?* de los EL se muestran en
la Figura 39.
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Figura 39. Posible participacién de SERCA en el Vaciado de Ca?. Representacidn estadistica de
experimentos en células HEK293T, con sobreexpresidén de ELGA1 y uso de celenteracina n. Medio interno
para el rellenado (Tabla 8 A) a 200 nM de CaClzy posterior uso de TBH, EGTA, EGTA y TBH o medio sin
ATP (de izquierda a derecha) para vaciar el compartimento. Encontramos una diferencia no significativa
entre los experimentos con TBH y aquellos con EGTA (con un p valor de 0,087), mientras que si es
significativa entre los experimentos sélo con TBH y aquellos con TBH y EGTA 0.5 mM (con un p valor de
0,012). Existe una diferencia muy significativa entre los experimentos de vaciado realizados con TBH y los
de experimentos con medio sin ATP (con un p valor de 0,0041). Se ha utilizado el test two-tailed con
correccidon de Welch comparando las velocidades de disminucién de [Ca?*].
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En conjunto, estos resultados indican que el EL puede acumular grandes cantidades de
Ca®* seguramente a través de un mecanismo SERCA.

3.2.2 Liberacion de Ca?* del depésito diana

Se ha podido medir la libracidn de Ca?* generada a través de los canales de Ca%*, que hoy
en dia se consideran caracteristicos de endolisosomas, como los TRPML1 o los TPCs
gracias a ELGA1. Ademas, se ha determinado que hay respuesta de los receptores de
IP3, tanto desde el exterior de las células (utilizando ATP) como desde el citosol de las
células, gracias a la permeabilizacion de éstas (con Dig 50uM), utilizando directamente
IP3.

Canal TRPML1

TRPML1 (de las siglas en inglés: Transient receptor potential mucolipin 1) es un canal
localizado en endosomas tardios y lisosomas. Al ser la localizacion mas probable de
ELGA1, decidimos explorar esta via y utilizar este canal como control de localizacion en
EL. Se realizaron experimentos de colocalizacién de TRPML1 y ELGA1 en confocal.

Se utilizd ELGA1 y TRPML1 tanto en células fijadas como en células vivas. La
colocalizacion disminuyd cualitativamente en células vivas (Figura 40), lo que implicaria
gue una proporcion de ELGA se encuentra en vesiculas acidas, ya que al ser fijadas la
fluorescencia de GFP no se ve comprometida. Estos resultados serian consistentes con
ELGA como un reportero de Ca?* en una fraccién del sistema endolisosomal. Segin
nuestros datos de coeficiente de Manders en células fijadas, hay una colocalizacién de
ELGA con TRPML1 de 0.68 + 0.03 y una colocalizacién de TRPML1 con ELGA de 0.58 +
0.04, es decir, que TRPML1 se encuentra en zonas en las que no se encuentra ELGA en
mayor proporcién que al contrario. En resultado para el coeficiente de Pearson fue de
0.70 £ 0.02 (n= 18) para células fijadas y de 0.60 + 0.03 (n=17) para células vivas.
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TRPML1

Células fijadas

Células Vivas

Figura 40. Imagenes de colocalizacion entre TRPML1 y ELGA realizadas en confocal. (A) Imagenes
representativas de células HEK293T realizadas en confocal. Transfectadas con ELGA (en verde) y TRPML1
(en magenta). Fila superior: células fijadas tras 24 h desde la transfeccién con Metanol al 100% 10min a
-20°C. Fila inferior células sin fijar y medidas en confocal con medio externo para el rellenado (Tabla 8 B)
con 1mM de CaCl.. Barra de escala para todas las imagenes, 10 um.

También se realizaron experimentos de bioluminiscencia. En los experimentos de
luminiscencia se activd el canal con el agonista sintético especifico y permeable a
membrana: ML-SA1l. En células HEK293T controles, con TRRPML1 fisiolégico (sin
sobreexpresién de TRPML1), no hubo respuesta (Figura 41 A). Por otro lado, se
transfectd el canal TRPML1 de forma transitoria y ML-SA1 (20 uM, 30 s) produjo una
liberacion robusta de Ca?* en EL del 40 + 3 % (n = 6) con respecto al estado estacionario
(Figura 41 B). Tras la aplicacion, ML-SA1 mostré un tiempo de retardo de ~20 s y
continué liberando Ca?* una vez retirado el agonista (Figura 41 B). Las aplicaciones
consecutivas de ML-SA1 provocaron respuestas de amplitud similar, lo que indica que
no hubo desensibilizacién del canal. El tiempo para rellenar el depdsito después del
lavado fue de ~5 min (Figura 41 C).
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Figura 41. Respuesta a ML-SA1. Células HEK293T transfectadas con ELGA1L. Se usé celenteracina n y se
rellenaron con medio interno (Tabla 8 A) 200 nM de CaClz. Uso del agonista ML-SA1 (20 uM, 30 s) (de las
siglas en inglés: Mucolipin Synthetic Agonist 1). Figuras representativas de experimentos sin
sobreexpresion de TRPML1 (A), con sobreexpresion de TRPML1 (B) y tras varias aplicaciones de ML-SA1
(20 uM, 30 s) en células con sobreexpreesion de TRPML1 (C).

Dosis-Respuesta ML-SA1

La relacién dosis-respuesta completa de la liberacion de Ca?* mostré un valor de EC50
de 6,77 £ 0,9 uM (Figura 42).
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Figura 42. Experimento de dosis respuesta de ML-SA1l. Experimentos en células HEK293T con
coexpresion de ELGA1 y TRPML1 y uso de medio interno para el rellenado (Tabla 8 A). (A) Figura
representativa de la respuesta a concentraciones crecientes de ML-SA1l: 1, 5, 10 y 20 uM. (B)
Representacion de la grafica de dosis-Respuesta con EC 50 para ML-SA1 de 6,77 + 0,9 uM de Ca?*. (C)
Representacion estadistica del porcentaje de respuesta a las diferentes concentraciones de ML-SA1L.
Diferencia significativa entre 0,1y 1 uM (p valor de 0,029). No hay diferencia significativa entre 1y 5 uM
(p valor de 0,11) ni entre 5y 10 uM (p valor de 0,057). Si que se encuentra diferencia significativa entre
10y 20 uM (p valor de 0,028). En todos los casos se aplicé el test de Mann Whitney.

Inhibidores de TRPML1

A pesar de no existir respuesta de MLSA1 en controles, se procedid a la transfecciéon de
D3471K (incapacita la funcion del poro TRPML1) (Figura 43 A). En células
permeabilizadas existe una diferencia significativa entre controles y transfectadas, pero
la respuesta no es visible en ninglin experimento con y sin transfeccién. La respuesta a
ML-SA1 fue bloqueada completamente por el antagonista especifico de TRPML: ML-SI1
(20 uM, 2.5min) (Figura 43 B). Los datos de sobreexpresién e inhibicion del canal de
Ca?* TRPML1 se resumen en la Figura 43 C. Estos experimentos se utilizaron para
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corroborar a nivel funcional y farmacoldgico, que ELGA1 tiene la capacidad de medir el
Ca’* a través de TRPML1 (el cual se localiza en EL).
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Figura 43. Inhibicion y sobreexpresion de TRPML1. Experimentos realizados con células HEK293T con
sobreexpresion de TRPML1 y expresion de ELGAL. Se utilizd medio interno para el rellenado de Ca?*de las
células (Tabla 8 A). (A) Incapacitacion del poro TRPML1 como control negativo a nivel bioquimico
mediante el uso de plasmido D3471K. La diferencia en la respuesta a ML-SA1 (20 uM, 30 s) con respecto
al control fue significativa (p valor=0.0152 con Mann Whitney). (B) Inhibicién de TRPML1 aplicado en flujo
continuo con y sin ML-SA1 en células con sobreexpresion de TRPML1. (C) Representacion estadistica de
las diferencias en la respuesta a ML-SA1 (20 uM, 30 s) calculadas en porcentaje. Existe diferencia
significativa entre los controles y las células con sobre expresion de TRPML1 (p valor= 0.0022) y entre los
controles y células perfundidas con el inhibidor del poro MLSA1 (p valor= 0.0043); ademas, existe
diferencia significativa entre las células tratadas con ML-SI1 y las tratadas con el plasmido D3471 (anula
el canal TRPML1, conocido como muerte del poro) (p valor= 0.0022). Se consiguié menos respuesta con
D3471K que con ML-SI1. El nimero entre paréntesis representa el nUmero de experimentos.

La sobreexpresion de TRPML1 produjo respuesta en HeLa y HEK293T. Las respuestas de
HEK293T se pueden ver representadas a lo largo de la tesis, y las de Hela, principalmente
en intactas. No sobreexpresamos TRPML1 en células primarias por la dificultad en la
expresion de plasmidos.
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Canales TPCs

Al explorar las vias de liberacion endégena de Ca?*, también se examiné el efecto del
NAADP, que activa los canales TPC (de las siglas en inglés: Two-pore channels) en EL. El
NAADP provoco una respuesta reversible rapida que liberd el 25 % del contenido de Ca?*
de la EL, tanto en células HEK293T como en células Hela. Pero las respuestas sélo fueron
observables en alrededor del ~50 % de los ensayos.

Se realizaron algunas pruebas con diferentes plasmidos que sobreexpresaban TPC1 o
TPC2, solos o formando parte de constructos con LSM o JPT. Estos constructos mejoran
la respuesta a NAADP y a otros agonistas generados en el laboratorio del doctor Sandip
Patel (Department of Cell and Developmental Biology, University College London, UK).
Los resultados de las pruebas no fueron concluyentes. En muchos casos el rellenado de
Ca?* tras sobreexpresar los diferentes plasmidos fue aparentemente diferente al de los
controles (Figura 44 A).

Ademas de los diferentes constructos también se realizaron pruebas con diferentes
agonistas generados en el laboratorio del doctor Sandip Patel. Tampoco se consiguieron
resultados concluyentes. Si se necesitara seguir indagando, las mejores opciones de
pldsmidos y agonistas medidos con ELGA1l parecen ser: la respuesta de IP3 con
sobreexpresién de TPC2 (Figura 44 B, color rosa), y la respuesta de TPC-A1-N + TPC-A1l-
P en células con sobreexpresion de TPC1 (Figura 44 B, color azul). En cualquier caso, no
parece que ELGA1 consiga las mejores respuesta a agonistas de TPCs.

Ademas de los ensayos en bioluminiscancia realizamos colocalizacién en confocal con
células transfectadas con TPC2 y tras 24h fijadas con metanol (datos no mostrados). Los
resultados fueron de 0.57 + 0.026 para el coeficiente de Pearson y de 0.36 + 0.04 para
el coeficiente de Maders de ELGA con respecto a TPC2 y de 0.74 para el coeficiente de
Maders de TPC2 con respecto a ELGA. Se trata de células fijadas asi que seria posible
que la colocalizacion de TPC con respecto a ELGA se encuentre en organulos acidicos en
los que ELGA no puede medir los cambios del Ca?*.

92



RESULTADOS

1,0x10°-
(2)

8,0x10™-

6,0x10™-

L / Ltot

4,0x10™4

2,0x10™

0,0.

GAP1 TPC2 TPC1 LSM12  JPT22.3 TPC2-LSM TPC2-JPT

oo

B TPC-A1-N (304M)
B TPC-A1-P (30uM)

I TPC-A1-N+P (10aM)
80- I NAADP (100nM)

—_ I IP3 (2uM)
°‘\°’ 60
- |
o
S 404
o
3 20
8 |

0-

CONTROL TPC2 TPC1 LSM JPT  T-JPT T-LSM

Figura 44. TPC1 y 2. Células HEK293T cotransfectadas con ELGA1 y los diferentes constructos de TPCs
proporcionados por el laboratorio del doctor Sandip Patel (Department of Cell and Developmental
Biology, University College London, UK). Se utilizé medio interno para el rellenado de Ca?* de las células
(Tabla 8 A). (A) Representacidon de la luminiscencia alcanzada en el lumen del orgdnulo segin los
diferentes constructos que mejoran la respuesta de TPC 1y 2. El nimero total de experimentos fue entre
2y 4. (B) Respuesta en % de los diferentes agonistas para TPCs de los diferentes constructos que mejoran
la respuesta de TPC 1y 2. Se muestran en diferentes colores la respuesta de distintos agonistas para cada
constructo.
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Canal IP3 (IP3R)

Se exploraron las vias de liberacion endégena de Ca?*. Se estudié el efecto de la adicién
de IP3 (2 uM, 30 s) que, sorprendentemente, produjo una gran liberaciéon de Ca?* del
depdsito EL, lo que redujo la [Ca?*]eL luminal de células HEK293T enun 73.9#3.9% (n =
6) (Figura 45). Las aplicaciones consecutivas de IP3 provocaron respuestas de amplitud
similar, lo que indica que no hubo desensibilizacion del canal.

2+
Ca 200nM

L/Ltot

104

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tiempo (min)
Figura 45. Respuesta fisiologica a IP3. Experimentos realizados con células HEK293T con expresion de

ELGA1 y uso de celenteracina n como cofactor. Se utilizé6 medio interno para el rellenado de Ca?* de las
células (Tabla 8 A). Figura representativa de la respuesta a IP3 (2 uM, 30 s) aplicado de forma consecutiva.

Dosis-Respuesta IP3

El efecto de IP3 fue dependiente de la concentracién. Desde 0,01 uM se produjo un
efecto pequeiio pero detectable y 10 uM se estimé como el efecto maximo, comparable
al efecto de 30 uM, la concentracion mas alta de IP3 utilizada (Figura 46 Ay B).
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Figura 46. Experimento de dosis respuesta de IP3. Experimentos en células HEK293T con expresion de
ELGA1 y uso de medio interno para el rellenado (Tabla 8 A). (A) Figura representativa de la respuesta a
concentraciones crecientes de IP3: 0,01; 0,1; 1; 10 y 30 uM. (B) EC 50 para IP3 de 0,19 + 0,06 uM de Ca?*.
(C) Representacion estadistica del porcentaje de respuesta entre las diferentes concentraciones de IP3.
Diferencia significativa entre 0.01 y 0.1 (p valor de 0,026) y entre 0,1y 1 (p valor de 0.0002) aplicando un
t test no pareado con correccidon de Welch. Diferencia no significativa entre 1 uM y 10 uM (p valor de
0.24) aplicando un test de Mann Whitney.

Linea celular mutante HEK293T: IP3R-3KO

Se evalué la especificidad de la respuesta de IP3 (Figura 47 A). Se utilizo la linea mutante
HEK293 nula para las tres isoformas de IP3R (IP3-3KO) generada mediante tecnologia
CRISPR/Cas9 (Alzayady et al., 2016). La liberacién de Ca?* inducida por IP3 fue anulada
(1,7 £ 1.4 %; n = 8), como se muestra en la Figura 47 B. En estas células, no hay diferencia
significativa entre los controles y la velocidad del rellenado de Ca?* de EL de 7,6 + 1,3
uM/s (Figura 47 C) ni en la [Ca%*]e. alcanzada en el estado estacionario de 399 + 57 uM,
n = 8 (Figura 47 D). También examinamos el efecto de IP3 en células IP3-3KO tras la
reexpresion de IP3R1. Como se muestra en la Figura 47 E, la respuesta de IP3 se rescaté
parcialmente (54,44 + 1,20 %; n = 7).
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Figura 47. Respuesta del receptor de IP3 en ausencia de las isoformas 1, 2 y 3 y posterior recuperacion
de IP3R1. Se utilizé la linea celular HEK293T sin IP3R (IP3-3KO) generada mediante tecnologia CRISPR/Cas9
(Alzayady et al., 2016), y medio interno para el rellenado (Tabla 8 A). (A) Experimento control
representativo de la respuesta de IP3 (2 uM, 30 s) a modo de control utilizando HEK293T. (B) Experimento
representativo de la falta de respuesta de IP3 (2 uM, 30's) utilizando IP3-3KO. Representacidn estadistica
de la falta de diferencia significativa entre los controles y los clones IP3-3KO tanto en velocidad (con un p
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Valor de 0.8) (C), como en el rellenado de Ca?* (con un p valor de 0.1) (D). (E) Representacién estadistica
de la diferencia de respuesta entre los controles con HEK293 (izquierda) y los clones IP3-3KO (centro), con
la recuperacion parcial en la respuesta a IP3 posterior, al reexpresar el receptor IP3R1. Numero total de
experimentos representados entre paréntesis para cada grupo.

Experimentos en diferentes tipos celulares

La liberacién de IP3 fue muy reproducible en todos los tipos de células evaluados con
ELGA como en células Hela (Figura 48 A), fibroblastos humanos (Figura 48 B) y astrocitos
corticales murinos (Figura 48 C). En estos experimentos preliminares ELGA se expreso
con pldsmidos en el caso de Hela, y con virus en el caso de astrocitos y de fibroblastos.
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Figura 48. Figuras representativas de la respuesta de IP3 en diferentes tipos celulares utilizando ELGA.
(A) HeLa a 80 mil c/p con ELGA. (B) Fibroblasto 302 15mil ¢/p con 10uL de ELGA. (C) Astrocitos primarios
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en confluencia, con un solo pase y sembrados en cristal con poli-l 0.002 mg / mL. Infecciéon con VAZ 10 uL
con ELGAL.

En conjunto, los enfoques genéticos y farmacoldgicos revelan la presencia de IP3R
funcionales dentro del depésito de Ca?* de EL respaldada por las robustas respuestas de
Ca?* luminales.

3.3 Relacion entre EL y RE. Experimentos de TRPML1 en RE

Consideramos la posibilidad de que una fraccién de la sonda pudiera estar dirigida
incorrectamente al RE, debido a la similitud en la captacién y liberacién de Ca®* entre
este orgdnuloy el EL. Se intentd diferenciar entre los dos organulos expresando TRPML1,
que como se ha comentado anteriormente es uno de los canales principales de Ca?* de
EL. Por esta razon, en trabajos posteriores seria interesante realizar colocalizacidn en
confocal entre ER y TRPML1.

En los experimentos de luminiscencia en células permeabilizadas, a diferencia de lo que
esperabamos, tras transfectar TRPML1, ML-SA1 generd respuesta también en RE, y
ademas, no se detectd diferencia significativa con respecto a la respuesta en EL (con un
p valor de 0.89 del test two taile). Por otro lado, y de forma esperanzadora, la expresion
de TRPML1 redujo drasticamente los depdsitos de Ca?* informados por ELGA1 (Figura
49), mientras que los niveles de Ca?* en el RE no cambiaron tras la expresion de TRPML1
(se utilizé la misma aequorina que para EL pero dirigida al RE) (Figura 49). Este resultado
indica que el canal es especificamente permeable en el depdsito de EL. Estos datos
funcionales distinguen los depdsitos de Ca®* de EL y de RE.

Controles Sobreexpresion TRPML1
8,0x10™ 8,0x10™-
S 6,0x10™; 6,0x10
ha
5 4,0x10™; 4,0x10™
2,0x10™; 2,0x10™+
0,0 0,0
Lyso ER Lyso

Figura 49. Diferencia en el almacenamiento de Ca®** tras sobreexpresar TRPML1 en células
permeabilizadas. No existe diferencia significativa entre los controles (p valor de 0.96 con two-taile) ni en
reticulo con y sin sobreexpresion de TRPML1 (p valor de 0.34 con two-taile). Existe diferencia muy
significativa entre RE y EL con sobreexpresion de TRPML1 (p valor de 0.0057 con two-taile).
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En células intactas, dentro del lumen del RE, las respuestas a ML-SA1 en controles y
células transfectadas con TRPML1 no muestran diferencia significativa. Mientras que en
el lumen de EL, si existe diferencia significativa en la respuesta a ML-SA1 entre controles
y transfectadas (Figura 50 A y B). Por otro lado, no hay diferencia significativa en la
respuesta a ML-SA1 entre EL y ER ni en controles ni en sobreexpresadas con TRPML1
(Figura50 Ay B).
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Figura 50. Diferencia en la respuesta a ML-SA1 en células intactas. Representacion de células intactas (A)
transfectadas con ELGA1 para los controles (n=6) y cotransfectadas con TRPML1 (n=7). Figuras
representativas de las respuestas a ML-SA1 (20 uM, 30 s) y ATP (100 uM, 30 s). Existe diferencia
significativa entre controles y sobreexpresién de TRPML1 en EL (p valor de 0.019 del test de Mann-
Whitney). (B) células intactas transfectadas sélo con ERGA1 (n=7) para los controles y cotransfectadas con
TRPML1. Figuras representativas de las respuestas a ML-SA1 (20uM, 30s) y ATP (100 uM, 30 s). No hay
diferencia significativa entre controles y sobreexpresién de TRPML1 en ER (p valor de 0.85 del test de
Mann Whitney). Por otro lado, no hay diferencia significativa en la respuesta a ML-SA1 entre ELy ER en
controles, columna de la izquierda (p valor de 0.13 del test de Mann-Whitney) ni en sobreexpresadas con
TRPML1, columna de la derecha (p valor de 0.20 del test de Mann-Whitney).
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Con respecto al rellenado del lumen, la diferencia entre ER y EL se mantiene en intactas,
en este caso también entre los controles sin sobreexpresiéon (p Valor= 0.007, n=7)
ademas de en las células con sobreexpresion de TRPML1 (p valor= 0.022, n=7) (Figura
51) (como ocurria en permeabilizadas (Figura 49)).

=
8,0x10™; l
6,0x10™;
4,0x10™;
2,0x10™;
0,0.

TRPMLA1

Figura 51. Diferencia en el almacenamiento del Ca?* tras sobreexpresar TRPML1 en células intactas.
Existe diferencia significativa entre reticulo y endolisosomas con sobreexpresién de TRPML1 (p valor de
0.0022 con Mann-Whitney).

Buscando una posible diferencia en la respuesta a ML-SA1 entre EL y ER, se realizaron
algunas pruebas utilizando BAPTA en lugar de EGTA en células permeabilizadas. La
diferencia en la velocidad de respuesta de los dos organulos no fue concluyente, por lo
gue no se continuéd indagando la posibilidad.
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4.1. Calibracién de un nuevo sensor de Ca?* localizado en la via endocitica

El objetivo general de la tesis era medir la [Ca?*] luminal de organelas acidicas y su
capacidad para liberar el ion ante estimulos especificos. Generar un indicador de Ca?*
capaz de medir en el lumen de las organelas acidicas es realmente complicado debido a
sus caracteristicas de pH (Saeed and Ashraf, 2009). Por eso, las medidas de Ca?* de forma
indirecta se realizaron en los afios 90 (Haller et al., 1996), pero las medidas directas, es
decir, luminales, no fueron posibles hasta varios afios después. Las medidas directas se
consiguieron con indicadores de Ca?* basados en BAPTA (Christensen, Myers and
Swanson, 2002), el problema fue que debian ser calibrados para cada medida utilizando
indicadores de pH, lo que hace que la medida del vaciado del organulo y el andlisis de
los resultados sean muy complicados, y poco versatiles. Ademds, existen sondas de Ca®*
fluorescentes GECO (Albrecht et al., 2015) capaces de medir en el lumen, pero a
diferencia de lo que ocurre con los indicadores basados en BAPTA, los resultados sobre
la [Ca?*] intraluminares no coinciden con las medidas realizadas en los afios 90 de forma
indirecta. Por otro lado, también existen clones con GCAMP3 (Garrity et al., 2016)
capaces de medir Ca%* en la cara citosdlica (no en el lumen) del canal TRPML1 especifico
de endolisosomas (Figura 18), el verdadero problema, es que los cambios de Ca?*
citosodlico medidos por el indicador podrian ocurrir por acciones celulares diferentes a
las experimentales, ya que es un indicador de alta afinidad tipico para medir cambios de
Ca’* en citosol.

Debido a la necesidad de encontrar un indicador de Ca?* (ver seccion 1.5) capaz de medir
en el lumen de las organelas acidicas por su posible implicaciéon en enfermedades como
la mucolipidosis de tipo IV (MLIV) (Peng, Wong and Krainc, 2020; Kilpatrick et al., 2016)
y neurodegenerativas como Alzheimer o Huntington (Xu and Ren, 2015); y debido a la
dificultad para conseguirlo, en torno a 2011 en nuestro laboratorio, el doctor Francisco
Aulestia generé una sonda (ELGA) y unos clones Hela-ELGA, que podian medir
potencialmente la [Ca?*] en el lumen de las organelas. ELGA utilizaba un localizador
especifico de organelas acidicas VAMP7 (D'Esposito et al., 1996) y una Aequorina de baja
afinidad (Rodriguez-Garcia et al., 2014; Rodriguez-Prados et al., 2015) orientada hacia la
cara luminal (Figura 24) y capaz de medir en bioluminiscencia. Como se ha comentado,
las medida bioluminiscentes deberia ser menos sensible a los cambios de pH que las
sondas fluorescentes (Mitchell et al., 2001). El problema fue que no se conseguia
reproducir el rellenado de los organulos. Afios después, los resultados comenzaron a ser
reproducibles y han dado lugar a esta tesis. La reproducibilidad se debid al uso de
buenos modelos como Hela, HEK293T y astrocitos primarios muscarinicos (descartando
los clones HelLa-ELGA) y a la utilizacién de concentraciones celulares adecuadas y bien
adheridas al pocillo. Si se utilizaban pocas células éstas se levantaban, debido al flujo
constante que permite la perfusién (Figura 20), y si se utilizaban demasiadas células,
habia tal muerte celular que no se conseguia suficiente respuesta como para ser
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detectada por el lumindmetro. Ademads, se necesitd una puesta a punto de
transfecciones y contransfecciones. Los primeros resultados de bioluminiscencia
reproducibles se obtuvieron en 2019 en células intactas Hela y astrocitos primarios
intactos con ELGA y después se pusieron a punto los experimentos en células
principalmente HEK293T permeabilizadas. La permeabilizacidn se realizé con Dig 50 uM
durante 1min en lugar de Dig 100 uM (Figura 21 y punto sobre calibracién) porque se
mejoraba el rellenado, seguramente por la gran [colesterol] que se encuentran en los
LE (muy importante para la motilidad y maduracién Figura 6); la solucion en la que se
diluyé la Dig fue similar al citosol con Ca* 200 nM y sin ATP para evitar la posible entrada
de Ca?* por las bombas (Tabla 8 A, Figura 36). Seguidamente en 2021, se generd por la
doctora Alba del Rio, la sonda ELGA1 con la que se realizaron todos los experimentos de
la tesis (Figura 26). Los resultados fueron aun mejores con ELGA1, ya que permite
experimentos mas largos por su menor afinidad por el Ca?*. Ademas, las concentraciones
maximas de Ca®* con bioluminiscencia (Figuras 36 y 38) eran las esperadas en células
intactas (249 £ 65 uM (n = 6)) y en permeabilizadas (396 + 30 uM (n=42)); mientras que,
por el contrario, con ELGA en permeabilizadas se obtuvo menor concentracion (147 +
10 uM (n = 7)) que en células intactas (213 + 10 uM (n = 7)), lo que hacia pensar que en
los ensayos en permeabilizadas estaba ocurriendo algo que escapaban a nuestro
control. Por tanto, realizamos pruebas utilizando Western Blot (imagenes no mostradas)
gue nos hicieron ver que el peso y las bandas de ELGA1 eran los esperados, mientras
que ELGA aparecian en dos bandas (como si la Aequorina estuviera dividida en dos
partes). Debido a estos datos se utilizé la sonda ELGA sélo como método de marcaje de
EL en microscopia, ya que VAMP7 estaba intacta y la EGFP es mas brillante que la GFPuv.
Finalmente, se intentd generar una sonda utilizando como plasmido de expresion
pcdna3 en lugar de phsv (Figura 22) para aumentar el nivel de expresion de ELGA1 en
las células, pero el clonaje no fue posible.

Una vez conseguida ELGA1 y la reproducibilidad en el rellenado, necesitdbamos saber si
ELGA1 era capaz de medir a pHs acidos; en que localizacidn reportaba (de entre las
posibles para VAMP7); los mecanismos de rellenado de los organulos (para poder
vaciarlos) y si ELGA1 era capaz de medir la salida de Ca?* con estimulos especificos.

4.2. Localizacion de ELGA1

Una vez se corrobord la capacidad de medida de ELGA1 teniamos que saber cual es el
organulo en el que se localiza ELGA1 (de entre los acidicos en los que se expresa VAMP7).
Se utilizaron ensayos de pH y de colocalizaciones mediante fluorescencia (entre ELGA1
y diferentes marcadores) para poder acercarnos a la respuesta. Con respecto a los
ensayos de calibracién/rendimiento a pH acido realizados por otros autores (Mitchell et
al., 2001; Ronco et al., 2015; SantoDomingo et al., 2010), se determind que las
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aequorinas no eran significativamente sensibles al entorno de pH, al contrario de lo que
ocurria con las sondas basadas en GFP. En esta tesis hemos podido determinar a partir
de qué rango de pH entre 4.5 y 7 (Figura 28 y 29) es sensible la aequorina, y qué
combinaciones de aequorinas (Figura 19 y 24) se deben utilizar, segun las [Ca?*] a medir
y los rangos de pH que contenga el organulo. En nuestro caso, se puede medir a partir
de 5.5 utilizando celenteracina nativa y a partir de 6 utilizando celenteracina n, debido
a las [Ca?*] de los organulos acidicos debemos utilizar celenteracina n, lo que nos obliga
a medir a partir de pH 6.

En este sentido, segun algunos estudios, VAMP7 parece estar relacionada en la via
endocitica con eventos de fusién y en el trafico vesicular, en concreto, en el transporte
entre LE-lisosomas (Rossi et al., 2004). Si ademas se afiade, como se ha comentado
durante los resultados, que AP3 estd relacionado con la ubicacion de la sonda
principalmente en endosomas tardios (Chaineau, Danglot and Galli, 2009; Kent et al.,
2012), la opcidn de LE parece la mds probable a priori. Los datos y resultados obtenidos
durante la tesis en los experimentos de confocal (Figura 27) y de pH (Figuras 28 y 29)
apuntan a una localizacién en organulos ligeramente acidos. Dentro de la via endocitica
(Figura 2) ELGA no puede medir cambios de Ca?* a un pH inferior a 5.5 en estado
fisiolégico (Figuras 28 B y 30 A), lo que excluiria los lisosomas cldsicos. Si que puede
observarse un aumento de la fluorescencia en células fijadas con respecto a células vivas
(Figuras 27 y 30), lo que implica que se encuentra en organulos mas acidicos pero no es
capaz de medir; ademads, segun los datos de colocalizacién (Figuras 27) utilizando
anticuerpos contra EEA1 y medidos en confocal, ELGA no estd localizada en endosomas
tempranos (con un coeficiente de Pearsonde 0,27 + 0,03 (n=10)), y ademads, como se
puede observar en la Figura 40 colocaliza con el canal de Ca?* TRPML1 (con un
coeficiente de Pearsonde 0.70 + 0.02 (n= 18) en células fijadas), que es un canal tipico
de endosomas tardios y lisosomas (Elfmark, 2023). Con respecto al canal TRPML1 se han
obtenido resultados muy reproducibles en los experimentos de liberacién de Ca%* con
su agonista ML-SA1. Por tanto, todos estos datos hacen pensar que efectivamente
ELGA1 se encuentra localizado en los endosomas tardios, endolisosomas y lisosomas,
pero sélo puede reportar en organulos con pH igual o inferior a 6. En este sentido, se
sabe que mTORC1 se activa principalmente por la translocacién a la membrana de los
LE, donde colocaliza con TRPML1 (Li et al., 2016). Por tanto, se podria utilizar esta
colocalizacidn para ayudar a determinar si realmente nos encontramos en endosomas
tardios y en qué condiciones de alimentacién, ya que mTORC1 se traduce cuando hay
suficiente alimento en el contexto de los endosomas tardios (Figura 4)). Ademds, con
esta colocalizacién se podria poner a punto el estado alimenticio en el que deberian
encontrarse las células para conseguir resultados mas controlados, de forma que
pudieran compararse mejor los resultados de diferentes tipos celulares.

Otra localizacion diferente a la de LE podrian ser otros organulos con el rango de pH
adecuado y que contenga nuestro localizador VAMP7. Otros autores relacionan VAMP7
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con la via secretora, en concreto, con la fusidon de vesiculas secretoras derivadas del
aparato de Golgi con la membrana plasmatica (Chaineau, Danglot and Galli, 2009). En
este sentido, es posible que se encontrara en algunas vesiculas cercanas al TNG, ya que
en nuestras medidas con anticuerpos anti-tgn46 (imagenes no mostradas) en células
HEK293T, se obtuvo un coeficiente de Pearson de 0.39 + 0.04 (n=10), que era el
resultado esperado, pero afinando mas, al evaluar el coeficiente de Mander, pudimos
ver que hay una menor colocalizacion de ELGA con respecto a TNG (coeficiente de
Mander de ELGA con respecto a Golgi de 0.23 + 0.04) mientras que hay una mayor
colocalizacion de TNG con respecto a ELGA1 (coeficiente de Mander de Golgi con
respecto a ELGA de 0.70 + 0.06). Es decir, que para el TNG de HEK293T, ELGA1 parece
bastante importante. Por otro lado, la colocalizacién con RE (Figura 27) utilizando erTA
(sonda generada en el laboratorio para medir Ca®* en RE) es de 0,42 + 0,02 (n=10) en
Pearson y de 0,39 * 0,05 (n=10) en Manders ELGA / ER (y de 0,12 + 0,02 (n=10) en
Manders ER / ELGA. Teniendo en cuenta el nivel de colocalizacidn no significativo pero
llamativo de ELGA con TGN y con ER, es interesante nombrar un trabajo realizado en
Drosophila (Zhou et al., 2023), ya que éste describe una alta cantidad de lisosomas
(aunque no de LE) en las zonas de ERES-Golgi. La hipdtesis de los autores es que podria
existir un inicial GERL en el que habria una estrecha relacién entre Golgi-RE-lisosomas.
Y aunque con ELGA1 no se podria medir el lisosomas debido al pH acido, existe otro
estudio, en el que Johnson y colaboradores, han descubierto lisosomas mds periféricos
y con pH mas neutro de 5.98 (Johnson et al., 2016). En este sentido, en las imagenes de
fluorescencia de ELGA en confocal puede observarse, de forma cualitativa, una
localizacion periférica, por lo que podriamos estar midiendo este tipo de lisosomas. En
el caso de LE, los estudios comentan que una localizacidn periférica o nuclear depende
del tipo celular (Huotari and Helenius, 2011), pero también se ha comentado que una
mayor concentracion de Rab7 (tipica de los LE) en la membrana implica una localizacién
mas nuclear de los endosomas (Johnson et al., 2016) (al menos en Hela); mientras que
una mayor concentracién de Arl8b frente a Rab7 implica una localizacion periférica
(Johnson et al., 2016). Por ultimo, también hay autores que proponen una maduracidn
circular de los lisosomas (Bright, Davis and Luzio, 2016) que incluye a endosomas tardios,
endolisosomas, lisosomas y lisosomas terminales. Conteniendo los lisosomas terminales
un pH mas neutro (y ademas son capaces no sélo de almacenar y sino también de hacer
madurar las hidrolasas que se activaran posteriormente en endolisosomas) (Figura 3).
Es decir, que en este caso ELGA1 podria medir en lisosomas periféricos, en GERL, en
endosomas tardios, en endolisosomas y en lisosomas terminales.

Por otro lado, un ambiente idnico podria afectar la maduracion de los endosomas. La
[Ca?*] parece mds baja al principio de la via endocitica y luego aumenta (Huotari and
Helenius, 2011). Por tanto, saber este dato también deberia ayudar a conocer la
localizacion de ELGA1. Desde los primeros experimentos realizados con ELGAL se
observaron indicios de que el compartimento objetivo era de alta [Ca%*], ya que la
medida con ELGA1 no es posible sin el previo vaciado de los depésitos de Ca%* ysin una
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combinacion aequorina-cofactor muy poco sensible al ion. Ambos aspectos son
necesarios para medir en compartimentos de alta [Ca?'] utilizando aequorinas.
Finalmente, gracias a los experimentos de luminiscencia concluimos que la [Ca?*] segln
ELGAL1 es bastante alta, de unos 396 + 30 uM en células HEK293T permeabilizadas (ver
punto 3.1.4). Por tanto, si nos encontraramos en la via endocitica, es muy probable que
se localice en las zonas mdas maduras, en torno a endosomas tardios. Algunos autores
abogan por diferentes poblaciones de LE segun las concentraciones de EGFR y PI(3)P o
de BMP/LBPA (Huotari and Helenius, 2011). PI(3,5)P2 se genera a partir de PI(3)P en los
LE. Durante los experimentos de luminiscencia, en un principio no se consiguieron
resultados con PI(3,5)P2, aunque finalmente, en las mismas condiciones
experimentales, se acabaron consiguieron resultados (datos conseguidos por otras
investigadoras del laboratorio). Por tanto, seria posible que pudiéramos medir en varias
poblaciones de EL con ELGA1. PI(3,5)P2 es importante principalmente en la via
degradativa, activa directamente canales de Ca?* y regula la fusidn y la fision (Huotari
and Helenius, 2011). La inhibicién de la V-ATPasa con Bafilomicina A no cambio los
resultados de luminiscencia, lo que podria significar que no nos encontramos en el paso
de cargo entre EL y LE ni en la maduracién clasica de EL a lisosomas (Huotari and
Helenius, 2011).

4.3. Almacenamiento de Ca?* en los organulos acidicos medidos con ELGA1

Otro punto realmente importante para poder conseguir medidas de Ca?* es conocer la
forma de entrada del Ca?* (Figuras 13 y 14) en la localizacion de ELGA1, ya que es
imposible medir con Aequorinas si no se vacian antes los depdsitos de alto Ca®* (Figura
19, 20 y 21). En un primer momento se intenté el vaciado con diferentes candidatos
propuestos por la comunidad cientifica (Figura 37) como GPN, Baf-Al y protondforos
alcalinizadores del lumen, pero nada dio resultados, ya que fue imposible observar el
rellenado en el luminémetro. Sin embargo, la utilizacion de TBH y Tg, que utilizamos por
casualidad, debido a la inercia de su uso en el laboratorio para el vaciado de ER, siempre
dieron resultado. Por tanto, se realizaron las pruebas adecuadas, de forma que en esta
tesis se ha demostrado que gran parte de la entrada parece depender principalmente
de SERCA (Figura 38), ya que la entrada y la salida del ion son sensibles a TBH y a
tapsigargina 200 nM. Tapsigargina 200 nM elimina completamente la entrada de Ca?* al
compartimento, y TBH 10 uM es algo mds permisivo, (la diferencia no es significativa
entre ambos resultados). Al utilizar un medio con caracteristicas similares al del citosol
(Tabla 8 A), pero sin ATP, hay un pequefio porcentaje de Ca’* capaz de entrar al
compartimento, esta diferencia es significativa con respecto a los resultados con TBH, lo
que implica que un porcentaje de Ca?*, es capaz de entrar en el compartimento de forma
independiente a las bombas de Ca?*.
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Por otro lado, la salida de Ca?* (Figura 39) depende de TBH pero también de EGTA, ya
gue hay una diferencia significativa entre los experimentos sélo con TBH y aquellos con
TBH y con EGTA. Por lo tanto, existe una salida desde el compartimento que no dependa
de SERCA. Por ultimo, y mds importante, hay una diferencia muy significativa en la salida
del ion entre los experimentos en los que se utilizé TBH y en los que se utilizé un medio
sin ATP. Esto implica una mayor salida de Ca?* por medio de canales, transporte pasivo
y transporte activo secundario, que por medio de bombas SERCA (aunque también hay
salida por la bomba SERCA).

Gracias a trabajos anteriores ((Rosado et al., 2004; Cavallini, Coassin and Alexandre,
1995)) se sabe que existen dos isoformas de SERCA, al menos en plaquetas y Hek293T
(Garcia-Sancho Martin, Alonso Alonso and Aulestia Araya, 2013), las de 100 y las de 97
KDa. La isoforma de 100 kDa se ha identificado como SERCA 2b, se inhibe con [Tg] bajas
y no se inhibe con TBH (son insensibles a TBH). La isoforma de 97 kDa se ha identificado
como SERCA 3, es mucho menos sensible a Tg y es inhibida por TBH (son sensibles a
TBH). Por lo tanto, si en los EL sdélo existiera esta ultima isoforma, al utilizar bajas [Tg]
(unos 10 nM (Cavallini, Coassin and Alexandre, 1995)) no habria cambio en la capacidad
de captacion de Ca?*, ya que no se inhibiria SERCA, y por tanto, no se vaciaria el lumen.
En el caso de utilizar luminiscencia basada en aequorina, si usdramos bajas [Tg] para
vaciar el Ca2*del lumen, y SERCA 3 fuera la principal responsable de la captacion de Ca?*
en el lumen de EL, no tendriamos resultado de luminiscencia (ya que la aequorina
captaria todo el Ca?* durante el vaciado y no se veria luminiscencia durante el
experimento). Hemos realizado todos los experimentos suponiendo que se trata de
SERCA 3 ya que es sensible a Tapsigargina 200 nM y a TBH 10uM. Ademas Segun un
estudio relevante y clasico realizado en plaquetas (Cavallini, Coassin and Alexandre,
1995) los compartimentos que son sensibles a TBH o a tapsigargina a su vez pueden ser,
o no ser, sensibles a ionomicina. Proponen que podria existir una subdivisién en los
compartimentos. Esta subdivisidn seria de alta fuga o de baja fuga; y también proponen
que la fuga de Ca?* podria depender del estado de rellenado del compartimento, es
decir, que si contienen alta concentracién de Ca?* la fuga seria alta, mientras que ésta
bajaria a partir de un valor limite de concentracién del ion.

Como conclusion, segun los datos expuestos, existe una inhibicién debido a TBH y alta
concentraciéon de tapsigargina (200 nM), por lo que seguramente exista
mayoritariamente SERCA de tipo 3 ((Rosado et al., 2004; Cavallini, Coassin and
Alexandre, 1995). No hemos conseguido resultados utilizando bajas concentraciones de
tapsigargina, lo que podria hacer pensar que quizas también existe una pequena porcion
de SERCA de tipo 2 (no sensible a TBH y si sensible a bajas concentraciones de
tapsigargina). Por otro lado, seguramente las bombas sean de alta fuga (porque son de
alta concentraciéon de Ca?*) y sabemos que son no sensibles a ionomicina (Figura 36)
(Cavallini, Coassin and Alexandre, 1995).
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4.4. Liberacién de Ca?* en los organulos acidicos medidos con ELGA1

Unos de los objetivos principales de la tesis era determinar si ELGA1 podia medir la salida
de Ca?* desde canales concretos (Figura 13) que respondieran a estimulos especificos.
En este sentido, también se consiguieron resultados muy interesantes ya que ML-SA1
(20 uM, 30 s), agonista del canal TRPML1 (Figura 17) especifico de LE y lisosomas,
produjo una liberacion robusta de Ca?* en EL, al sobreexpresar el canal en células
HEK293T permeabilizadas, del 40 + 3 % (n = 6) con respecto al estado estacionario
(Figura 41 B); y se obtuvo un valor de EC 50 de 6,77 + 0,9 uM (Figura 42). Con respecto
a TRPML1 también se consiguieron resultados en la inhibicién (Figura 43) con ML-SI1 (20
UM, 2.5min). Ademads, también se consiguieron resultados reproducibles con IP3 (sin
necesidad de sobreexpresar el canal) con una respuesta de 73.9 + 3.9 % (n = 6) (Figura
45) en células HEK293T permeabilizadas; y se obtuvo un valor de EC 50 de 0,19 + 0,06
MM (Figura 46). La inhibicion fue posible utilizando la linea mutante HEK293T nula para
las tres isoformas de IP3R (IP3-3KO) generada mediante tecnologia CRISPR/Cas9
(Alzayady et al., 2016) (Figura 47). La capacidad de rellenado en estos clones sugiere
que, a menos que haya efectos compensatorios, IP3R no es esencial para rellenar el
depdsito de Ca?* de EL, a pesar de las sugerencias de algunos autores (Yang et al., 2019a)
(Figura 11 y 16). También se consiguid la reexpresién de IP3R1 en células IP3-3KO y la
respuesta de IP3 se rescaté parcialmente (54,44 £ 1,20 %; n = 7), lo que podria sugerir
la existencia de mas tipos de IP3R implicados (ademas del tipo 1, que podria ser el
principal).

Teniendo en cuenta los resultados de esta tesis, las conclusiones de algunos autores
sobre la posibilidad de una CICR (Kilpatrick et al., 2016), debido a los resultados de falta
de respuesta de ML-SA1 al bloquear SERCA con Tg (100 uM) e IP3R con 2-APB, no serian
Optimas, ya que al bloquear SERCA se vacia EL y seria normal que no hubiera respuesta
de ML-SA1 sin necesidad de CICR.

4.5. Crosstalk entre ELy ER

La posibilidad de que una fraccién de la sonda pudiera estar dirigida incorrectamente al
RE debido a las similitudes con SERCA y con la respuesta de IP3 en IP3R (ver punto 3.3),
hizo que realizdramos comprobaciones en la respuesta de ML-SA1 en RE de células
permeabilizadas e intactas. Ademas, inicialmente se detecté con ELGA1l diferencia
significativa en la velocidad de rellenado de EL entre células intactas y permeabilizadas
(Figura 36) que podria ser relevante para la comunicacion entre los organulos. La idea
era encontrar diferencia significativa entre RE y LE para poder explicar las similitudes, lo
gue nos llevd a pensar en la posibilidad de una comunicacidn entre LE y RE, en lugar de
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una deslocalizacién de ELGA1, ya que en lugares de expresion de VAMP7 existen sitios
de contacto entre RE y EL (Figura 9) (Elfmark, 2023). La respuesta de TRPML1 tanto en
ER como en EL podria estar implicada en una de las funciones propuestas para estos
sitios de contacto, como el intercambio de lipidos, la maduraciéon y localizacion de los
endosomas o su motilidad (Elbaz-Alon et al., 2020; Elfmark, 2023; Wijdeven et al., 2015;
Wu and Voeltz, 2021). Otro dato importante en este sentido es que VAMP7 y TRPML1
estdn implicados en el proceso de fagocitosis, pero parecen llevarla a cabo por vias
distintas (Edwards-Jorquera et al., 2020).

En los experimentos realizados con luminiscencia, se han obtenido resultados con
TRPML1 en RE (Figura 50) muy similares a los obtenidos con la sonda ELGA1 (no hay
diferencia significativa entre ellos). Estos no fueron los datos esperados inicialmente, ya
gue TRPML1 es un canal caracteristico de EL, mientras que TRPML3 es caracteristico de
RE (Venkatachalam, Hofmann and Montell, 2006). Se sabe que TRPML3 se expresa en
EL cuando se coexpresa con TRPML1 y 2, pero no ocurre lo mismo con TRPML1 en RE.
Es decir, que se esperaria encontrar TRPML3 en EL pero no TRPML1 en RE. En este
sentido, se conoce que existen sitios de contacto en la membrana entre RE y LE (Figura
7,9, 10). Por lo que proponemos que TRPML1 se encontraria en uno de estos sitios de
contacto con RE y, de alguna forma, quelaria Ca?* desde esa posicidon hacia el espacio
intracelular, mas allad de la zona de contacto, incluyendo a RE. En este sentido, otros
autores han encontrado que la eliminacién por ARNi de TRPML1 produjo una
acumulacion de Ca?* en RE (Tedeschi et al., 2021), lo que apoyaria nuestra propuesta:
podria existir una relacién entre RE y TRPML1 localizada en EL. Ademas, TRPML1 co-
imunoprecipita con STIM1 (Tedeschi et al., 2021; Tedeschi et al., 2019), es mas, en las
neuronas que carecian de STIM1: ML-SA1 y PI(3,5)P2 no liberaron Ca?* en el RE, lo que
reforzaria la opcién de SOCE. En otro estudio sobre ELA (esclerosis lateral amiotrdéfica)
(Tedeschi et al., 2019), en un modelo neuronal de parkinson/ELA, se hipotetizd que
existia un acoplamiento disfuncional entre RE y EL y se demostré que TRPML1 y LAMP1
colocalizan cerca de ER. Estos datos, sobre la cercania entre TRPML1 y RE, concuerdan
con nuestros resultados (Figura 49) en los que la sobreexpresiéon de TRPML1 en células
permeabilizadas HEK293T disminuyé la [Ca?*] en el EL pero no en ER (tanto en intactas
como en permeabilizadas), a pesar de que ML-SA1 no produjo diferencia significativa
entre la respuesta de ambos compartimentos (es decir, que no hubo diferencia en la
respuesta a ML-SA1 entre RE y LE en células intactas con sobreexpresién de TRPML1)
(Figura 50). En células intactas hubo diferencia significativa (en el rellenado de Ca?*)
tanto en sobreexpresadas como en controles de RE y de LE (Figura 51). Ver cuadro
resumen en la tabla 11. Lo que podria hacer pensar que la permeabilizacién a través de
digitonina podria interferir en la comunicacién a través del canal TRPML1 entre LE y RE,
generando cambios en las proporciones del rellenado de los orgédnulos con CaZ* que se
compensarian con la sobreexpresién del canal TRPML1. Estos datos funcionales
distinguen los depdsitos de Ca?* de EL y de RE, ya que no responden de la misma forma
a la sobreexpresion de TRPML1.
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Tabla 11. Diferencia significativa en el rellenado con Ca?* de LE y RE en células
intactas y permeabilidad control y con sobreexpresidn de TRPML1

Células RE/LE control RE/LE sobreexpresion TRPML1
Intactas Si Si
Permeabilizadas No Si

Por otro lado, los resultados con células permeabilizadas y células intactas no han
revelado diferencias significativas en la respuesta a ML-SA1 entre EL y RE (a pesar de
que en LE si hay diferencia significativa entre las células control y las sobreexpresadas)
(Figura 50 Ay B). Con respecto a la respuesta a ML-SA1 en intactas, en LE hay diferencia
significativa en la respuesta a ML-SA1 entre controles y sobreexpresadas con TRPML1;
mientras que en RE, no hay diferencia significativa (Figura 50 B).

Otro dato interesante fue que en ER hubo respuesta a ML-SA1 en células intactas cony
sin transfeccién de TRPML1 (una respuesta en controles y dos respuestas en células con
sobreexpresion de TRPML1 del total de experimentos), mientras que en EL sélo hubo
alguna respuesta a ML-SA1 con sobreexpresion del canal TRPML1 (nunca en controles).
En perspectiva (ya que los experimentos no se realizaron), la cotransfeccién de D3471K
(Figura 43) y ERGAP1 en células intactas (en los que se detecta respuesta con y sin
sobreexpresion de TRPML1) podria ser un recurso interesante para intentar conocer la
relacién entre ER y EL a través de TRPMLL.

Otros autores aseguran que el RE rellena los EL (Lopez-Sanjurjo et al., 2013) (Figura 11).
Si la realidad fuera que el ER rellena de Ca?* los EL, esta tesis podria aportar que IP3Ry
TPCs no parecen estar implicado en el rellenado, ya que ambos agonistas disminuyen la
[Ca?*]eL en lugar de aumentarla. Segun nuestros datos quizas el canal TRPML1 si podria
estar relacionado con la salida de Ca?* a través de su localizacién en LE (Tedeschi et al.,
2021). En cualquier caso, nuestros datos apuntan a que realmente existe una bomba de
Ca?* SERCA en EL, ya que hay vaciado debido a TBH 10 uM y tapsigargina 200 nM, y
ELGA no colocaliza con SERCA2b (coeficiente de Pearson de 0,186 + 0.028 y de manders
de SERCA2b / ELGA1 de 0,078 + 0.012 y de ELGA1 / SERCA2b de 0,132 + 0.025) a pesar
de que esta isoforma es ubicua para el RE.

4.6. Ventajas y posibles futuros trabajos

ELGA1 es una herramienta capaz de aportar datos relevantes sobre los cambios de Ca?*
en EL tanto para el rellenado como para el vaciado de los organulos. Podria ayudar a
conocer mejor enfermedades neurodegenerativas como ELA, parkinson o Alzheimer y
sobre otras enfermedades como MLIV y Nieman Pick. Sobre todo podria aportar datos
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en aquellas enfermedades o estados fisioldgicos en los que los canales TRPML1 se
encuentre involucrado o potencialmente involucrados.

En futuros trabajos es necesario seguir aportando datos sobre la localizacion mds exacta
de ELGA1, ya que aunque parece no localizarse en RE, si parece existir una relacién
fuerte y muy interesante entre ambos compartimentos. Ademas, serian necesario
obtener mas datos de la bomba SERCA y de los canales o transportadores activos
involucrados en la liberacidon y rellenado del ion en EL. Estos retos hacen que el estudio
de las caracteristicas de ELGA1 y su posterior uso sea aun mds interesante.
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ELGA1 es capaz de medir en organelas ligeramente acidicas con alta [Ca®"],
en concreto en aquellas con un pH igual o mayor a 6.

Posiblemente se localiza en endosomas tardios, endolisosomas y
lisosomas con un pH éptimo para ELGAL.

Los organulos diana para ELGAL se rellenan de Ca®* via TBH y Tg, lo que
implica la actuacién mayoritaria de SERCA en el rellenado. Posiblemente
se trate de SERCA3, debido a las concentraciones de inhibidores utilizadas.
Aunque seguramente, en menor medida, existan otros transportadores
implicados.

La [Ca?*] luminal medida por ELGA1 es de 396 + 30 uM en células HEK293T
permeabilizadas.

ML-SA1 agonista de TRPML1 (canal especifico de endosomas tardios y
lisosomas) libera Ca®*, al aumentar la expresién del canal en células
HEk293T permeabilizadas, en un 40 £ 3 %, y tiene un valor de EC50 de 6,77
+ 0,9 uM.

IP3 libera Ca?*en un 73.9 + 3.9 % en células HEK293T permeabilizadas y
tiene un EC50 de 0,19 £ 0,06 uM.

El receptor de IP3 mayoritariamente expresado parece ser IP3R1, aunque
no parece ser el Unico.

Parece existir una relaciéon de comunicacion estrecha entre reticulo

endoplasmatico y endolisosomas a través de TRPMLL1.
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