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ABREVIATURAS

No hay talento mds valioso que el de no usar dos palabras
cuando basta una.

Thomas Jefferson






Abreviaturas

[Ca®*]: concentracidn de calcio.

[Ca®*]c: concentracién de calcio en el citosol.

[Ca®*]m: concentracién de calcio en la mitocondria.

[Ca®*]so: concentracidn de calcio en el aparato de Golgi.

[Ca®*]ge: concentracidn de calcio en el reticulo endoplasmatico.

ACh: acetilcolina.

ACSF: fluido cerebro-espinal artificial.

NA: apertura numérica.

APC: aloficocianina.

BFP: proteina fluorescente azul.

BRET: transferencia de energia de resonancia bioluminiscente.

CA: cuerno de Amon.

CaM: calmodulina.

CFP: proteina fluorescente cian.

CICR: liberacion de calcio inducida por calcio.

CP: permutada circularmente.

CRH: hormona liberadora de corticotropinas.

DSM: desviacion estandar de la media.

EBFP: proteina fluorescente azul mejorada.

ECFP: proteina fluorescente cian mejorada.

EGFP: proteina fluorescente verde mejorada.

ESM: error estandar de la media.

EYFP: proteina fluorescente amarilla mejorada.

FBS: suero fetal bovino.

FRET: transferencia de energia de resonancia de Foster (o también,
fluorescente).

FP: proteina fluorescente.

GADPH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

GECI: indicadores de calcio codificados genéticamente.

GFP: proteina fluorescente verde.

GHRH: hormona liberadora de la hormona del crecimiento.

IP3: inositol-tri-fosfato.

IPTG: isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido.

LB: medio Luria Broth.

LH: hormona luteinizante.

LHRH: hormona liberadora de la hormona luteinizante.

LPS: lipopolisacaridos.

MCU: uniportador mitocondrial de calcio.



Abreviaturas

MEC: medio extracelular.

PE: ficoeritrina.

PLC: fosfolipasa C.

R: cociente de la fluorescencia de dos longitudes de onda.

Ro: cociente de las sefiales fluorescentes a dos longitudes de onda em
condiciones basales.

RE: reticulo endoplasmatico.

RFP: proteina fluorescente roja.

ROC: canales operados por receptor.

ROI: region de interés.

RS: reticulo sarcoplasmatico.

SERCA: bomba ATPasa de Ca* del reticulo sarco/endoplasmatico.

SNR: cociente sefial/ruido.

SOC: canales operados por depdsitos.

SOCE: entrada capacitativa de Ca™".

SMOC: canales operados por segundo mensajero.

SPCA: ATPasa de calcio 1 de la via secretora.

STIM: molécula de interaccidn con el estroma.

TBH: 2,5-di(t-butil)-1,4-benzohidroquinona.

Tg: tapsigargina.

TnC: troponina C.

TRH: hormona liberadora de tirotropina.

TRP: canales receptores de potencial transitorio.

VOC: canales operados por voltaje.

YFP: proteina fluorescente amarilla.



RESUMEN

Hay muchos que se van por las ramas, por uno que va
directamente a la raiz.

Henry David Thoreau






Resumen

Ca’* is an ubiquitous messenger involved in a plethora of cellular
processes, including muscle contraction, secretion, gene expression or
differenciation. Ca** signals occur when its cytosolic concentration (ICa*"]c)
increases. However, maintained high [Ca*]c is toxic and it must be
extruded it to the extracellular space or uptaken into the endoplasmic
reticulum (ER).

The ER is the main cellular Ca** store, and it contains high ca*
concentration in its lumen, neccesary for the normal functioning of this
organelle, which is involved in protein folding and the secretion pathway,
and the activity of several luminal proteins, such as BiP or calreticulin. In
fact, chronic decrease of Ca** concentration in the ER ([Ca®']er) triggers the
unfolded protein response, and eventually, cell death. The ER actively
contributes to the cytosolic Ca** signalling, releasing it through the
channels present in its membrane to the cytosol, following a favorable
electrochemical gradient. Once the stimulus ceases, the ER uptakes Ca**
back to its lumen. For all this, monitoring the Ca®" homeostasis directly in
the ER lumen is essential to fully understand the physiological and
pathological processes.

At present, there is a broad variety of genetically encoded Ca®* sensors
(GECIs), either bioluminescent or fluorescent, whose light emission
changes depending on [Ca®']. However, most of the available sensors are
of high affinity for Ca**, not suitable to measure the high [Ca®'] existing
inside the ER or the Golgi apparatus. Bioluminescent protein aequorin,
originally isolated from the jellyfish Aequorea victoria, was the first GECI to
be used in the ER. Aequorin is a very used tool that has given important
insights in the Ca®* signalling field, but it has two caveats: first, its poor
spatial resolution, which seriously limits cell imaging; second, it needs to
be reconstituted with its cofactor coelenterazine, which makes impossible
in vivo measurements in the ER. These problems were circumvented by
low affinity fluorescent Ca** sensors, engineered from fluorescent proteins
and Ca** binding proteins, such as calmodulin or troponin. Fluorescent low
affinity GEClIs elicit imaging measurements with good spatio and temporal
resolution. However, many of them do not have a low enough affinity, a
good dynamic range or adequate Hill coefficient.

Our group has recently developed a new class of fluorescent Ca** sensors
based on the fusion of two proteins from the jellyfish Aequorea victoria,



Resumen

the green fluorescent protein (GFP) and the aequorin, called GAP. The use
of aequorin instead of calmodulin or troponin-C as the Ca** binding protein
makes it bio-orthogonal, meaning, association of the indicator with
endogenous proteins is much less likely, thus avoiding possible
interferences. GAP has an excitation spectrum with two maximums, at 405
and 470 nm. In presence of Ca®", the first peak decreases and the second
one increases, allowing ratiometric measurements. GAP affinity is tunable,
as wild type GAP, that is, GFP fused to native aequorin, is a high affinity
sensor (Ky = 660 nM), while GAP with mutations D117A/D119A/D163A,
named GAP1, is an intermediate affinity sensor (Ky = 12 uM).

The aim of this project was to engineer a low affinity variant of GAP, which
enables to measure the Ca®* concentration in high Ca®* content organelles,
such as the ER or the Golgi apparatus. To this purpose, aequorin was first
mutated in 22 residues of the three EF hands. The resulting proteins were
produced and extracted from E. coli, and screened in vitro through a plate
reader fluorescent assay. One of the variants, the double mutant
D24N/D119A, named GAP2, displayed the suitable affinity (K4 = 410 uM) to
measure the [Ca2+] present in the ER. GAP2 was somehow dimmer that its
parental GAP or GAP1. In order to compensate this loss of fluorescence,
additional substitutions within the GFP moiety were introduced,
generating GAP3, which displayed 2 fold increased fluorescence respect to
GAP2. The fluorescent properties of GAP2 and GAP3 were very similar. The
new sensors were fully characterized in vitro and in transfected Hela cells.
They were ratiometric, with a dynamic range of 4-5 fold, a Hill coefficient
of 1, and it was quite insensitive to pH and Mg*".

GAP2 and GAP3 are targetable to the ER, where they successfully recorded
stimuli-induced Ca*' releases from the ER in Hela cells, with IPs-coupled
stimuli and with the SERCA pump inhibitors. Moreover, simultaneous
measurements of [Ca*'];x and [Ca*']c were recorded by combining GAP
with spectrally compatible synthetic sensors, such as Rhod-3.

The ability of erGAP2 and 3 molecules to record [Ca*]er in more intact
tissues was assessed by expressing the new sensors in transgenic mice,
under the control of a ubiquitous promoter. Transgene expression of
erGAP was found in virtually all tissues tested. We measured ER Ca®'
dynamics in the following cells and tissues: monocytes, hippocampal



Resumen

neurons (in dissociated cultures and acute slices), pancreatic islets and
hypophysis.

The ability of the new sensors to measure [Ca®*]gr in vivo was address by
creating transgenic flies for erGAP3 specifically expressed in skeletal
muscles. In vivo recordings were performed in thoracic fly muscles
electrically stimulated through the motoneurons.

Its use in combination with new disease models, such as those provided by
iPS cell technology (Fernandez-Santiago y Ezquerra, 2016) or aging models,
promises novel approaches to investigate the pathophysiological relevance
of organellar Ca®* dyshomeostasis.
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INTRODUCCION

Cada hombre debe restringir y limitar mds su conocimiento a
fin de competir con otros. El especialista sabe mds y mds
sobre menos y, por ultimo, sabe todo sobre nada.

Konrad Lorenz
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Introduccién

O SEGUNDO MENSAIJERO

El Ca®* es un segundo mensajero ubicuo e implicado en mdltiples procesos
celulares, como la divisién celular, la apoptosis, la contraccion muscular, la
secrecion, la neurotransmisién, y la expresion génica (revisado por
(Clapham, 2007)). Al contrario que otros segundos mensajeros, el Ca** no
puede degradarse, por lo que cuando la [Ca**]c es anormalmente alta vy
mantenida, resulta nocivo. Por esta razén, cobran especial relevancia los
mecanismos de extrusién del Ca** citosdlico, que transportan el Ca** o bien
al exterior celular, donde su concentracion es de alrededor de 2 mM, o
bien al lumen de organelas como el reticulo endoplasmatico (RE) donde su
concentracion ([Ca2+]RE) puede alcanzar niveles de cientos de micromolar
(Alonso y cols., 1998). Estos mecanismos mantienen la [Ca*']¢ basal a 100
nM aproximadamente, es decir, cuatro drdenes de magnitud mas baja que
el medio extracelular, y esta diferencia de concentraciones crea un gran
gradiente electroquimico que facilita la rapida entrada del Ca®" al citosol
tras la apertura de los canales situados tanto en la membrana plasmatica
como en las de las organelas (Krebs y cols., 2015). En la Figura 1 se
resumen esquematicamente los principales componentes de |la
homeostasis del Ca** celular.

En contraste con el citosol, la alta [Ca®']ze no s6lo no es perniciosa, sino
gue ademas es necesaria para la funcion de muchas proteinas residentes
en el lumen del RE que se unen al Ca** con baja afinidad. Entre ellas
destacan la calreticulina, la chaperona BiP, o la calsecuestrina. De hecho,
un vaciamiento prolongado del RE provoca estrés reticular y desencadena
de la respuesta de las proteinas no plegadas (UPR) (Gallego-Sandin y cols.,
2011).

El aparato de Golgi también almacena altas concentraciones de Ca**, el
cual esta implicado en el control de procesos como las modificaciones
postraduccionales o el trafico de vesiculas. En los ultimos afos, se han
descrito otros organulos como los lisosomas, peroxisomas y endosomas
como otros reservorios de alta [Ca**] (revisado por (Prins y Michalak,
2011)).

13
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Ca’t channels
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Figura 1. Homeostasis del Ca>* celular. Para mantener la [Ca**]c basal en 100 nM (10
M) es necesario importarlo a los depésitos intracelulares o expulsarlo al exterior celular.
Por ello, en la membrana plasmatica y en las endomembranas se sitian bombas e
intercambiadores que cumplen con esta funcién. También la mitocondria retira Ca** del
citosol a través del uniportador de calcio mitocondrial. Para aumentar la [Ca*']c son
necesarios los canales localizados en la membrana plasmatica y las endomembranas
(Figura obtenida de http://www.snipview.com/qg/Calcium_signaling).

NISMOS DE E

La naturaleza sefializadora del Ca** reside en el aumento transitorio de su
concentracion en el citosol, por lo que existen diversos mecanismos para
permitir su entrada desde el exterior celular, o su liberaciéon desde los
depdsitos intracelulares. Estos mecanismos se basan en la activacion de
unos canales de Ca*' que, cuando se abren, permiten la entrada del ion
Ca”* al citosol a favor de su gradiente electroquimico.

14



Introduccién

1.1.1. CANALES DE Ca’* DE LA MEMBRANA PLASMATICA

Los canales de Ca** de la membrana plasmética pueden clasificarse en los
siguientes tipos: los canales operados por voltaje (VOCs), los canales
operados por receptor (ROCs), los canales operados por vaciamiento de
depdsitos (SOCs), los canales operados por segundos mensajeros (SMOCs)
y los canales de la familia de los receptores de potencial transitorio (TRPs).

Los VOCs son caracteristicos de las células excitables, como las neuronas,
las células secretoras y las musculares. Cuando la membrana plasmatica
sufre una despolarizacion, estos canales se abren y permiten la entrada de
Ca’" al citosol; tras la repolarizacién de la membrana plasmatica se vuelven
a cerrar (revisado por (Catterall, 2000). Los VOCs pueden activarse en los
experimentos in vitro provocando despolarizaciones en las células
mediante medios extracelulares con alta concentracién de K.

Los ROCs son canales de Ca** que se abren al unirse a ellos un ligando
como las hormonas, los nucleétidos o los neurotransmisores. El canal
puede ser la propia proteina receptora o puede estar asociado al receptor,
abriéndose para permitir la entrada de Ca®" al citosol, aunque también
tienen cierta permeabilidad a Na* o K* (dependiendo del tejido), lo cual
despolariza la célula y activa indirectamente los VOCs. Los receptores
nicotinicos de acetilcolina son un subtipo de canales ROCs, que responden
al neurotransmisor acetilcolina y al principio activo del tabaco, la nicotina.
Se localizan en determinadas neuronas del sistema nervioso central y
periférico, donde participan en la modulacion de la liberacién de otros
neurotransmisores, o en células del sistema inmune como macréfagos o
linfocitos (revisado por (Dajas-Bailador y Wonnacott, 2004)).

Los SOCs son canales implicados en la entrada de Ca** desde el medio
extracelular que se activan por vaciamiento de los depdsitos de Ca*
intracelulares. En la membrana del RE se localiza la proteina STIM
(molécula de interaccién con el estroma), que tiene un dominio de unién a
Ca®* situado en el lado luminal, el cual mantiene inactiva a la proteina
mientras permanezca unido a Ca**. Al vaciarse el RE, la proteina libera el
Ca’" y se activa, formando agregados y dirigiéndose a puntos de contacto
de la membrana del RE con la membrana plasmadtica (Liou y cols., 2005;
Roos y cols., 2005). De esta forma, puede interaccionar con la proteina
Orai, un canal de Ca** de la membrana plasmatica (Feske y cols., 2006),

provocando la apertura y la entrada de Ca®" a su través. Este mecanismo

15
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potencia la sefial de Ca”* citosdlica y facilita el rellenado de los depdsitos a
través de la bomba SERCA, y se conoce como entrada capacitativa de Ca**
o SOCE (Store Operated Calcium Entry). Los canales Orai eran conocidos
como canales activados por la liberacion de calcio (CRAC) antes de
conocerse la identidad de la proteina (revisado por (Berridge, 2014)).

Los SMOC se activan por segundos mensajeros generados en otras vias de
sefializacion como los nucleétidos ciclicos (AMPc y el GMPc) o también por
el 4cido araquiddnico (Bird y cols., 2004).

Los TRPs conforman una amplia familia de canales codificados por 23
genes distintos. Se localizan en la membrana plasmatica, aunque también
se han descrito en el RE, el aparato de Golgi, el lisosoma y el endosoma
(Gees y cols., 2010). Estos canales son permeables a Ca** y a otros
cationes, y responden a una gran variedad de estimulos, como a
variaciones de temperatura, ligandos, voltaje o estimulos mecanicos;
ademas, su actividad puede ser regulada por depdsitos o por la fosfolipasa
C (PLC) (revisado por (Berridge, 2014)).

1.1.2. CANALES DE Ca** DE LAS ENDOMEMBRANAS

Los principales canales de liberacién de Ca** de los depdsitos intracelulares
son los receptores de inositol-trifosfato (IPsR) y los receptores de rianodina
(RyR), presentes fundamentalmente en el RE (Friel y Tsien, 1992) y
también en el aparato de Golgi (Pinton y cols., 1998).

En mamiferos existen tres tipos de IPsR, cada uno codificado por un gen
distinto, que por splicing alternativo da lugar, a su vez, a varias isoformas.
El IPsR1 se expresa mayoritariamente en neuronas, el IP;R2 en
cardiomiocitos y astrocitos y el IP;R3 en todos los tipos celulares (revisado
por (Missiaen y cols., 2004)). La cascada de sefializacidon del IP; comienza
con la unién de determinados ligandos a sus receptores de membrana.
Estos receptores estan acoplados a proteinas G,, que reclutan la PLC, la
cual hidroliza una molécula de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato en
diacilglicerol (DAG) e inositol-trifosfato (IP3). El IP3 se une a sus receptores
en las endomembranas, provocando su apertura y la consecuente
liberacién de Ca** al citosol (Streb y cols., 1983; Furuichi y cols., 1989;
Maeda y cols., 1990).
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Los RyR también estan codificados por tres genes distintos (1 a 3), que dan
lugar a sus respectivas proteinas; el RyR1, que se expresa en el musculo
esquelético, y se activa mediante el acoplamiento con los canales VOC; el
RyR2, que abunda en el musculo cardiaco, esquelético y liso, neuronas y
células cromafines; y se activa mediante su unién a Ca*; y al RyR3,
descubierto en el cerebro, pero existente en una gran variedad de tejidos
(revisado por (Van Petegem, 2012)). Cuando la [Ca®*]c aumenta, el Ca** se
une a los RyR2, y provoca la apertura de estos canales, liberando el Ca®* de
los depdsitos. Este fendmeno se denomina “liberacidon de calcio inducida
por calcio” o CICR (Calcium Induced Calcium Release), y tiene la funcion de
potenciar la sefializacion del Ca** citosélico (Fabiato, 1983). Los RyR son
sensibles a compuestos quimicos exégenos como el alcaloide vegetal
rianodina (Sutko y cols., 1985), la cafeina (Ogawa, 1994), y de forma
inespecifica, al rojo de rutenio, a los metales pesados y al dandroleno
(Butanda-Ochoay cols., 2006).

Los mecanismos de extrusion del Ca** citosdlico, responsables de restaurar
o mantener la [Ca®*]¢ basal, son las bombas y los intercambiadores idnicos,
gue deben operar con gasto energético en contra del gradiente
electroquimico de este catidon. En el caso de las bombas, es necesaria la
energia que se libera al hidrolizar una molécula de ATP, mientras que los
intercambiadores aprovechan la energia liberada al permitir el movimiento
de un contraién a favor de gradiente.

1.2.1. MEMBRANA PLASMATICA

En la membrana plasmatica se encuentran principalmente el
intercambiador Na*/Ca®* (NCX), el intercambiador Na*/Ca®*- K* (NCKX) y la
bomba ATPasa de Ca’* de la membrana plasmatica (PMCA). Los
intercambiadores son sistemas de baja afinidad y alta capacidad, es decir,
que su funcién tiene una mayor relevancia cuando la [Ca**]c es alta, y que
tienen una rapida velocidad de recambio que les permite realizar hasta
5000 reacciones por segundo. Aprovechan la energia liberada en la
entrada a favor de gradiente de tres iones de Na* para expulsar al exterior
celular un ion de Ca*, en el caso de NCX, o de cuatro iones de Na' para
expulsar al exterior un ion de Ca’* y otro de K', en el caso de NCKX
(Hilgemanny cols., 2006; Sharma y O'Halloran, 2014).
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Al contrario que los intercambiadores, la PMCA es un sistema de alta
afinidad y baja capacidad. Esto es, que se mantiene activa cuando la [Ca**]c
es baja, y que su velocidad de recambio es lenta, llevando a cabo hasta 150
reacciones por segundo. Por ello, la PMCA es el principal mecanismo de la
membrana plasmatica encargado de mantener la [Ca**]c en los niveles
basales, para lo cual emplea la energia liberada por la hidrélisis de una
molécula de ATP para bombear un ion de Ca?* desde el citosol al medio
extracelular, intercambiandolo por un H* (Hao y cols., 1994; Brini y cols.,
2013).

1.2.2. ENDOMEMBRANAS

En la membrana del RE y del reticulo sarcoplasmatico (RS) se localiza la
bomba ATPasa de Ca®* del reticulo sarco/endoplasmético (SERCA) que, al
igual que la PMCA, es un sistema de alta afinidad y baja capacidad, que
bombea dos iones de Ca®** al lumen del RE en intercambio con dos H* a
costa de la energia liberada por la hidrélisis de una molécula de ATP
(Toyoshima, 2009; Krebs y cols., 2015). La SERCA se regula mediante
fosforilaciones, o a través de la interaccidon con determinadas proteinas de
la membrana del propio RE. En el primer caso, cuando aumenta la [Ca*'],
la proteina calmodulina une Ca%*, lo que conlleva la activacién de la
guinasa dependiente de Ca®**/calmodulina, la cual fosforila la SERCA,
potenciando su actividad (revisado por (Narayanan y Xu, 1997)). En el
segundo caso, las proteinas fosfolamban y sarcolipina ralentizan Ia
actividad de la SERCA cuando se unen a ella, en los musculos cardiaco y
esquelético, respectivamente (Michalak y cols., 1999). Se han descrito dos
inhibidores especificos de la esta bomba: uno reversible, la 2,5-di(t-butil)-
1,4-benzohidroquinona (TBH) (Moore y cols., 1987), y otro irreversible, la
tapsigargina (Tg) (Thastrup y cols., 1989).

El aparato de Golgi también contribuye a restaurar los niveles basales de la
[Ca®*]. mediante dos bombas de Ca**: la SERCA, mayoritariamente ubicada
en el cis-Golgi, y la ATPasa de calcio de la via secretora (SPCA), presente
sobre todo en el trans-Golgi (Missiaen y cols., 2007). Esta ultima, al
contrario de la SERCA, es insensible a tapsigargina (Van Baelen y cols.,
2003).
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1.3. SISTEMAS TAMPONADORES DE [Ca**]c

Ademas de los sistemas que modifican de forma activa la [Ca**], existen
otros que tamponan los cambios en la [Ca**]c, como son la mitocondria y
las proteinas de unién a Ca**.

1.3.1. MITOCONDRIA

La mitocondria no es un orgénulo donde se almacene Ca®* en condiciones
normales, pero ejerce un importante papel tamponador del Ca®* citosdlico.
Al incrementarse la [Ca®']c, el Ca** entra a favor de gradiente a la matriz
mitocondrial a través del uniportador mitocondrial de calcio (MCU)
presente en la membrana interna mitocondrial (Baughman y cols., 2011;
De Stefani y cols., 2011). La salida del Ca*" estd mediada por los
intercambiadores mitocondriales Na'/Ca®* (mNCX) y H/Ca®* (mHCX)
(Crompton y cols., 1977) en intercambio con Na* o H, respectivamente. La
concentracion del Ca®* mitocondrial ([Ca®]y) puede alcanzar niveles de
milimolar y, provocando la liberacidon del citocromo c, desencadenar en
ultima instancia el proceso de apoptosis (Liu y cols., 1996). El papel
amortiguador de la mitocondria es especialmente relevante en los
llamados microdominios de Ca**, donde se ha medido [Ca®'] entre 5 y 10
veces mayores que la [Ca’']c global. Estos dominios de alto Ca®* se
producen en las inmediaciones de los canales de Ca’*" del RE durante su
vaciamiento (Rizzuto y cols., 1993).

1.3.2. PROTEINAS TAMPONADORAS DE Ca**

Las proteinas tamponadoras de Ca®* tienen dominios de unidn a este ion y,
por tanto, pueden modificar la [Ca®*] en los compartimentos celulares en
los que se localizan, especialmente en el citosol. Estas proteinas no son
meras atrapadoras del Ca%, sino gue tras su union, se inducen cambios
conformacionales esenciales para desarrollar sus funciones. Se han
identificado cientos de proteinas distintas que se unen al Ca*. A
continuacion se describen las mas relevantes.

1.3.2.1 CALMODULINA

La calmodulina (calcium modulated protein o CaM) es la proteina mas
abundante en las células de mamifero. Fue descubierta hace mas de 30
afios en el citosol (Harper y cols., 1980), aunque posteriormente se han
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descrito isoformas en otros compartimentos como el nucleo o asociada a
la membrana plasmadtica (Li y cols., 1999). Tiene un tamaio de 16.3 kDa y
estd altamente conservada en animales y plantas. Cada molécula tiene
cuatro dominios de unién a Ca*, llamados manos EF.
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Figura 2. El motivo de unién a Ca®* mano EF. (A) Este motivo contiene 29 residuos con
una topologia hélice-bucle-hélice, de forma similar al pulgar y el indice extendidos de
una mano; n indica los residuos hidrofébicos. (B) El Ca** se coordina con algunos
residuos del bucle de 12 aminoacidos, para formar un bolsillo de unién a Ca®* con
geometria de pirdmide doble pentagonal. (C) Estructura tridimensional tipica de una
mano EF de la calmodulina unida a Ca*". (D) Logo HMM para el motivo candnico del
motivo de mano EF. La conservacién de los aminodcidos en determinadas posiciones
permite predecir los motivos mano EF en las secuencias gendmicas. Figura tomada de
(zhou y cols., 2009).

El dominio mano EF fue descubierto originalmente en la proteina

parvalbumina, y se lo denomind asi por el parecido de la distribucién
espacial de sus hélices o E y F con la “L” que forman los dedos pulgar e

20



Introduccién

indice de la mano al extenderse (Figura 2) (Kretsinger y Nockolds, 1973).
Este motivo es muy comun entre las proteinas de unién a Ca**, como la
calsecuestrina, la calbindina o la troponina C (Chattopadhyaya y cols.,
1992; Procyshyn y Reid, 1994). Se compone de dos hélices o unidas por un
bucle de doce residuos. Los aminodacidos que participan directamente en la
coordinacién con el Ca** son los gue ocupan las posiciones 1, 3,5, 7,9, y
12 en dicho bucle. A estos residuos también se les denomina como X, Y, Z,
-Y, -X, y —=Z, atendiendo a los ejes tridimensionales. Las posiciones 1, 3,5, y
12 estan muy conservadas y son de naturaleza acidica, con grupos
carboxilo o hidroxilo que interaccionan con el Ca®"; ademas, el residuo en
la posicidon 12 participa con dos enlaces. El aminodcido en la posicion 7
interacciona con el Ca*" a través del grupo carbonilo de la cadena
peptidica, y el aminodacido 9 se enlaza a través de una molécula de agua.
En cada mano EF el Ca®" estd coordinado con 7 enlaces formando una
piramide pentagonal doble (Tsuji y cols., 1986). En la posicion 6 suele
encontrarse una glicina muy conservada, que permite que el bucle gire
90°, 4ngulo necesario para conformar el sitio de unién a Ca®* (Jafarian y
cols., 2011).

Figura 3. Estructura tridimensional de la calmodulina. La proteina libre, no unida a ca”,

se dispone en una configuracién distendida, en la que se aprecian bien las cuatro manos
EF. Al unirse al atomo de Ca** (representado como esferas verdes) se produce un cambio
conformacional que facilita su unién a una proteina diana (representada con una hélice
o gris) (Imagen de http://propanona.blogspot.com.es/2014_02_01_archive.html).

Las cuatro manos EF de la calmodulina (1 a 4) estan distribuidas en dos
parejas, cada una formando un Iébulo, uno en el extremo amino (N) y otro
en el extremo carboxilo (C) Terminal (Figura 3). La unidn de Ca** es de tipo
cooperativo, siendo el I6bulo del extremo N terminal de baja afinidad, y el
C terminal de alta afinidad (Thulin y cols.,, 1984). La unién de la
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calmodulina al Ca** provoca un gran cambio conformacional que expone
dominios hidrofébicos, a través de los cuales puede interactuar con
muchas proteinas diana, como quinasas, fosfatasas, y canales y bombas
idnicos de la membrana plasmatica y los depdsitos intracelulares (revisado
por (Marshall y cols., 2015)).

1.3.2.2 OTRAS PROTEINAS DE UNION A Ca**

La calreticulina, con una masa de 46 kDa, es la proteina mdas abundante del
RE. La regidon N-terminal ejerce la funcidon chaperona mientras que la
region C-terminal contiene un dominio de unién al Ca** de alta capacidad y
baja afinidad, con una Ky de 2 mM (revisado por (Michalak y cols., 1999)).
La region C terminal tiene un papel muy relevante en la capacidad de
almacenamiento de Ca’* del RE. Se ha demostrado que las células
procedentes de mutantes nulos para la calreticulina almacenan menos
Ca’* que las células control (Nakamuray cols., 2001).

La calsecuestrina es la proteina mas abundante del RS de los musculos
esquelético y cardiaco. Tiene una baja afinidad por el Ca**, con una Ky de
670 uM, y ejerce un importante papel como tampdn en el RS y regulando
los canales RyR (revisado por (Royer y Rios, 2009)).

Las S100 son una familia de proteinas de unién a Ca®* citosdlicas y
nucleares de entre 10 y 12 kDa, implicadas en procesos de diferenciacion,
crecimiento celular, divisién celular, transcripcion y sefalizacion a través
de proteinas de membrana. Forman dimeros con dos manos EF cada uno,
que al unirse al Ca** sufren un cambio conformacional que expone
dominios hidrofdbicos a través de los que interactian con sus proteinas
diana (revisado por (Karlin, 1993)).

1.4. HOMEOSTASIS DEL Ca** RETICULAR E

Esta Tesis se ha centrado en el RE, y en la medicién de la [Ca*']ze en
diversos tipos celulares y tejidos. A continuacion se describen
someramente los principales mecanismos de sefializacion en cada uno de
los tipos celulares estudiados.
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1.4.1. MONOCITOS

Los monocitos son células inmaduras del sistema inmunitario que viajan
por el torrente sanguineo y se filtran en los tejidos, donde terminan de
madurar y se diferencian en macréfagos, que dependiendo del tejido en el
gue se localicen reciben diferentes nombres: en el sistema nervioso pasan
a formar parte de la microglia, son osteoclastos en los huesos, macréfagos
alveolares en los pulmones, células de Kupffer en el higado, etc.

Los monocitos y macréfagos son células que responden al ATP
extracelular, liberado por las células apoptdticas para atraerlos (Elliott y
cols., 2009). El ATP se une a sus receptores P2Y o P2X presentes en este
tipo celular. El receptor P2X es un canal de Ca** con menor afinidad por el
ATP (del rango de mM) y cuando se abre permite la entrada del este i6n al
citosol desde el exterior celular (Alonso-Torre y Trautmann, 1993). El
receptor P2Y tiene mayor afinidad por el ATP y esta asociado a proteinas
Gg, por lo que este canal incrementa la [Ca®*]. mediante el vaciamiento del
RE a partir de IP; (Cowen y cols., 1989). Ademds se conoce que estas
células exhiben el fendmeno SOCE controlado por la interaccién de STIM y
Orai (Hogan y cols., 2010).

1.4.2. ISLOTES DE LANGERHANS

La funcién endocrina del pdancreas se lleva a cabo en los islotes de
Langerhans, unos grupos celulares que ocupan entre el 1y 2% del volumen
total del pancreas y se componen de tres tipos principales de células
secretoras:

- Células B: segregan la hormona insulina, que se libera cuando el
nivel de glucosa en sangre aumenta. Comprenden entre el 75 y 80%
del volumen de los islotes.

- Células a.: segregan la hormona glucagén cuando el nivel de glucosa
del torrente sanguineo disminuye. Estas células ocupan entre el 10
y 20% del volumen de los islotes, y se situan en la periferia.

- Células d: segregan somatostatina, que inhibe la actividad de los
musculos lisos del sistema digestivo y la vesicula biliar cuando la
digestion ha finalizado. Representan un 5% del volumen de los
islotes y se localizan en su periferia.
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En las células B la secrecidn de insulina se regula por oscilaciones de su
[Ca**]¢, proporcionalmente a su frecuencia y duracidn. Las oscilaciones de
la [Ca**]c son inducidas por la glucosa, que aumenta el cociente ATP/ADP,
lo que disminuye la actividad de los canales de K" dependientes de ATP, y
provocan, a su vez, una despolarizacion de la membrana plasmatica, y con
ella la apertura los canales VOC de Ca’* (Ashcroft y Rorsman, 1989). Todas
las células del islote estan sincronizadas, por lo que es posible seguir los
cambios de Ca’* en el islote entero (Santos y cols., 1991; Valdeolmillos y
cols., 1993). Aparte de reaccionar en funcién del nivel de glucosa en
sangre, las células que componen los islotes también estan inervadas por
el sistema nervioso parasimpatico, (Satin y Kinard, 1998) vy el
neurotransmisor acetilcolina provoca despolarizaciones de la membrana
plasmatica y activa la ruta de sefalizacion por IP; (Wollheim y Biden,
1986).

1.4.3. HIPOCAMPO

El hipocampo es una region del cerebro implicada en la memoria y la
orientacién espacial. Es una zona importante en la fisiopatologia del
envejecimiento y de las enfermedades neurodegenerativas. Es, por
ejemplo, es una de las primeras regiones del cerebro afectadas por la
enfermedad de Alzheimer.

La sefializacion por Ca’* en el hipocampo es muy importante en la
transmision del impulso nervioso y en la regulacion de la expresion génica.
Los incrementos en la [Ca’']c se deben a la entrada desde el exterior
celular a través de los VOC o de los ROC activados por NMDA o AMPA
(Greer y Greenberg, 2008), aunque también puede deberse al vaciamiento
del RE por la ruta del IP; o por CICR (Berridge, 1998; Emptage y cols.,
1999).

En el hipocampo, al igual que en todo el cerebro, estan los astrocitos, cuya
funcion primordial es asegurar el buen funcionamiento del sistema
nervioso. Estas células también tienen sefalizacién intracelular mediante
la liberacion de Ca®* desde el RE a través de los IPsR y RyR, y también
presentan los fendmenos de CICR (Verkhratsky y cols., 2012) y SOCE
(Verkhratsky y Parpura, 2014).
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1.4.4. HIPOFISIS

La hipdfisis es una glandula endocrina muy importante situada en la silla
turca. Contiene cinco tipos principales de células, cada una de las cuales
secreta una hormona: lactotropas, que secretan prolactina; somatotropas,
gue secretan hormona del crecimiento o GH; tirotropas, que secretan
tirotropina o TH; corticotropas, que secretan hormona adrenocorticotropa
o ACTH; y gonadotropas, que secretan hormona estimulante del foliculo,
FSH, y hormona luteinizante, LH. La secrecidn de estas hormonas esta
controlada, a su vez, por las hormonas hipotalamicas: la hormona
liberadora de GH (GHRH), la hormona liberadora de tirotropina (TRH), la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), la hormona liberadora de
corticotropinas (CRH) y la hormona liberadora de LH (LHRH). Existen
también factores inhibidores de la liberacion, por ejemplo de prolactina y
de GH (la hormona inhibidora de la liberacién de hormona del crecimiento,
GHIH).

Cada hormona liberadora puede desencadenar una respuesta especifica
en su célula diana, dependiendo de la cascada de sefalizacion a la que esté
acoplada. Asi por ejemplo, la TRH y la LHRH estan acopladas a la proteina
Gg/11, qQue activa la ruta de sefializacion del IP;, provocando un aumento
del Ca* citosdlico en células tirotropas y gonadotropas, respectivamente
(Stojilkovic y cols., 1991; Ashworth y Hinkle, 1996). La CRH provoca la
despolarizacidon de la membrana plasmatica de las células corticotropas y
la apertura de los canales VOCs de Ca*, con el consiguiente aumento de la
[Ca**]c (Luini y cols., 1985). La GHRH, al unirse a su receptor, activa la
proteina Gs, acoplada a la cascada del AMPc y la proteina quinasa A
(DeAlmeida y Mayo, 2001). Por ultimo, las células de la adenohipdfisis
también son excitables, y son capaces de disparar potenciales de accidn
(Tischler y cols., 1976).

1.4.5. MUSCULO ESTRIADO

A nivel celular, el sarcémero es la unidad funcional de los musculos, y se
rodean de RS y tubulos T, unas invaginaciones de la membrana plasmatica
qgue transmiten las despolarizaciones a toda la fibra muscular. Los
sarcomeros se componen de fibras de miosina situadas en el centro, y
fibras de actina dispuestas en los dos extremos. Cuando el musculo estd
relajado, la proteina a-tropomiosina bloquea los sitios de interaccién entre
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la miosina y la actina. La despolarizacion de la membrana plasmatica
provoca la liberacion de Ca’* desde el RS, incrementando la [Ca®'], que se
une a la troponina C. Esta desplaza la a-tropomiosina y expone los sitios de
unién de la miosina a la actina, permitiendo asi la contraccion.

En gran parte de los insectos, incluyendo las moscas, se da un fendmeno
de activacion por estiramiento, caracteristico de los musculos indirectos
del vuelo dorsoventrales y dorsolongitudinales, que se sitdan
antagonicamente en el térax. Este fendmeno hace que el batido de las alas
ocurra mediante un mecanismo oscilatorio: cuando el musculo
dorsoventral se contrae, hace que el dorsolongitudinal se estire, y este
estiramiento activa el mdudsculo dorsolongitudinal, provocando su
contraccion. Esto hace que el musculo dorsoventral se estire a su vez, por
lo que vuelve a activarse y a contraerse, y asi sucesivamente. Para que este
mecanismo tenga lugar, se requiere tanto del estiramiento inicial del
musculo como de una alta [Ca**], ya que el desplazamiento de la a-
tropomiosina no ocurre hasta que el Ca®* se haya unido a la troponina C, ni
los musculos se contraen si no hay un estiramiento inicial, aunque Ia
troponina C haya unido Ca** (Gordon y Dickinson, 2006; Perz-Edwards vy
cols., 2011).

2. SENSORES DE Ca**

Debido a la gran importancia del Ca** como segundo mensajero, desde
hace décadas los cientificos se han interesado en determinar su
concentracion en los diversos procesos fisioldgicos, tejidos y tipos
celulares. Por este motivo se han desarrollado y perfeccionado numerosos
sensores de Ca’* de muy distinta naturaleza, que describiremos en los
siguientes apartados. Los sensores de Ca’* se dividen en dos grandes
grupos: los sintéticos y los proteicos, también denominados sensores de
Ca’* codificados genéticamente o GECls (Genetically Encoded Calcium
Indicators).

2.1. INDICADORES SINTETICOS

Los indicadores de Ca** sintéticos fueron las primeras sondas fluorescentes
para medir este ion. Los pioneros, como el Fura-2 o el Indo-1, son
moléculas derivadas del quelante BAPTA (acido 1,2-bis(o-
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aminofenoxi)etano-N,N,N’,N’-tetraacético) y como éste, se unen a un ion
Ca’*en intercambio por dos H*.

Estos sensores son hidrosolubles, lo que supone un inconveniente para
introducirlos en las células sin utilizar métodos invasivos, como las
microinyecciones. Como alternativa, se disefiaron versiones liposolubles
uniendo sus grupos carboxilo a grupos acetoximetiléster (AM) (Tsien,
1981). Los indicadores difunden a través de la membrana plasmadtica, y
una vez en el citosol, esterasas inespecificas intracelulares hidrolizan los
enlaces éster, liberando el indicador acido. Esto, ademas, impide la salida
pasiva del indicador a través de la membrana plasmatica.

Los primeros indicadores tenian el inconveniente de que se excitaban con
luz ultravioleta, la cual es nociva para las células. Posteriormente se
desarrollaron otros indicadores con los espectros de excitaciéon y de
emision desplazados hacia longitudes de onda mayores como la familia del
Fluo, derivado de la fluoresceina y de fluorescencia verde, y la familia del
Rhod, derivado de la rodamina, y de fluorescencia roja (Tabla 1). Ademas,
existen otros indicadores no tan extendidos como el OGB-1, el CaFG, el
Calcium Orange y el Calcium Crimson. El Fura y el Indo tienen la ventaja de
ser ratiométricos, mientras que el Fluo y el Rhod son intensiométricos. Los
sensores ratiométricos tienen dos maximos en el espectro de excitacion o
de emisidn, que cambian su intensidad de fluorescencia de forma inversa
cuando la [Ca**] aumenta o disminuye (Figura 4A y B). Por el contrario, los
indicadores intensiométricos sélo tienen un pico maximo en su espectro,
cuya intensidad de fluorescencia varia en funcién de la [Ca*'] (Figura 4C y
D). Los sensores ratiométricos son utiles porque permiten distinguir si un
cambio en la fluorescencia es un artefacto o una variacién real de la [Ca®"],
y calibrar la sefal fluorescente a [Ca?'] de forma mas fiable. Por otra parte,
los sensores intensiométricos suelen tener un mayor rango dinamico.
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Tabla 1. Resumen de las caracteristicas de los principales indicadores de Ca*

s

sinteticos.
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Figura 4. Espectros de fluorescencia de los principales indicadores de Ca”* sintéticos.
(A) Espectro de excitacion del Fura-2. (B) Espectro de emision del Indo-1. (C) Espectro de
emisidon del Fluo-3. (D) Espectro de emisién del Rhod-2. (Imagenes del manual de
Molecular Probes “A guide to fluorescent probes and labeling technologies”, capitulo 19
“Indicators for Ca**, Mg, Zn*" and other metal ions”).

Los indicadores de Ca®' sintéticos tienen varias ventajas: son faciles de
introducir en las células, ya que con una hora de incubacion es suficiente
para cargarlas; tienen una cinética de unién al Ca** mas rapida y mayor
rendimiento cudntico en comparacidon con las proteinas fluorescentes
naturales. Como contrapartida, la medida de Ca** en los organulos
requiere de la carga a 37°C y la permeabilizacion de la membrana
plasmatica para lavar el exceso de colorante no incorporado en la organela
de interés y retenido en el citosol, que contamina la sefial fluorescente.
Esto supone una gran limitacion del uso de los colorantes, especialmente
en experimentos con rodajas u drganos enteros.
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2.2. INDICADORES DE CALCIO CODIFICADO

Los GECIs son proteinas cuyas propiedades luminicas se alteran al unir
2+ . . .

Ca“”". Las principales ventajas de este grupo de sensores son que, al
expresarse en las células de modo recombinante, pueden dirigirse a los
distintos organulos celulares fusionandolas a péptidos sefal, y permiten la
generacion de animales transgénicos. A lo largo de los ultimos 20 afios se
han desarrollado y optimizado distintos GECls, que pueden dividirse en dos
grandes grupos: los GECIs bioluminiscentes y los fluorescentes.

2.2.1. GECIs BIOLUMINISCENTES

En el reino animal, los filos Cnidaria y Ctenophora producen de forma
natural proteinas bioluminiscentes, muchas de ellas activadas por ca”.
Estas tienen una gran homologia de secuencia, especialmente en los
dominios de unidn a Ca**, las manos EF. Se han aislado y estudiado muchas
fotoproteinas dependientes de Ca**, como la halistaurina, la phialidina
(Shimomura y Shimomura, 1985) la obelina (Campbell, 1974), la
mnemiopsina (Jafarian y cols., 2011), la bolinopsina, la berovina (Ward y
Cormier, 1975) y la clitina (Inouye y Sahara, 2007). Pero sin duda la mas
estudiada y utilizada como herramienta de medicion de Ca’* es la
aequorina.

2.2.1.1. AEQUORINA

La aequorina es una proteina quimioluminiscente procedente de las
medusas del género Aequorea (de ahi su nombre), del filo Cnidaria, y que
se expresa en los fotocitos, las células emisoras de luz situadas en el anillo
periférico de la campana de la medusa (Figura 5A). La aequorina fue muy
estudiada por Osamu Shimomura durante las décadas de los 60 y 70,
mediante su extraccidon y purificacion a partir de la medusa (revisado por
(Shimomura, 2009)). La aequorina fue el primer indicador de Ca** proteico
empleado para medir la [Ca**], en las células mediante su microinyeccién
en las fibras de musculos del percebe (Ridgway y Ashley, 1967) o el axén
gigante del calamar (Baker y cols., 1971). El clonaje de su cDNA se
consiguié afios después de que se empezara a usar como sensor de Ca**
(Inouye vy cols., 1985; Prasher y cols., 1985), lo cual facilité el trabajo con
las células, y de paso evitd la esquilmaciéon de las medusas, de las que se
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calcula que Shimomura pescé mas de 850.000 a lo largo de su vida
cientifica (revisado por (Miyawaki, 2008)).

La aequorina tiene un tamafio de 21.5 kDa y una estructura terciaria
globular, con 8 hélices o que forman parte de cuatro manos EF (Figura 5B)
(Head y cols., 2000), de las cuales, la segunda no es funcional; la primera y
la tercera son de alta afinidad por Ca** y la cuarta es 20 veces menos
sensible (Toma y cols., 2005). Este sensor se compone de dos partes: una
apoproteina (la apoaequorina) y un cofactor formado por O, y el cofactor
celenteracina (Figura 5C). Cuando la aequorina une tres iones de Ca*
(Figura 5D), se desencadena la oxidacidon de la celenteracina, y se libera
CO, y celenteramida, y se emite luz azul (a 470 nm) en proporcién a la
[Ca**] (Shimomura y Johnson, 1978). Existen distintas versiones de
celenteracina, creadas a partir de la modificacion de sus grupos quimicos,
y que pueden afectar de diversas formas a las propiedades de emisidn de
la bioluminiscencia (Shimomura y cols., 1988). Una de las mas utilizadas es
la celenteracina n (Figura 5C), que reduce la afinidad por Ca** de la
aequorina 50 veces (Shimomura y cols., 1989).

La aequorina reconstituida con celenteracina de tipo salvaje tiene una alta
afinidad por Ca®*, con una Ky de aproximadamente 500 nM, un valor
adecuado para hacer medidas de Ca** en el citosol o el nucleo, cuya [Ca']
basal es de 100 nM. La aequorina con la mutacion D119A (un residuo
situado en la tercera mano EF), tiene una afinidad por el Ca®" 20 veces
menor (Kendall y cols., 1992c), que al reconstituirse con la celenteracina n,
tiene la afinidad reducida 1000 veces en total, aproximadamente (Barrero
y cols., 1997). Esta nueva aequorina tiene la afinidad adecuada para medir
la [Ca®"] en el rango de cientos de micromolar, justamente los niveles que
contienen los compartimentos de altas [Ca*'], como el RE y el aparato de
Golgi, o de forma transitoria, la mitocondria. La aequorina direccionada al
RE se ha conseguido mediante dos estrategias: fusionando el extremo N-
terminal de la aequorina al péptido de direccionalidad de la calreticulina y
el péptido KDEL en el extremo C-terminal (Kendall y cols., 1992a), o
fusionando la cadena pesada de la inmunoglobulina Ig-y-2b al extremo N-
terminal de la aequorina (Montero y cols., 1995). Esta ultima estrategia se
ha desarrollado porque se ha demostrado que la prolina 190 de la
aequorina, el ultimo residuo, juega un papel esencial en la fotoestabilidad,
ya que se si quita o sustituye la bioluminiscencia disminuye en un 50% y se
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favorece la degradacion de la proteina (Nomura y cols., 1991; Watkins y
Campbell, 1993).

hv 470 nm

Apoaequorina Aequorina

Figura 5. Estructura y reaccion luminiscente de la aequorina. (A) Foto microscépica de
los érganos de luminiscencia de la medusa (izquierda); Aequorea victoria vista durante
una reaccién de bioluminiscencia (centro) y con luz visible (derecha); los brillos azules se
deben a la reflexién de la luz (foto obtenida de http://photobiology.info/Zimmer.html).
(B) La estructura tridimensional de la aequorina esta formada por cuatro manos EF. En la
imagen estan coloreadas, desde la primera a la cuarta, en rojo, verde, azul y amarillo, y
los iones de Ca”** aparecen como esferas blancas. (C) La celenteracina de tipo salvaje
(izquierda) y la celenteracina de baja afinidad n (derecha). (D) Esquema de la reaccién
bioluminiscente: las tres manos con los dedos pulgar e indice extendidos representan
tres manos EF funcionales, y el puiio cerrado representa la mano EF no funcional. La
apoaequorina se reconstituye con celenteracina y O,, y al unir tres iones de Ca”* se oxida
su cofactor, y emite CO, y luz azul.
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Como sensor de Ca**, Ia aequorina tiene una serie de ventajas: 1) posee un
alto cociente sefial/ruido (SNR), ya que las células de mamifero no tienen
proteinas luminiscentes enddgenas; 2) su afinidad por el Ca’* puede
modularse con distintas celenteracinas modificadas quimicamente; y 3) su
uso no implica fototoxicidad para las células, ya que la emision de fotones
se produce a través de una reaccion quimica y no de su previa excitacion
con luz. Sin embargo, también tiene una serie de inconvenientes: 1)
requiere una incubacion previa con celenteracina; y 2) la reaccion quimica
de la aequorina es virtualmente irreversible en los tiempos experimentales
de las células (unos 20 — 30 minutos), por lo que se consume conforme
avanza el experimento y complica la calibracion. Todo esto supone una
mavyor limitacién cuando se quiere medir la [Ca®*] en compartimentos de
alta [Ca*"], ya que hay que vaciarlos de su contenido de Ca** antes de
reconstituir la apoaequorina con su cofactor (para evitar el consumo de la
aequorina mientras se reconstituye), y después, rellenarlos al comienzo
del experimento.

2.2.1.2. SENSORES DE Ca** BASADOS EN BRET

El mecanismo de transferencia de energia de resonancia bioluminiscente
(BRET) que ocurre de forma natural entre la aequorina y la GFP en la
medusa Aequorea victoria, se imitd por primera vez para medir [Ca*'] al
clonar la GFP en el extremo N-terminal de la aequorina, a través de un
péptido enlazante. La fusion GA aumentd entre 19 y 65 veces la cantidad
de cuentas emitidas respecto a la aequorina original, probablemente
debido a que la fusién incrementa la estabilidad de la aequorina (Baubet y
cols., 2000). Desde esta descripcidn original se han realizado numerosas
variantes de sensores de Ca’* basados en BRET entre la aequorina y una
proteina fluorescente, como la mRFP, la Venus o la tdTomato. Las sondas
BRET cuentan a su favor con la versatilidad de la aequorina, que puede
medir un amplio rango de [Ca*'] utilizando su versién de tipo salvaje o
mutada y las diversas celenteracinas, y la mayor emision de senal debido a
su unién con la GFP.

Se han obtenido otras combinaciones de fusiones proteina fluorescente
(FP)-aequorina, como la mRFP1 o la Venus, una variante de la YFP mds
brillante (Tabla 2), para poder hacer mediciones en animal completo sin el
problema de la alta absorcidn de la luz azul/verde en los tejidos. El BRET
entre la aequorina y la Venus es muy eficiente, aunque no tanto como la
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mRFP1, pero ambas fusiones mejoraban las mediciones de Ca®* en tejidos
mas profundos (Curie y cols., 2007). Ademds permite la medicién de la
[Ca*"] de dos subcompartimentos celulares a la vez si la aequorina esta
unida a FP con distintos maximos de emisidon, como la GFP y la mRFP1
(Manjarres y cols., 2008).

Debido al interés en desplazar hacia el rojo la emisidon de la aequorina, se
probaron otras combinaciones de proteinas fluorescentes amarillas o rojas
con la aequorina, de las cuales la mejor fue la tdTomato. La fusién de una
tdTomato a la que han eliminado los ultimos aminoacidos, unida a la
aequorina a la que le faltan los primeros residuos, presenta una eficiencia
del BRET de 77%. Esta sonda fue llamada Redquorin, y tiene menor
afinidad por Ca®* que la aequorina, lo que permite alargar los
experimentos debido al menor consumo de cuentas (Bakayan y cols.,
2011; Bakayan y cols., 2015).

2.2.2. GECIs FLUORESCENTES

Los GECIs fluorescentes llevan en su estructura, al menos, una proteina
fluorescente, que procede de organismos tan diversos como corales,
hongos, gusanos y medusas.

Estos sensores tienen las ventajas y desventajas opuestas a la aequorina.
Las ventajas son: 1) emiten mucha mas luz por molécula que las proteinas
bioluminiscentes; 2) no requieren de un cofactor; y 3) no se consumen.
Estas ventajas son particularmente interesantes en las medidas de
compartimentos de alta [Ca®*]. Las desventajas son: 1) requieren de la
iluminacidon de la muestra para emitir fluorescencia, lo cual puede ser
citotoxico (tanto mdas cuanto menor sea la longitud de onda); 2) tienen un
menor coeficiente sefial/ruido que la aequorina, porque al iluminar las
células se produce autofluorescencia.

2.2.2.1. LA PROTEINA FLUORESCENTE VERDE

Mientras purificaba la aequorina mediante cromatografia de exclusion
molecular, Shimomura observé que antes del pico de la aequorina, eluia
otra proteina, que era fluorescente y de color verde, a la que denomind
“proteina fluorescente verde” o GFP (revisado por (Shimomura, 2009)). El
gran potencial de la GFP como proteina marcadora disparé una carrera por
clonar su gen, objetivo que finalmente consiguié Douglas Prasher (Prasher
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y cols., 1992), aunque no logré expresarlo de forma heterdloga. Fue
Martin Chalfie (Mitra y cols., 1996) quien, poco después, eliminando una
secuencia inhibidora del gen original, logré expresar la GFP en bacterias y
gusanos. Roger Tsien ha sido uno de los cientificos que mas ha contribuido
a desarrollar la GFP y a aplicarla en la investigacion basica. El trabajo
conjunto de Shimomura, Chalfie y Tsien fue reconocido con el premio
Noébel en Quimica en 2008.

N-terminal a-hélice
1

L )-C-terminal

Figura 6. Estructura de la GFP. A la izquierda se ve la GFP desde una perspectiva frontal
y a la derecha una perspectiva superior. Las laminas 3 antiparalelas forman la estructura
terciaria barril B, con bucles y hélices a (en amarillo) entre cada lamina. Protegido del
ambiente externo, en el interior del barril se aloja el fluoréforo (en blanco, rojo y azul)
(Figura de http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/probes/jellyfishfps.html).

La GFP tiene un tamafio de 31 kDa y estd compuesta por 11 ldminas 3
antiparalelas plegadas en conformacién de barril B (Yang y cols., 1996). Su
cromoforo se conforma por tres modificaciones secuenciales catalizadas
por la propia GFP, consistentes en la ciclacién, la deshidratacion y la
oxidacion del tripéptido Ser65-Tyr66-Gly67 localizado en una hélice o en el
interior del barril (Figura 6) (Shimomura, 1979; Heim y cols., 1994). Se ha
observado que la GFP puede formar dimeros cuando cristaliza, e incluso se
ha propuesto que dimeriza de forma natural en los érganos emisores de
luz de la medusa, en los que se expresa (Cubitt y cols., 1995; Phillips, 1997)
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La fluorescencia de la GFP es independiente de cofactor, y su espectro de
absorbancia tiene dos maximos, uno a 395 nm y otro a 475 nm, que
coinciden con los picos de excitacion (Figura 7), el de 395 nm es mas
brillante y susceptible al fotoblanqueamiento que el de 475 nm. El
espectro de emisién sdélo tiene un maximo, a 508 nm (Heim y cols., 1994).
Los dos maximos de excitacidn se atribuyen a una mezcla de moléculas de
GFP con dos estados distintos de protonacion del residuo Y66 en el
cromoforo: el maximo a 395 nm corresponderia al croméforo protonado o
neutro, y el maximo a 475 nm, al cromoéforo desprotonado o anidnico
(Heim y cols., 1994; Cubitt y cols., 1995).

* * %k * Cromoforo protonado
i} 1.0 1 Y66 o
T e GFP = 0
5 081 — EGFP Ho/mg“l\”é;
: 0.6 A
s 0. OH
z S65
-% 0.4 ** Croméforo desprotonado
% o Y66 “ 0 o
é ' ) Ny N AL
0.0 V—————1——1————1——1— N,.,/T.,,G67
360 380 400 420 440 460 480 500 520 [ IOH
Longitud de onda (nm) S65

Figura 7. Espectros de excitacion de la GFP de tipo salvaje y de la EGFP. La GFP de tipo
salvaje (en azul) tiene dos picos maximos de excitacién a 395 y 475 nm, mientras que la
EGFP (en verde) tiene un solo pico con el maximo a 490 nm. A la derecha se muestra el
croméforo de la GFP en sus dos estados de protonacion. El estado protonado es el
responsable de la excitacién a 395 nm, y el desprotonado de la excitacidon a 475-490 nm.

La GFP se expresa en los érganos luminiscentes de las medusas junto con
la aequorina, donde ambas se encuentran a altas concentraciones. Entre
las dos se produce de forma natural un fendmeno de transferencia de
energia de resonancia bioluminiscente (BRET), que ocurre cuando la
aequorina se une al Ca’* y emite luz azul, que excita a la GFP y a su vez
emite luz verde. Se ha propuesto que la distancia necesaria para una alta
eficiencia de BRET entre estas dos proteinas seria de unos 30 A, sin que
ocurra una interaccion fisica (Morise y cols., 1974). Sin embargo, otros
grupos proponen que existe una interaccion fisica entre la aequorina y el
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dimero de GFP en los 6rganos emisores de luz de la medusa (Cubitt y cols.,
1995). De ser asi, la interaccidén entre ambas proteinas permitiria optimizar
la orientacion de los dipolos para aumentar la eficiencia del BRET, y se ha
propuesto que dicha interaccion incrementa el pico maximo de excitaciéon
a 475 nm de la GFP, para optimizar el solapamiento del espectro de
emisién de la aequorina con el de excitacidon de la GFP (Gorokhovatsky y
cols., 2004).

A partir de la GFP de tipo salvaje original se crearon una gran cantidad de
mutantes, con objetivos y aplicaciones diversas. En la Tabla 2 se incluyen
algunas de estas mutantes, indicando los residuos modificados respecto a
la proteina de tipo salvaje. En las secciones siguientes sobre GECIs
fluorescentes se hara referencia en cada caso a las distintas variantes de
GFPs de las que proceden. Roger Tsien ha contribuido a la expansién de la
GFP, creando versiones de diferentes colores, como la azul (BFP), la cian
(CFP) y la amarilla (YFP) (Miyawaki, 2008), y una versién verde mas
brillante que la original, llamada proteina fluorescente verde mejorada o
EGFP (Tabla 2). La EGFP posee la mutacion S65T en su cromdforo, que
disminuye la fluorescencia del primer maximo de excitacion de la GFP de
tipo salvaje, y aumentan la del segundo pico y lo desplaza hasta 490 nm
(Figura 7) (Heim y Tsien, 1996). La version opuesta a la EGFP es la T-
Sapphire (Tabla 2), a la que se le ha eliminado el pico de excitaciéon a 475
nm (Tsien, 1998; Zapata-Hommer y Griesbeck, 2003). La proteina Cycle-3 o
C3, llamada GFPuv en esta tesis (Tabla 2), es una variante que contiene las
mutaciones F99S, M153T y V163A. Esta variante se pliega mejor a 37°Cy
es 16 veces mas brillante que la GFP de tipo salvaje, cuando se expresan
en células de mamiferos (Crameriy cols., 1996).

Algunas de las variantes de GFP se han creado mediante cambios
estructurales a través de las permutaciones circulares (cp), que consisten
en el intercambio de los extremos N y C-terminales. En la EGFP se
realizaron diferentes permutaciones circulares (denominadas cpEGFP)
tanto en mitad de los lazos como de las [aminas 3. Algunas de las variantes
funcionales, aunque son mas sensibles al pH, expanden las posibilidades
de la transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET), debido a
sus nuevas conformaciones espaciales (Baird y cols., 1999).

Conforme el uso de la GFP aumentaba, se fueron optimizando sus
caracteristicas, descubriéndose nuevas mutaciones Uutiles para cada
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aplicacion. Asi, por ejemplo, la mutacidn 1167T aumentaba el brillo a 475
nm (Heim y cols.,, 1994); la mutacion A206K impedia la dimerizaciéon
(Zacharias y cols., 2002); y las mutaciones V163A y S175G mejoraban el
plegamiento a 37°C (Siemering y cols., 1996). Esta propiedad fue
particularmente mejorada mediante DNA shuffling sobre la EGFP y Ia
GFPuv, consiguiendo una variante que se pliega mas rapido, llamada GFP
superfolder (Pedelacq y cols., 2006). Las mutaciones fueron especialmente
utiles en el contexto de las versiones cpGFPs, aunque no funcionaron para
de las BFP, CFP e YFP.

2.2.2.2. LAS PROTEINAS FLUORESCENTES ROJAS

Las proteinas fluorescentes rojas son de especial interés en los trabajos de
investigacidon con animales porque sus tejidos apenas absorben la luz roja,
lo que las convierte en una ventajosa herramienta para imagen en tejido y
en animal entero. Se han obtenido a partir de proteinas naturales que se
encuentran en corales, anémonas y hongos. Las secuencias aminoacidicas
de las proteinas fluorescentes rojas tienen escasa similitud con la de la GFP
(Matz y cols., 1999), pero son muy similares en su estructura terciaria, ya
que también tienen forma de barril B que protege en su interior un
cromoéforo formado a partir de modificaciones quimicas de determinados
aminodacidos (Gross y cols., 2000).

Los corales del género Discosoma contienen la proteina roja llamada
DsRed, que sélo emite fluorescencia cuando forma tetrameros. Esto es
muy inconveniente para usarla fusionada a proteinas porque forma
agregados, pero mediante mutagénesis se desarrollé6 una versién
monomeérica, la proteina fluorescente roja monomérica 1 (mRFP1), que
madura mdas rapido y cuyo espectro apenas solapa con el de la GFP
(Campbell y cols., 2002). Tras multiples rondas de mutagénesis, se generé
toda una familia de proteinas monoméricas de frutas (mFruits), que
incluyen la mApple, la mCherry, la mStrawberry y la mOrange (Shaner y
cols., 2004). Un caso especial es la tdTomato, llamada asi porque suele
expresarse como un dimero en tdndem (de ahi su nombre, td).
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Tabla 2. Mutaciones de distintas proteinas fluorescentes derivadas de la GFP. GFPuv o
C3 (Crameri y cols., 1996); GFPsf (Pedelacq y cols., 2006); EGFP y CFP (Heim y Tsien,
1996); Clover (Lam y cols., 2012); T-Sapphire (Zapata-Hommer y Griesbeck, 2003); EBFP,
ECFP, EGFP, EYFP (Miyawaki y cols., 1997); YFP, EYFP 10C (Tsien, 1998); EYFP V68L/Q69K
(Miyawaki y cols., 1999); ECFP (Llopis y cols., 1998); mCerulean, mCerulean3,
mTurquoise (Markwardt y cols., 2011); Citrina (Griesbeck y cols., 2001); Venus (Nagai y
cols., 2002); R10-3 (Mishin y cols., 2008). La primera columna indica el nimero del
residuo correspondiente a la secuencia primaria de la GFPwt, la segunda son los
aminoacidos de la GFP de tipo salvaje. En las otras columnas, y resaltados en el color
propio de la proteina fluorescente, se tabulan los residuos mutados respecto a la GFP
original. Los residuos 65 al 67 conforman el cromdforo.

La anémona Entacmaea quadricolor también expresa de forma natural una
proteina fluorescente roja que necesita tetramerizar para emitir luz. Tras
someterla a mutagénesis para impedir su oligomerizacién, mejorar su
plegamiento a 37°C y optimizar el uso de los codones para la expresion en
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mamiferos, se obtuvo la mRuby (Kredel y cols., 2009). En una segunda fase
se corrigid su sensibilidad al flotoblanqueo y se aumentd el brillo, dando
lugar a la mRuby2 (Lam y cols., 2012).

También se han utilizado proteinas fluorescentes rojas-naranjas a partir de
hongos, como la mKO (del inglés monomeric Kusabira Orange), que debe
su nombre al hongo del que procede, el Fungia concinna (en japonés es
Kusabira) (Karasawa y cols., 2004).

Existe una version roja de la GFP llamada R10-3, obtenida a partir del
cambio de diversos residuos por otros caracteristicos de las proteinas rojas
de la clase Anthozoa (que incluye anémonas y corales), y de mutagénesis al
azar. R10-3 presenta un tercer maximo de excitaciéon a 555 nm, y un
segundo maximo de emisién a 585 nm respecto a la GFP (Mishin y cols.,
2008). Sin embargo, esta proteina no puede competir en intensidad de
brillo con las proteinas rojas naturales.

2.2.2.3. SENSORES DE Ca** BASADOS EN FRET

Estos sensores se basan en la fusion de dos moléculas de distinto color y
una molécula sensible a Ca%, generalmente la calmodulina. La
transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET) es un fenédmeno
por el cual al excitar una molécula fluorescente en su maximo de
excitacion, ésta emite fluorescencia a una longitud de onda mas larga y a
su vez, excita a una segunda molécula, que absorbe la energia transmitida
y emite a una longitud de onda aun mayor. El mecanismo de FRET se aplico
por primera vez a las proteinas fluorescentes cuando el grupo de R. Tsien
cred la proteina fluorescente azul (BFP) a partir de la GFP, clond los cDNA
de ambas proteinas en tandem con un péptido enlazante, y al excitar la
proteina azul, registrd la emisién de la verde (Heim y Tsien, 1996). Las dos
familias de sensores de Ca** llamadas Camaleones y TN (troponina) estan
basadas en el mecanismo FRET.

2.2.2.3.1. CAMALEONES

El primer GECI fluorescente consistia en 4 moléculas unidas entre si: la
BFP, la calmodulina (CaM), el péptido M13 de la quinasa de la cadena
ligera de la miosina, y la GFP. En presencia de Ca®*, la CaM cambia de
conformaciéon y engarza al péptido, acercando de este modo las dos
proteinas fluorescentes e incrementando la eficiencia del FRET. Esto hace
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que los camaleones sean sensores ratiométricos de emisidén, que se
excitan con luz violeta y emiten luz azul y verde en funcién de la presencia
0 ausencia de Ca®". La [Ca®'] es proporcional al cociente de la fluorescencia
de la GFP entre la de la BFP. A este sensor se le llamé Camaledn en
referencia a la abreviatura de la calmodulina, por el cambio de color de
azul a verde que se produce con la unién a Ca®, y la similitud del péptido
M13 a la lengua retractil del camaledn que saldria disparada fuera de la
“boca” de la CaM (Miyawaki y cols., 1997). Este GECI tenia poca
fluorescencia. Para mejorarla se sustituyeron las FP por la ECFP y EYPF,
dando lugar al camaledn amarillo YC2 (Figura 8). Este sensor era mas
brillante, tenia mayor SNR, y fototoxicidad reducida respecto al camaledn
original, aunque padece de un bajo rango dindamico, una alta sensibilidad al
pH (pK, = 6.9) y fotocromismo (Miyawaki y cols., 1997).

430 nm 480 nm 530 nm

Figura 8. Esquema del funcionamiento de los camaleones. En ausencia de Ca*, la
calmodulina (en violeta) no esta unida al péptido M13 (en negro), por lo que el FRET es
ineficiente entre las dos FP (cilindros azul y amarillo). En presencia de Ca®* la CaM
interacciona con el péptido M13, acercando las FP y aumentando la eficiencia del FRET.

La sensibilidad al pH mejorod al introducir las mutaciones V68L y Q69K en la
YFP mejorada (EYFP), disminuyendo el pKa a 6.1. Aun asi, el sensor era
sensible al CI" y exhibia un problema de plegamiento a 37°C en el RE
(Miyawaki y cols., 1999). Para solventarlo se desarrollé la proteina Citrina
(Heikal y cols., 2000), una YFP con mayor resistencia al pH (pKa =5.7) y una
mejor eficiencia de plegamiento a 37°C en los organulos. Precisamente la
baja sensibilidad al pH del camaledn de Citrina se demostré midiendo
[Ca*] en el aparato de Golgi (Griesbeck y cols., 2001). Posteriormente se
desarrollé la proteina Venus a partir de la YFP, que tras permutarla
circularmente, resultdé ser la YFP mas brillante. Con ella se crearon los
camaleones YC3.60 e YC4.60, con un rango dindmico de 6.6 y 4.6
respectivamente, y K4s de 250 nM el YC3.60, y 58 nM y 14.4 uM el YC4.60
(Nagai y cols., 2004). Recientemente, se introdujo la serie YC-Nano, que

41



Introduccion

tiene una mayor afinidad por Ca** y rango dinamico que sus predecesores
(Shimomura, 2009).

Debido al solapamiento de sus espectros, no era posible combinar los
camaleones con el indicador sintético Fura-2 para medir en dos
compartimentos celulares a la vez. Para solventar este inconveniente se
desarrollé6 un camaledn naranja con las proteinas fluorescentes cpl173-
MGFP y mKOk, llamado GO-Cam. Aunque este sensor permite la medicion
simultdnea con Fura-2, padece de un rango dinamico pequeiio (Waldeck-
Weiermair y cols., 2012).

2.2.2.3.2. SENSORES DE Ca** BASADOS EN TROPONINA

Uno de los inconvenientes de los camaleones es que la calmodulina, en la
qgue estan basados, se encuentra en gran abundancia en el interior de las
células. Dada la gran cantidad de efectores celulares de la calmodulina, es
probable que los camaleones puedan verse afectados por interacciones
indeseadas que interferirian con la medicion. Como alternativa, se
sustituyod la calmodulina de los camaleones por la troponina C (TnC), una
proteina de unién a Ca’* con 4 manos EF menos comun, ya que es
especifica de musculo esquelético y cardiaco. La TnC rapida de musculo
esquelético de pollo se inserté entre la CFP y la Citrina, dando lugar a la
TN-L15 (Figura 9), de afinidad intermedia por Ca** (K, de 1.2 uM), afinidad
alta por Mg** (K4 de 500 uM) y rango dinamico de 2 (Heim y Griesbeck,
2004).

430 nm 430 nm 530 nm

\ :ffo nm \ /

Citrina o CaZ;
_

TnC

Figura 9. Esquema del funcionamiento de los sensores basados en TnC. En ausencia de
Ca®*, la TnC esta en un estado laxo, disminuyendo la eficiencia del FRET. En presencia de
Ca’* la TnC adquiere una conformacién mas compacta y acerca las FP, aumentando el
FRET.
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El TN-L15 se optimizé sustituyendo la Citrina por la cpl74Citrina, que
incrementd el rango dinamico en ausencia de Mg®*, aunque disminuyé en
presencia de dicho ién. Esta alta afinidad por el Mg** se corrigié mutando
varios residuos de las manos EF tercera y cuarta de la TnC. El sensor
resultante se llamdé TN-XL (Ky = 2.5 uM), tiene un rango dinamico mayor
que TN-L15, y es totalmente insensible a Mg®* (Mank y cols., 2006; Mank y
cols., 2008). Para incrementar la afinidad a Ca®’, se clonaron en tandem
dos dominios C terminales de la TnC (de alta sensibilidad a Ca**) con las
mutaciones para eliminar la afinidad por el Mg®*, creando la variante TN-
XXL (K4 = 800 nM) (Mank y cols., 2008). Recientemente se han descrito los
sensores Twitch, que tienen una sola mano EF, mayor brillo, menor
sensibilidad al Mg? y mayor rango dindmico que sus antecesores
(Thestrup y cols., 2014). Debido a su composicion de troponina, estos
sensores no pueden utilizarse en el tejido muscular.

2.2.2.4. SENSORES DE Ca** NO BASADOS EN FRET

Estos sensores tienen una Unica proteina fluorescente, y una molécula de
unién a Ca** capaz de alterar el estado de protonacién del croméforo,
haciendo que aumente o disminuya la emisidén de fluorescencia.

2.2.2.4.1. CAMGAROO

Estudiando los efectos de insertar diversas proteinas en la secuencia de las
FP, se descubrid que insertando la CaM se obtenian sensores de Ca®, de
los cuales el que mejor respuesta presentaba era el que contenia la YFP
mejorada (EYFP) (Figura 10). Al unir Ca**, el cambio de conformacién de la
proteina CaM provoca la desprotonacion del cromoéforo de la YFP,
aumentando su fluorescencia. Este sensor fue llamado Camgaroo-1 ya que
la YFP contiene a la proteina CaM en una “bolsa”, es amarillo, y su
fluorescencia “da un salto” en presencia de Ca®" (Baird y cols., 1999). Tiene
un maximo de excitacién a 500 nm y un maximo de emisién a 520 nm. Al
sustituir la YFP por la Citrina se mejord la sefial basal y la sensibilidad al pH,
pero el rango dindmico era bastante pobre, y mas alld de estas mejoras
iniciales, este sensor no ha sido optimizado ni utilizado (Griesbeck y cols.,
2001; Mank y Griesbeck, 2008).
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500nm &M X 500nm 520 nm
\ .caZ+ \ .Q /

—_—
e

EYFP

Figura 10. Esquema del funcionamiento del Camgaroo. En ausencia de Ca**, la CaM est3
distendida, favoreciendo la protonacién del croméforo, lo que impide la emision de
fluorescencia. En presencia de Ca*, la CaM adquiere una conformaciéon mas compacta,
produciendo la desprotonacién del croméforo, y la emisién de fluorescencia.

2.2.2.4.2. PERICAM

El Pericam estd compuesto de la cpEYFP(V68L/Q69K) permutada
circularmente, la CaM y el péptido M13, unidos en los extremos Cy N
terminal, respectivamente. Este sensor tiene un Unico maximo de
excitacidon a 500 nm y un Unico maximo de emisidon a 520 nm (Figura 11).

500 nm 500 nm 520 nm
\\ X Y ca2+ /
cpEYFP (_!

M13 CaM
N

Figura 11. Esquema del funcionamiento del Pericam. En ausencia de Ca**, la CaM vy el
péptido M13 no estan unidos, mientras que en presencia de Ca*', la CaM se une al
péptido M13. El cambio de conformacidon de ambas proteinas provoca que el croméforo
de la cpYFP se protone y emita fluorescencia.

De este primer sensor se derivaron otros tres: el flash-pericam, que tiene
mayor rango dindmico y mejor plegamiento a 37°C; el pericam
ratiométrico, que tiene dos picos maximos de excitacion a 494 nm y 515
nm; y el pericam invertido, que es fluorescente en ausencia de Ca**, y en
presencia de Ca®* disminuye su emisién en un 85% (Nagai y cols., 2001). El
Pericam se ha dirigido a varios organulos como el nucleo y la mitocondria.
De hecho, a pesar de todos los GECls disponibles en la actualidad, sigue
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siendo uno de los mas utilizados para medir la [Ca®*]y; (revisado por (Jean-
Quartier y cols., 2012)).

2.2.2.4.3. GCaMPs

A pesar de la existencia de varios sensores de Ca®, estos seguian
padeciendo de una limitada sefial y de una baja resolucién espacio-
temporal. Para remediarlo se cred un nuevo sensor con una EGFPcp unida
en su extremo N terminal al péptido M13, y a CaM en su extremo C
terminal. Tras una serie de mutaciones para eliminar la fotoisomerizacion
y aumentar el brillo, se obtuvo una sonda llamada GCaMP1 (G por verde, y
CaM por la calmodulina). Tenia un Unico pico maximo de excitacion a 489
nm y otro de emisidon a 509 nm, un rango dindmico de 4.5 y una K4 de 235
nm, por lo que es una sonda adecuada para medir en el citosol (Nakai y
cols., 2001). Con la intencién de aumentar su rango dindmico, los residuos
limitrofes de las permutaciones circulares se sometieron a mutagénesis al
azar, surgiendo el Casel2 y el Case 16, llamados asi por sus rangos
dindmicos de 12 y 16, respectivamente. Sin embargo, estos sensores eran
muy sensibles a pH debido a su pKa de 7.2 (Souslova y cols., 2007).
Distintas mutaciones realizadas en la EGFPcp del GCaMP1 dieron lugar a
las variantes GCaMP1.6 (Ohkura y cols., 2005) y GCaMP2 (Tallini y cols.,
2006) (Figura 12).

Mas adelante aparecié el GCaMP3, que se desarrolld tras eliminar la
arginina adyacente a la primera metionina del GCaMP2, una ronda de
mutagénesis dirigida en los residuos cercanos al cromdforo, y una
mutacion puntual sobre la CaM. El GCaMP3 tenia un rango dindmico de 12
y una Ky de 660 nM, y comparado con los mejores sensores de la familia
TnC y camaleones, tiene menos sefial basal, pero mejor SNR vy
fotoestabilidad (Tian y cols., 2009). Estas caracteristicas lo convierten en
uno de los GECls citosélicos mas utilizados actualmente.

A pesar de sus ventajas, el GCaMP3 carecia de la sensibilidad necesaria
para monitorizar cambios de [Ca’']c provocados por un potencial de
accién, una de las principales aplicaciones de los GECls en el campo de la
neurociencia. Mediante el disefio dirigido por la estructura y revisidon
semirracional, se generaron las familias GCaMP5 (Akerboom y cols., 2012)
y GCaMP6 (Chen y cols., 2013). Este ultimo ha sido Ilamado superindicator,
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por su alta sensibilidad a Ca®*, y por ser hasta ahora el GECI con la cinética
mas rapida.

Figura 12. Estructura tridimensional del GCaMP2. (A) En ausencia de Ca** no aparece el
péptido M13, probablemente porque el péptido enlazante a la GFP es demasiado
flexible como para cristalizar adecuadamente. La CaM (en azul) aparece solo
parcialmente. La GFP se ve en verde, con el cromodforo resaltado como esferas. (B) En
presencia de Ca** (esferas naranjas) la sonda se ve casi completa, con la CaM alrededor
del péptido M13 (en violeta) (figura obtenida de (Ai, 2015)).

Para compatibilizar las mediciones de Ca’* con la optogenética, era de
sumo interés conseguir GCaMPs de diversos colores. Por ello, se
incorporaron a la GFP del GCaMP las mutaciones necesarias para obtener
un sensor azul (BCaMP), cian (CyCaMP) y amarillo (YCaMP); para la sonda
roja (RCaMP) se empled la mRubycp. Tras una serie de mutaciones, se
obtuvieron diversas variantes con mejor maduracion del croméforo, brillo,
rango dindmico, cinética y afinidad (Akerboom y cols., 2013).

2.2.2.4.4. GECOs

Los sensores GECO (de Genetically Encoded Ca** indicators for Optical
imaging) son derivados del GCaMP3. Existen variantes de GECO de varios
colores: verde (G-GECO), azul (B-GECO) vy rojo (R-GECO). Al igual que su
predecesor GCaMP3, son sensores intensiométricos, aunque también hay
variantes ratiométricas, uno de emision, el GEM-GECO, y otro de emision,
GEX-GECO (Zhao y cols., 2011). Comparado con el GCaMP3, el R-GECO1
resultd ser una mejor sonda para registrar potenciales de accion en
neuronas con microscopia confocal (Walker y cols., 2013). Recientemente
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el sensor rojo se ha optimizado para microscopia de dos fotones, el REX-
GECO1, de alta afinidad (Kg = 240 nM) (Wu y cols., 2014a).

2.2.2.5 SENSORES DE Ca** DE BAJA AFINIDAD

Aunque la mayoria de los sensores de Ca** existentes en la actualidad son
de alta afinidad, también se han creado algunos sensores de baja afinidad,
mas adecuados para medir en organelas o microdominios de alta [Ca®"],

cuyas caracteristicas aparecen especificadas en la Tabla 3.

Los primeros GECIs fluorescentes de menor afinidad fueron los
camaleones YC3, de afinidad intermedia (Ky = 4.4 uM), y el YC4, de baja
afinidad (Ky; = 83 nM, Ky, = 700 uM) (Miyawaki y cols., 1999). YC4 tenia la
afinidad adecuada para medir en compartimentos de alta [Ca*'], pero el
hecho de tener dos Kyqs complicaba el analisis de la sefal fluorescente.
Otro camaledn de baja afinidad, llamado YC6.2er, fue desarrollado a partir
de la CFP, el extremo N terminal de la proteina CaM, el péptido de la
quinasa de la quinasa dependiente de CaM (CKKp), el extremo C terminal
de la CaM, y la YFP (Truong y cols., 2001). Sin embargo, el YC6.2er no fue
particularmente caracterizado, y no se ha vuelto a utilizar.

Como se ha mencionado anteriormente, una limitacion de utilizar la
calmodulina como el médulo sensor de Ca** es que es muy abundante en
las células y tiene muchos efectores celulares, lo cual puede interferir con
la sefial de fluorescencia. Esto se solucioné creando una calmodulina en la
que los residuos implicados en la interfase entre la CaM y el MLCK (cadena
ligera de la miosina quinasa), se han sustituido de tal forma que se inhibia
la interaccion con sus efectores. De esta forma se obtuvo el D1ER, un
camaledn con el par ECFP-Citrina de baja afinidad (Palmer y cols., 2004) y
el D4cpv, formado por la pareja CFP-cpVenus (Palmer y cols., 2006). El
camaledn original también se separd en dos proteinas independientes,
ECFP-CaM y Citrina-M13, con el objetivo de reducir la sefial FRET basal del
sensor, generandose el sensor split-YC7.3er (Ishii y cols., 2006). Aunque el
split-YC7.3er exhibia una Ky y rango dinamico adecuados, tenia la
desventaja de tener que expresar dos proteinas de forma equimolar, lo
cual no siempre es una tarea facil. D1ER era bifasico y padecia de un
pequeio rango dindmico, lo que fue corregido en el D4cpv. A pesar de
estas limitaciones, ambos camaleones han sido los sensores de baja
afinidad mds empleados. Recientemente también se ha creado un
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derivado del D1ER rojo, el D1IERCmR2, sustituyendo el par de proteinas
fluorescentes original por el par Clover-mRuby?2. Al igual que la mayoria de
los componentes de esta familia, no tenia un buen rango dindamico
(Waldeck-Weiermair y cols., 2015).

Mas adelante se desarrollé una nueva familia de sensores de baja afinidad,
los CatchER. Se basaban en una EGFP a la que sustituyeron cinco
aminoacidos situados préximos al cromoéforo por residuos acidicos para
crear una mano EF artificial. Es un sensor de rapida cinética y baja afinidad,
con una Ky de 180 uM, o 480 uM en presencia de 100 mM KCI. Este sensor
se direccion6 al RE (de ahi su nombre), y se expresé en fibras aisladas de
musculo de ratén. El CatchER es el GECI fluorescente de menor tamafio
que existe y el Unico en que la funcién sensora de Ca** y emisora de sefial
fluorescente las ejerce la misma proteina. Sin embargo tiene la desventaja
de tener un rango dindmico pequefio, y aun no se ha probado in vivo (Tang
y cols., 2011).

Otra de las familias que tiene un miembro de baja afinidad es la de las TnC,
concretamente la variante Twitch, denominada 2N1 390 54S+ B, que tiene
una K4 de 253 uM adecuada para medir en RE (Thestrup y cols., 2014).

A partir de los GCaMP se han originado 3 tipos de sensores de baja
afinidad: el LAR-GECO1, el CEPIA y el GCaMPer. LAR-GECO1 procede del R-
GECO, donde se sustituyeron los dominios CaM y M13 por los
correspondientes de D4cpv (Wu y cols., 2014b). Este sensor tiene la
desventaja de su afinidad no es lo suficientemente baja. Los sensores
CEPIA (siglas un tanto aleatorias de calcium-measuring organelle-
entrapped protein indicator) se concibieron desde un principio para ser
sondas de baja afinidad por Ca**. Los CEPIAs son derivados del GCaMP2, al
gue se sometid a una serie de mutaciones basandose en los GECOs, y
seleccionadas en estudios de estructura y funcién. Esto dio lugar a dos
sondas intensiométricas de baja afinidad, una verde (G-CEPIAler), y otra
roja (R-CEPIAler), ademas de una sonda ratiométrica de emision llamada
GEM-CEPIAler (Suzuki y cols., 2014). Los CEPIAs poseen un amplio rango
dinamico y una Ky adecuada, pero al ser intensiométricos no es facil
calibrar la sefial fluorescente en [Ca®']. Para solventar este inconveniente
se puede emplear el GEM-CEPIA, aunque su longitud de onda de excitacién
estd en el ultravioleta. Muy similar, pero con menor rango dindmico que
los CEPIAs, es el GCaMPer, generado recientemente mediante cuatro
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mutaciones en los bucles de las manos EF del GCaMP3 (Henderson y cols.,
2015).

A (nm
Sensor Tipo Ky n .Ralng.o (nm) Referencia
dindmico | Exc | Em
INDICADORES SINTETICOS
iométri 350
Mag-Fura-2 Ratlorr?etrfo de 53 uM 1 17 510 (Hofer y Machen,
excitacion 385 1993)
iométri 400 i
Mag-Indo-2 Ratlomfet'rjco de 30 uM 1 20 355 (Lattanzioy
emision 480 Bartschat, 1991)
Rhod-5N Intensiométrico 320 uM 1 50 551 | 575
CaGF Intensiométrico 60 uM 1 2.5 488 | 530 (To;(r)(\)/;)ols.,
GECls
iométri 83 nM 15 485 i i
YCder Ratlom.et.r,ICO de 15 240 (Miyawaki y cols.,
emision 700 uM | 0.87 535 1997)
iométri 0.8 uM 1.18 485
D1ER Ratlomfet'rjco de i 15 440 (Palmery cols.,
emision 60 uM | 1.63 535 2004)
iométri 485
Dacpy Ratlom.et.r’lco de 80 uM 135 38 240 (Palmery cols.,
emisién 535 2006)
iométri 485
split-yc7.3er | Ratlometricode 150 v | 14 2.6 440 (Ishii y cols., 2006)
emision 535
CatchER Intensiométrico | 180puM | 0.94 15 490 | 510 (Tarz‘gi’lc)ds"
iométri 475
Twitch Ratlom.et.r’lco de 253 UM 44 432 (Thestrup y cols.,
emision 527 2014)
G-CEPIAler Intensiométrico | 672puM | 1.95 4.7 472 | 520 (S“Z;'glz)“"s"
R-CEPIALer Intensiométrico | 565uM | 1.7 8.8 s62 | 641 (5”232'1‘;)“5"
jométri 466 i
GEM-CEPIALer | Ratlométricode | oo 1137 | 217 377 (Suzukiy cols,
emision 520 2014)
. s 560 (Waldeck-
D1ERCMR2 Ratiometricode | 5,0 m | 05 11 480 Weiermair y cols.,
emision 510 2015)
GCaMPer Intensiométrico 238 uM | 0.93 2 490 | 540 (Hendzros;);)y cols.,
LAR-GECO1 Intensiométrico 24 uM 1.3 10 559 647 | (Wuycols., 2014b)

Tabla 3. Sensores de Ca>* de baja afinidad.
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LA EXPRESION DE GECls

Una de las principales aplicaciones de los GECIs es su utilidad en los
estudios del animal entero in vivo. Segun se han ido perfeccionando los
sensores de Ca’" en la ultima década, han ido apareciendo nuevas
aplicaciones, desde estudios en neurociencia a tejido muscular, por
ejemplo. La expresion de los sensores se ha logrado mediante Ia
generacion de animales transgénicos, la electroporacion del cDNA o la
infeccidn con virus. Los virus ofrecen mayor versatilidad, ya que existen
muchos tipos disponibles, y es facil clonar los promotores especificos de
tejido y el cDNA del sensor de interés en el genoma virico (adaptado para
su produccion in vitro). Las microinyecciones de cDNA permiten una
expresion mas localizada en la regidon donde se realiza la microinyeccidn.
Sin embargo, con estos métodos se requiere la manipulacién del animal, y
la necesidad de esperar a que el sensor se exprese lo suficiente para poder
hacer mediciones. Esto no ocurre con las lineas transgénicas, que al
contener el gen del sensor, no requieren de manipulacién previa al
experimento.

La expresion “medidas in vivo” implica la medicién de la sefial fluorescente
en animales vivos, aunque a veces en la literatura se utiliza esta expresion
de forma incorrecta, para referirse a la medicion en tejidos extraidos de un
animal transgénico para un sensor de Ca** determinado.

La aequorina ha sido el primer GECl empleado para hacer estudios de Ca**,
primero microinyectandola en células de gran tamaifno o embriones, y
luego mediante el empleo de su cDNA para su expresidon transitoria o
estable en todo tipo de organismos, como bacterias, levaduras, algas,
plantas y animales. Este sensor se ha empleado para mediciones tanto en
célula Unica como en tejido u animal entero (Webb y cols., 2010). Un
ejemplo de medida con aequorina en animal entero fueron las realizadas
sobre ratones neonatos que expresan de forma condicional la fusién GFP-
aequorina en la mitocondria. Se midieron los incrementos de [Ca®]um
mientras los ratones se movian libremente, o durante ataques epilépticos,
en los que se registraron sefiales de Ca®" sincronizadas, y ondas de Ca*" a
través de todo el animal (Rogers y cols., 2007). Al igual que las mediciones
en células, la aequorina cuenta con la ventaja de poseer un alto coeficiente
sefal/ruido, pero tiene la desventaja de necesitar la inyeccion de la
celenteracina en el animal, con la incertidumbre de la concentracion final
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en el tejido de interés. Ademas, no es posible medir [Ca2+]RE en animales
transgénicos para aequorina in vivo, ya que no se pueden vaciar los
depdsitos intracelulares del animal para impedir que la aequorina se
consuma segun se va reconstituyendo.

Estas desventajas no las tienen los animales transgénicos para sensores
fluorescentes. La mayor parte de los transgénicos se han hecho con
sensores de alta afinidad y basados en calmodulina, que expresaban el
sensor en tipos celulares especificos como las células B de islotes de
Langerhans, los cardiomiocitos o las neuronas. Sin embargo, los resultados
han sido decepcionantes debido a la disminucion del coeficiente
sefal/ruido respecto a las mediciones in vitro. Esto se ha achacado a que
un porcentaje del sensor expresado no es funcional, y se encuentra
acomplejado o en forma no soluble (Kotlikoff, 2007).

Los sensores Camgaroo-2 y Pericam invertido fueron los primeros sensores
expresados especificamente en las neuronas de ratones transgénicos, y
con ellos se hicieron mediciones in vivo en el citosol de las neuronas
olfatorias (Hasan y cols., 2004). También se crearon ratones transgénicos
del TN-XXL, en los que hicieron registros de Ca’* citosdlico sobre la misma
neurona en la corteza visual repetidas veces (Mank y cols., 2008).

Los sensores citosdlicos mas utilizados han sido los GCaMPs, con los que
también se han hecho bastantes trabajos in vivo. Para evitar la citotoxidad
provocada por la sobreexpresion del sensor en tejidos especialmente
sensibles como el corazdn, se generaron ratones condicionales para el
GCaMP2 citosolico y el sistema tetO, ambos expresados en el musculo
cardiaco. La expresion de GCaMP2 se inhibia tratando a los ratones desde
su desarrollo en el Utero con doxiciclina para evitar la citotoxicidad que
conlleva su sobreexpresion. Para que el sensor se exprese, habia que
suprimir el tratamiento de doxiciclina hasta seis semanas antes de los
experimentos. En los experimentos realizados in vivo se registraron ondas
de Ca®* citosdlico que se propagaban desde los nodos sinoauricular y
atrioventricular al resto del érgano (Tallini y cols., 2006). Posteriormente
se generaron ratones transgénicos para los sensores citosélicos
GCaMP2.2c y el GCaMP3 bajo el control del promotor neuronal Thyl. Con
ellos se registraron in vivo los incrementos de [Ca**]c en neuronas del
bulbo olfatorio y de la corteza somatosensorial (Chen y cols., 2012). Mas
adelante, con estos ratones se observd que la metilprednisolona, utilizada
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en el tratamiento de lesiones de médula espinal, protege a las neuronas
dafiadas de una entrada excesiva de Ca®" al citosol (Tang y cols., 2015).
Cuando se generaron los sensores GCaMP5, fueron expresados en las
neuronas del ganglio de la retina de ratones mediante inyecciones de virus
adenoasociados. También se generaron moscas y gusanos transgénicos, en
los que se midieron incrementos de [Ca*']c en Drosophila en fase de larva
(motoneuronas) y adultos (neuronas olfativas), y en neuronas olfativas del
gusano Caenorhabditis elegans (Akerboom vy cols., 2012). Cada vez hay
mas interés en combinar los sensores de Ca’* las sondas optogenéticas,
como se ha hecho con los RCaMPs, con los que se realizaron mediciones
en el citosol de musculo esquelético y neuronas sensoriales del gusano C.
elegans transgénicos (Akerboom vy cols., 2013).

También se han realizado medidas in vivo en organulos como la
mitocondria o el RE. El cDNA del camaledn YC2 dirigido a la mitocondria
fue microinyectado en musculo esquelético de ratén, y a las 2-3 semanas
se registré la captacién del Ca®* por parte de esta organela durante las
contracciones musculares (Rudolf y cols., 2004). Mas adelante, se realizé el
mismo procedimiento con el sensor reticular D1ER, con el que se midieron
bajadas de [Ca®']se en fibras musculares de ratén despolarizadas (Rudolf y
cols., 2006). El Unico ratdn transgénico para un sensor reticular son los que
generaron (Hara y cols., 2004), que expresan el sensor reticular YC3.3er
especificamente en las células B pancreaticas, con el que se registraron
vaciamientos del RE inducidos por el neurotransmisor acetilcolina o por
tapsigargina. Como contrapartida, el YC3.3er sufria de un menor rango
dinamico in vivo que in vitro, ya que disminuyé de 2.8 a 1.6.

4. ANTECEDENTES:

Esta Tesis forma parte de un proyecto mas amplio y todavia en curso de
desarrollo de una nueva familia de sensores de Ca**. El trabajo entronca
con otro anterior en el que se describe un nuevo sensor de Ca*
fluorescente basado en la fusién de una versién de la GFP (la GFPuv o C3)
con la apoaequorina, al que se llamoé GAP, de GFP-Aequorin Protein. Las
proteinas GFPuv y aequorina estan unidas por un péptido enlazante de

dieciocho aminoacidos, cuya secuencia se especifica en la Figura 13A.

GAP es una proteina fluorescente que mantiene el espectro de excitacion
de la GFP parental, ya que presenta dos picos maximos de excitacion a 405
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nm y 470 nm, y un Unico maximo de emisidon a 510 nm. En ausencia de
Ca*, el pico es mayor a 405 nm y menor a 470, mientras que en presencia
de Ca®* la intensidad de fluorescencia disminuye a 405 nm, y aumenta a
470 nm (Figura 13B). El rango dindmico, es decir, la variacién del cociente
Fa70/Fao3 €N presencia y ausencia de Ca** es de 3.6 calculado in vitro.

El sensor GAP original, denominado GAPwt (de tipo salvaje), estd
compuesto de la aequorina de tipo salvaje, por lo que es una sonda de alta
afinidad, con una K4 de 660 nM (Figura 13C). Este sensor es, por lo tanto,
adecuado para medir Ca®* en compartimentos como el citosol o el nicleo.
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Figura 13. Caracteristicas de GAPwt. (A) Esquema de la arquitectura de GAPwt, formada
por la GFPuv unida en su extremo C terminal a la aequorina a través de un péptido
enlazante de 18 aminodcidos. (B) Espectro de excitacion de GAPwt, 8.5 ug de proteina
en PBS y en ausencia de Ca** (EGTA 0.1 mM) o presencia de CaCl, 1 mM. (C) Calibracién
in vitro de GAPwt, realizado con tampones de EGTA y EGTA-Ca**, en medio KCI 140 mM,
MgCl, 1 mM y MOPS 20 mM pH 7.2. La K4 de esta proteina es de 660 nM.
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Para generar un sensor fluorescente idéneo para medir en las organelas de
alta [Ca”*], debia reducirse la afinidad por Ca** de la proteina. Al contrario
de la calmodulina, donde se ha estudiado exhaustivamente la relacién
estructura-funcion, en la bibliografia existen pocos trabajos donde se haya
mutado la aequorina con intencién de reducir su afinidad (Tsuji y cols.,
1986; de la Fuente y cols., 2012). Uno de los residuos mutados es el
aspartato 119, como se comentd en la seccidon 2.2.1.1 (Aequorina). El
aspartato 119 es un residuo esencial para la coordinacion con el Ca** en la
tercera mano EF de la aequorina, y su sustitucidon por alanina reduce la
afinidad del complejo aequorina-celenterazina unas 20 veces en un ensayo
de bioluminiscencia (Kendall y cols., 1992c). Se comprob¢ inicialmente que
la mutacion D119A sola no era suficiente para disminuir la afinidad de GAP
por Ca’* de forma sustancial. Por esto, partiendo de esta mutacion, se
realizaron ensayos de mutagénesis donde se mutaron otros 13 residuos,
bien como mutaciones puntuales o bien como combinaciones de dos o
mas. En general se eligieron posiciones ocupadas por los residuos que
participan directamente en la pirdmide de coordinacién del Ca**, es decir,
las posiciones consensuadas como X, Y, Z, -Y, -X y —=Z en las 3 manos EF
funcionales de la aequorina. Por ejemplo, la posicidon X estda ocupada por
un aspartato, y la —Z por un glutamato, que estan muy conservado en los
tres lazos (Tabla 4).

24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
EF1: D Vv N H N G K | ) L D E

117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128
EF3: D K D Q N G A | T L D E

153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164
EF4: D 1 D E S G Q L D \' D E

Tabla 4. Secuencias primarias de los lazos de las tres manos EF funcionales de la
aequorina. Los numeros representan las posiciones en la secuencia primaria de la
aequorina. En rojo estd indicado el aspartato 119. En azul se representan los residuos
adicionales que se han mutado.

De todos los mutantes probados, el que mejor resultados ofrecia en un

ensayo in situ era el que portaba las mutaciones D117A, D119A y D163A,
que fue llamado GAP1 (Rodriguez-Garcia y cols., 2014). Se realizé6 una
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calibracion in vivo de esta proteina, con células Hela que expresan de
forma estable este sensor dirigido al RE con el péptido de direccionalidad
de la calreticulina y el péptido de retencion KDEL. Esta nueva proteina vio
reducida la afinidad por calcio en dos 6rdenes de magnitud respecto a
GAPwt (Figura 14) con una Ky de 12 uM.

00{ s
7107 10° 10° 10* 10° 10°
[Ca*] (M)

Figura 14. Afinidad de GAP1 por Ca®. La calibracién in vivo de GAP1 se realizé con
medios internos con ionéforos y tampones de EGTA y EGTA-Ca?*, dando una Kqy de 12
1M. En esta grafica se aprecia el aumento de la K4 en dos drdenes de magnitud respecto
a GAPwt.

Es importante resaltar que las proteinas GAP son sensores fluorescentes,
gue no requieren de la reconstitucién de la aequorina con su cofactor
coelenteracina para medir el Ca®". No obstante, si GAP se reconstituye,
también puede ser empleada como sensor bioluminiscente (Rodriguez-
Prados y cols., 2015), amplidndose de este modo su rango de aplicaciones.
GAP es, por lo tanto, una familia Unica de sensores mixtos, tanto
fluorescentes como bioluminiscentes.
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OBIJETIVOS

Cuando una cosa esta hecha, no mire hacia atras. Mire su
proximo objetivo.

George Marshall
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Objetivos

El RE es el principal almacén de calcio intracelular y desempefia un papel
crucial en la homeostasis de este i6n, acumuldandolo en su lumen durante
el reposo y liberandolo al citosol durante la activacion celular. Mantener
alta la [Ca®*]ek es esencial para la funcién del RE, y la deplecién mantenida
desencadena estrés reticular y respuesta a las proteinas desplegadas
(unfolded protein response, UPR) y apoptosis. Por este motivo, es esencial
poder medir la [Ca®']e con fidelidad y precision. Aunque existen muchas
sondas de Ca®', la mayor parte tienen alta afinidad por el Ca** y no son
apropiadas para medir las altas concentraciones existentes en el RE, pues
se saturan y dejan de medir. Nuestro grupo ha descrito una nueva familia
de sensores fluorescentes de Ca®* basada una proteina de fusién de GFP y
aequorina, el GAP.

El objetivo general de esta Tesis fue generar un nuevo sensor de la familia
GAP con baja afinidad por Ca** (0.1-1 mM), optimizado para monitorizar
[Ca*'lre, ¥ demostrar que la nueva sonda es apropiada para medir en
condiciones lo mas fisiolégicas posible, idealmente in vivo. Para ello se
abordaron los siguientes objetivos concretos:

1. Desarrollar mutantes de GAP con baja afinidad por el Ca®*, por
mutagénesis dirigida, para lo cual es necesario disefar y desarrollar
un sistema de sintesis a escala reducida y un ensayo in vitro que
permitiera un andlisis rapido y cuantitativo de los mutantes. Una
vez obtenido el mutante adecuado debe mejorarse en lo posible en
cuanto a respuesta espectral, relacion sefial/ruido, etc. vy
determinar su rango dinamico, afinidad y posibles interferencias
con otros ligandos.

2. Caracterizaciéon del nuevo sensor en sistemas celulares sencillos
(lineas celulares) con puesta a punto de la expresién selectiva en RE
y aparato de Golgi.

3. Generacion de animales transgénicos para estudiar el nuevo sensor
en sistemas mas complejos y en condiciones mas fisioldgicas,
centrandose ya en la sonda dirigida a RE. Se generaran ratones y
moscas transgénicas en colaboracion con grupos expertos en esta
area y se caracterizara el patrén de expresion, el fenotipo, la
fertilidad y la supervivencia de estos animales.
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4. Realizar pruebas de concepto que demuestren la factibilidad del uso
de nuestros nuevos sensores para monitorizar los niveles y los
cambios de [Ca2+]ER en modelos lo mas fisiolégicos posible. Para ello
seran de gran ayuda los animales transgénicos generados y
caracterizados (3), que serdn utilizados como fuentes de células,
tejidos u drganos para los experimentos. Se intentaran primero
medidas in vitro, seguidas por situaciones cada vez mas proximas a
las fisioldgicas, ex vivo, conservando la estructura original de tejidos
y organos, y culminando con la situacién in vivo. Para esta ultima
condicidén seran de gran utilidad las moscas transgénicas, mucho
mas accesibles para las medidas in vivo.
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MATERIALES
Y METODOS

Los métodos y medios no pueden separarse del objetivo final.

Emma Goldman
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Materiales y Métodos

En esta Tesis se han utilizado algunas técnicas de biologia molecular que
no se han descrito en este memoria por tratarse de técnicas basicas y
estandar: mini- y maxi-preparacion de DNA plasmidico; transformacién
bacteriana mediante CaCl,; electroforesis de DNA en gel de agarosa;
manipulacion enzimatica del DNA con enzimas de restriccidn, ligasas, DNA
polimerasas y fosfatasas; cuantificacion del DNA por espectroscopia;
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR); mutagénesis dirigida; diseno
de oligonucleétidos de DNA; y secuenciacion de DNA en los servicios del
IBGM (Valladolid) y el Instituto de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols
(Madrid).

1. LISTA DE PLASMIDOS

En esta Tesis se han empleado los siguientes vectores de expresion del
sensor GAP (Tabla 5):

Plasmido Modelo en el que empledé | Expresion | Antibiotico
pET28a.GAP2
pET28a.GAP3
pET28a.GAPA%®!
pET28a.GFPuv
pcDNA3.IgGAPwt
pcDNA3.IgGAPPH19A
pcDNA3.erGAP1
pcDNA3.IgGAP2
pcDNA3.erGAP2 Células Hela
pcDNA3.erGAP2
pcDNA3.erGAP3.5
pcDNA3.erGAP3
pHSV.tgoGAP3
pCAG.erGAP2
pCAG.erGAP3
pUASTattB.erGAP3 D. melanogaster

E. coli Procariota Kanamicina

Eucariota Ampicilina

Mus musculus

Tabla 5. Lista de los plasmidos empleados en esta Tesis.

2. GENERACION DE MUTANTES DE GAP

Las mutaciones sobre el gen de la aequorina se realizaron a partir de GAP
dirigido al RE mediante su fusion al gen de la cadena pesada de la Ig-y-2b,
en el plasmido de expresion eucariota pcDNA3. Para las mutaciones sobre
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el aspartato 119 (D119A) se uso el plasmido pcDNA3.IgGAPwt, y para las
mutaciones dobles se partid del plasmido que ya contenia la mutacion la
mutacidon D119A, el pcDNA3.IgGAPP*, El ensayo de mutagénesis dirigida
se realizd con el kit QuickChange Il XL (Agilent Technologies, #200522-5),
utilizando los oligonucleétidos 1 al 22 de la Tabla 6. Una vez obtenidas las
mutaciones en el plasmido eucariota, éste se digiri6 con Xhol,
obteniéndose un fragmento que contenia parte de la GFPuv, el péptido
enlazante y la aequorina. A continuacion, cada fragmento se ligé con el
pldsmido procariota pET28a.GAPwt, previamente digerido también con
Xhol. Esto se realizé mediante técnicas basicas de biologia molecular. Una
vez seleccionada la version mutante éptima de GAP, denominada GAP2,
éste se clond en el vector de expresidon eucariota pcDNA3, con el gen de
GAP dirigida al RE mediante su fusidn con el péptido senal de la
calreticulina y la secuencia de retencion KDEL, en los extremos N y C
terminal, respectivamente (pcDNA3.erGAP2).

Los ensayos de mutagénesis en los que se introdujeron simultdneamente
varias mutaciones en la GFPuv, se realizaron con el kit QuickChange
Lightning Multi Site Directed Mutagenesis (Agilent Technologies, #210515-
5) y los oligonucledtidos 23 al 29 de la Tabla 6, sobre el plasmido
pcDNA3.erGAP2.

3. INDUCCION Y EXTRACCION PROTEICA

Cada mutante de GAP se clond en el pldsmido de expresién bacteriana
pET28a y se transformd en la cepa de E. coli BL21. Las bacterias se
incubaron en minicultivos de 3 ml de medio Luria-Broth (LB) con
kanamicina a 40 pg/ml durante 12 horas a 37°C, en agitacién a 250 rpm. Al
dia siguiente los cultivos se diluyeron 50 veces en el mismo medio. Para
pequeia escala, el volumen final fue de 12.5 ml, y para gran escala, de 200
ml de LB. A continuacién los cultivos se incubaron otras 2 horas
aproximadamente, hasta que la ODgyo alcanzd valores de entre 0.6 y 1. La
proteina se indujo anadiendo 0.5 mM de isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) e incubando durante 6 horas, a 25°C y 250
rom.
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N2 | Mutacion Secuencia
1 D24H GTTCAATTTCCTTCATGTCAACCACAATGG
2 D24N GTTCAATTTCCTTAATGTCAACCACAATGG
3 D24V GTTCAATTTCCTTGTTGTCAACCACAATGG
4 D25P AATTTCCTTGATCCCAACCACAATGG
5 N28Q TGTCAACCACCAAGGAAAAATCTC
6 N28V TGTCAACCACGTCGGAAAAATCTC
7 E35Q GGAAAAATCTCTCTTGACCAGATGGTCTACAAGGCATC
8 Y38S ACGAGATGGTCTCCAAGGCATCTG
9 D117N GTTTGACATCGTTAACAAAGCCCAAAATGG
10 D117V GCTTTGTTTGACATCGTTGTCAAAGCCCAAAATGGAGC
11 D119K ATCGTTGACAAAAAGCAAAATGGAGC
12 D119l ATCGTTGACAAAATTCAAAATGGAGC
13 N121L TGACAAAGCCCAACTTGGAGCTATTACAC
14 E128K ATTACACTGGATAAATGGAAAGCATAC
15 E128R ATTACACTGGATAGATGGAAAGCATAC
16 D153L GAAACATTCAGAGTGTGCCTTATTGATGAAAGTGGACAACTCG
17 D155K TTCAGAGTGTGCGATATTAAAGAAAGTGGACAACTCG
18 E156N TGCGATATTGATAATAGTGGACAACTC
19 E156P TGCGATATTGATCCAAGTGGACAACTC
20 S157Q ATATTGATGAACAAGGACAACTCGATG
21 D161K AGTGGACAACTCAAAGTTGATGAGATG
22 E164K CTCGATGTTGATAAGATGACAAGAC
23 D175G CAACATAGAAGACGGCGGCGTACAGCTGGC
24 D180Y AGAAGACGGCGGCGTACAGCTGGCTTACCACTATCAGC
25 1167V AAAGCTAATTTCAAGGTGAGGCACAACATAGAAG
26 T153K ATAATGTGTACATAAAGGCCGACAAACAGAAGAACG
27 L15Q GTGGTCCCTATCCAGGTGGAACTCGATGG
28 A206I TCTGTCCACACAATCAATCCTGAGCAAGGACCC
29 A206K TCTGTCCACACAATCAAAGCTGAGCAAGGACCC

Tabla 6. Lista de oligonucledtidos empleados en los ensayos de mutagénesis.

El cultivo bacteriano se centrifugd durante 10 minutos a 6000g y 4°C, se

desech¢ el sobrenadante, y el precipitado se resuspendié en 1.25 ml o 20

ml (para pequefia o gran escala, respectivamente) de tampdn de
sonicacion, compuesto de NaCl 250 mM, EDTA 50 mM, DTT 2 mM, PMSF
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0.5 mM, DNAsa 20 ug/ml, Tris-HCI 50 mM a pH 8.8. Las células se lisaron
mediante sonicacién (sonicador Vibra cell 75115, Biolock Scientific), con
cinco ciclos de 20 segundos separados 1 minuto entre ellos a una potencia
del 30%. A continuacion, el extracto bacteriano se centrifugé a 30000g y
4°C durante 10 minutos. La fracciéon soluble contenia una porcidn
minoritaria de la proteina inducida, y ademas su fluorescencia era
insensible a Ca®*, asi que se descarté. La fraccién insoluble estaba formada
por los cuerpos de inclusién bacterianos y contenia la mayoria de la
proteina GAP. Se resuspendié en 0.5 ml o 8 ml (para pequefia y gran
escala, respectivamente) de una solucién de desnaturalizacidon, compuesta
de urea 8 M, DTT 5 mM y Tris-HCI 50 mM a pH 8.8, y durante 12 horas en
agitacion suave a 4°C.

La produccién de las distintas mutantes de GAP se hizo a pequeiia escala.
En este caso, la renaturalizacidon proteica se llevé a cabo por eliminacion
de la urea mediante dilucién por lavados sucesivos con filtros 10K (Amicon,
UFC501024 24Pk). De este modo, los extractos se concentraron y
diluyeron tres veces en el medio de renaturalizacion, que contenia CaCl, 1
mM, Tris-HCI 50 mM, pH 8.8.

Para la produccion a gran escala, la proteina se renaturalizdé mediante
didlisis usando una membrana de didlisis (SnakeSkin Pleaterd Dialysis
Tubing 3500 MWCO Thermo Scientific, #68035) para eliminar la urea,
contra una solucion de renaturalizacién (NaCl 150 mM, Tris-HCI 50 mM, pH
8.8) durante 24 horas. Al dia siguiente la fraccidn dializada se centrifugé a
30000g durante 10 minutos a 4°C, para eliminar los restos insolubles, y al
sobrenadante se le afladido DTT 5 mM para su conservacion a 4°C.

La proteina extraida se cuantific6 mediante el método de Bradford
(reactivo de BioRad, 500-0006). La curva de calibracion se realizdé con un
estandar de albumina bovina (Thermo Scientific, #23209) disuelto en Tris-
HCI 50 mM a pH 8.8, cuyo rango de concentracidn proteica va desde 0 a 2
mg/ml. La absorbancia se registr6 a 595 nm en el lector de placas
VERSAmax Tuneable Microplate Reader (Molecular Devices). El
rendimiento de la produccidn proteica en bacterias era de entre 0.08 y
0.48 mg de proteina por cada ml de cultivo bacteriano.
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4. PURIFICACION PROTEICA

Con el fin de facilitar la purificacion de la proteina GAP, se utilizé el
plasmido pET28a, que fusiona la secuencia codificante para el hexapéptido
de histidinas en fase con el extremo 5 del gen de GAP. La proteina
extraida se purificé con las bolas de Ni** Sepharose High Performance (GE
Healthcare, 17-5268-01). Antes del proceso de purificacién, se lavaron 0.2
ml de bolas tres veces con agua para eliminar el etanol al 20% (v/v) en el
gue se conservan, y tres veces con tampon de uniéon (NaCl 300 mM,
imidazol 10 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 8.8). Se afiadié 0.2 ml del extracto
proteico de GAP2 y 0.5 ml de tampdn de unidn en exceso. Tras una
incubacién de una hora a 4°C en agitacion, se lavaron las bolas dos veces
con el tampdn de unién y dos veces con el tampdn de lavado (NaCl 300
mM, imidazol 40 mM, Tris-HCI 50 mM a pH 8.8), que eluye las proteinas
unidas al Ni** de forma inespecifica. La proteina GAP2 se eluyé con el
tampodn de elucidon (NaCl 300 mM, imidazol 500 mM, Tris-HCI 50 mM, pH
8.8). La concentracidn proteica se midié mediante el método de Bradford.

5. TINCION COOMASSIE

En cada carril de un minigel de poliacrilamida al 12% v/v (BioRad, #161-
0158) se cargd 2-10 pg del extracto proteico o de proteina purificada,
junto con el marcador de peso molecular (BioRads, #161-0373). La
electroforesis se realizé a 180 V y 50 mA, hasta que el frente llegé al final
del gel (1.5 horas aproximadamente). El gel se tifid durante 15 minutos con
azul brillante de Coomassie (Coomassie Blue R-250 0.5 g, BioRad, #161-
0400) disuelto en metanol al 50% (v/v) y acido acético al 10% (v/v). A
continuacion se lavo tres veces con una solucion de metanol al 25% (v/v) y
acetona al 10% (v/v) durante 15 minutos cada lavado. Las imagenes del gel
se tomaron con el densitdmetro GS-800 (BioRad).

6. ESPECTROS DE FLUORESCENCIA

Los espectros de fluorescencia de excitacion y emisiéon de GAP se
realizaron en un fluorimetro HITACHI 650-105, equipado con una ldampara
de xenon. En una cubeta se afadié 1 ml de medio PBS (NaCl 137 mM, KClI
2.7 mM, Na,HPO, 10 mM y KH,PO, 2 mM a pH 7.4) o de un medio
compuesto de KCl 150 mM, MgCl, 1 mM y MOPS 20 mM a pH 7.2 junto a
8.5 ug del extracto proteico no purificado que contenia GAP. Los espectros
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de excitacion se realizaron entre 380 m y 500 nm, con la emision fijada a
520 nm, y los espectros de emisidon se realizaron entre 480 y 600 nm,
fijando la excitacidon en primer lugar a 405 nm, y en segundo lugar a 470
nm.

7. MEDICION DE FLUORESCENCIA EN EL LECTOR DE PLACAS

La caracterizacion de las mutantes de GAP se realizé en placas de 96
pocillos (Nunclon Surface, 167008) en diversas condiciones que se explican
en los siguientes subapartados. La fluorescencia se registrd en el lector de
placas TECAN Genios Pro WO FP, fijando las longitudes de onda de
excitacién a 390 y 485 nm, y la de emisiéon a 535 nm. Aunque los filtros
disponibles no coincidian exactamente con los maximos de los espectros
de GAP, se eligieron por ser los filtros existentes en este equipo mas
cercanos a las longitudes de onda deseadas.

7.1. ANALISIS Y CARACTERIZACION DE LOS MUTANTES DE GAP

En una placa de 96 pocillos se afiadid 200 pl de PBS junto a 1 pl del
extracto proteico no purificado (3.5 pg aproximadamente) a tres
concentraciones de CaCl,: 0 (con EGTA 0.1 mM), 0.1 mM 6 1 mM. Esto se
realizé por triplicado para cada uno de los mutantes de GAP, y se midio la
fluorescencia en el lector de placas. Seguidamente, se calculd el cociente
Fass/F3g0 (R) para cada concentracion de calcio (0, 0.1 y 1 mM) y después,
cada una de los R de CaCl, (R¢,) se dividid entre la Rggra. Finalmente, el
cociente obtenido para CaCl, 1 mM se dividié entre el de CaCl, 0.1 mM.

7.2. CALIBRACION DE GAP IN VITRO

Con la calibracién in vitro se calculd la Kyq. La K4 es la constante de
disociacion aparente, que indica la [Ca’'] en la que la mitad de las
moléculas del sensor estan unidas a Ca®". Para ello, en una placa de 96
pocillos se anadieron 200 ul del tampdn compuesto por KCl 140 mM,
MgCl, 1 mM, MOPS 20 mM a pH 7.2 junto con 3.5 pg de GAP no purificado
(volumen aproximado de 1 ul de cada extracto). Se afadieron las distintas
soluciones de calcio por triplicado: Ca** 0 (EGTA 0.1 mM), no adiciones
(Ca2+ nominal, 0.02 mM aproximadamente), 0.05, 0.1, 0.2,0.5,1, 2,5, 10y
50 mM. La fluorescencia se midié en el lector de placas. La sefial de fondo
se midié con el mismo medio en ausencia de proteina, y el valor resultante
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se restd a cada medida. Se calculd el cociente R y se obtuvieron sus valores
normalizados (Y) entre 0 y 1 mediante la siguiente férmula:

R — Rmin

Y =
Rmax - Rmin (1)

Donde R es el cociente Fugs/F305 @ una determinada [Ca%], Ry, es dicho
. s « 2+ o
cociente cuando el sensor esta en ausencia de Ca”’, y Rpax €S el mismo
cociente en [Ca’'] saturante. Se calcularon las medias y desviaciones
estandar de los triplicados de las medidas de fluorescencia. Cada valor
final se representd en una grafica frente a la [Ca®*] correspondiente, y esta

se ajusto a la ecuacion de Hill usando el programa Origin:

Vmax ) [C32+]n
K2 + [Ca2*]"

(2)

Donde la V. Se ajustaba a 1, ya que era el valor normalizado de la Ryay, ¥
de la cual se obtuvo el valor de la Kq y el nimero de Hill (n).

7.3. EFECTO DEL pH

La sensibilidad de la proteina GAP al pH se analiz6 mediante un ensayo de
fluorescencia en placa de multipocillo. Se utilizaron distintos tampones
para los diferentes pH: acetato para el pH de 5.5; histidina para el pH de 6;
MOPS para los pHs de 6.5, 7 y 7.5; y Tris-HCI| para el pH de 8.5. Cada
tampodn (20 mM) contenia KCI 140 mM y MgCl, 1 mM. A cada pocillo se
afadié 1 pl de la proteina GAP (3.5 pg aproximadamente) y las mismas
[Ca*'] que en el apartado anterior, todo ello en un volumen final de 200 pl.
La lectura de la fluorescencia y el andlisis de los datos se realizaron como
en el apartado anterior.

7.4. EFECTO DE LOS METALES DIVALENTES

La sensibilidad de de la proteina GAP2 al Mg** se ensayé de forma similar a
la descrita anteriormente. En cada pocillo de una placa de 96 se
distribuyeron 200 ul del tampdén KCI 140 mM, MOPS 20 mM a pH 7.2,
junto a 1 ul (3.5 ug aproximadamente) de la proteina GAP2. Se afiadieron
idénticas [Ca’*] que en los apartados 7.2 y 7.3, cada una de ellas a tres

69



Materiales y Métodos

concentraciones de MgCl,: 0.1, 1 y 5 mM. La lectura de la fluorescencia y el
analisis se realizd como en los apartados anteriores.

También se analizé la sensibilidad de GAP2 a otros iones divalentes menos
abundantes en las células como el niquel, el cobalto o el manganeso. Se
emplearon las sales cloruro de cada catién (NiCl,, CoCl, y MnCl,) a 1 mM
de concentracion, individualmente o junto a CaCl, 1 mM.

8. EXPRESION EN CELULAS DE MAMIFERO

Las células Hela (ATCC: CCL-2) y HEK293T (ATCC: CRL-1573) se
mantuvieron en el medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium;
Lonza. Biowhitaker. BE 12-604F) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (Hyclone, Thermo Scientific. SV 30160.03), estreptomicina 100
ug/ml, penicilina 100 U/ml (Lonza, DE17-602E) y L-glutamina 2 mM (Lonza,
BE17-605E). Los experimentos preliminares de imagen de fluorescencia se
realizaron en células Hela o HEK transfectadas de forma transitoria con
Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Gibco. 11668-019) segun las
especificaciones comerciales. Una vez comprobada la funcionalidad de la
proteina GAP se generd un clon estable, con el que se hicieron los
experimentos posteriores.

La direccionalidad al RE se realiz6 mediante la fusidon del péptido sefial de
la calreticulina al extremo N-terminal de GAP2 o GAP3, y la secuencia de
retencion en el RE, el tetrapéptido KDEL, a su extremo C-terminal (Kendall
y cols., 1992a). Esta construccion se llamé erGAP. La direccionalidad al
aparato de Golgi se obtuvo mediante la fusién del péptido sefal de la
proteina galactosiltransferasa humana 1l (Llopis y cols., 1998) en el
extremo N-terminal de GAP3. La construcciéon fue llamada tgoGAP3.

Las lineas estables de Hela que expresaban erGAP2 o erGAP3 (una
variante de erGAP2 con mutaciones para aumentar el brillo) se generaron
por transfeccion con el plasmido pcDNA3.erGAP2 o con el
pcDNA3.erGAP3, respectivamente. Las células que integraron el plasmido
en su genoma se seleccionaron con 0.8 mg/ml de G-418 (Gibco, 11811-
023). Tras 2 6 3 dias de seleccidn, las células resistentes se tripsinizaron y
se pasaron por el separador celular FACSAria (BD Biosciences). Las células
fluorescentes verdes se seleccionaron a 403 nm de excitacion y a 520 nm
de emision. Posteriormente, las células positivas se amplificaron y se
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seleccionaron clones estables procedentes de célula Unica por dilucidn
limitada, que se mantuvieron en cultivo con 0.1 mg/ml de G-418.

Los extractos de celulares de los clones estables de Hela se realizaron a
partir de una placa de 10 cm, recogiéndolas con una espatula, en PBS frio.
A continuacidn, se centrifugaron durante 5 minutos a 1500 rpm a 4°C, y se
resuspendieron en NaCl 150 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 8.8. Las células se
lisaron sometiéndolas a tres ciclos de congelaciéon/descongelacion,
sumergiéndolas en un bafo de hielo seco con etanol durante 10 minutos,
e inmediatamente en un bafio a 37°C hasta que se descongelaron. Se
centrifugaron a velocidad maxima durante 5 minutos a 4°C, y se cuantifico
la concentracion proteica del sobrenadante mediante el método de
Bradford. El extracto se almacené a -20°C.

9. WESTERN BLOT

Los extractos totales se diluyeron con tampdn Laemli 5X, compuesto de
glicerol 50% (v/v), SDS 10 mM, azul de bromofenol, DTT 100 mM y Tris-HCl
0.3 M a pH 6.8. Se cargaron entre 10 y 50 ug de proteina en un minigel de
poliacrilamida al 12% (v/v) junto con el marcador de peso molecular
(BioRads, #161-0373), y se realizé una electroforesis a 180 V y 50 mA hasta
que el frente llegd al final del gel (1.5 horas aproximadamente).
Posteriormente se realizd la transferencia himeda a una membrana de
nitrocelulosa durante una hora a 100 V y 400 mA, que se bloqued con
leche al 4% (p/v) en tampdn TTBS, compuesto de NaCl 100 mM, Tween
0.05% (v/v) y Tris-HCl 20 mM a pH 7.6, y se incubd toda la noche a 4°C con
el anticuerpo de ratdn primario anti-GFP (Millipore, MAB3538) diluido al
1:1000 en leche al 4% (p/v) en tampdn TTBS. Al dia siguiente, la membrana
se lavod tres veces durante 5 minutos cada lavado con TTBS, y se incubd
durante una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario
de cabra anti-ratén IgG (H+L) conjugado con peroxidasa de rabano (HRP),
(BioRad, #170-6516) diluido al 1:1000 en leche al 4% en tampdn TTBS. Se
repitieron los lavados y se reveld incubandola durante 1 minuto en 5 ml
del medio ECL (luminol 1.25 mM (Sigma, A-8511), 4cido p-cumdrico 2.9
mM (Sigma, C-90008), H,0, 0.1%, Tris-HCI 100 mM, pH 8.5), en oscuridad a
temperatura ambiente. Se reveld en una pelicula (GE Healthcare,
28906837) y la digitalizaciéon se realizd en un densitémetro GS-800
(BioRad) con el programa Quantity One 4.5.2.
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10. GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS

El gen de erGAP2 se clond en el plasmido de expresiéon pCAG (Tian y cols.,
2009), generando el pldsmido pCAG.erGAP2. Este se envid a la compaiiia
ATG:biosynthetics GmbH (Alemania), para optimizar el uso de los codones
del gen, y asi mejorar su expresién en mamiferos.

El vector de expresion, de 5 kb, contiene todos los elementos necesarios
para la 6ptima expresién del transgén (Figura 15) y se digirid con
Sspl/BsaBl para eliminar todos los elementos procariotas y se purifico en
un gel de agarosa a una concentracion del 0.7% (p/v) disuelto en TAE. El
DNA de erGAP2 se microinyectd en oocitos de la cepa de ratdn
C57BL/6JCrl, y el de erGAP3 en oocitos de la cepa B6CBAF2/OlaHsd en la
Unidad de Trangénesis del Centro Nacional de Investigaciones
Cardiovasculares (Madrid).

Sspl BsaBl
l CMV cpA  CAGp 11K GAP 12 WPRE polyA BG polyA 1
—— 1 e 1 aea

CR Linker KDEL
0.5 Kb
|

Figura 15. Casete de expresion de erGAPs empleado para la creacion de ratones
transgénicos. Este transgén contiene, en este orden: el potenciador de expresién de
citomegalovirus (CMV); el 5’-UTR de la B-actina de pollo (cfA); el promotor CAG (CAGp);
el intrén de la B-actina de pollo (lI); la secuencia Kozak (K); el gen de erGAP2 o erGAP3,
formado por la secuencia de direccionalidad de la calreticulina (CR), la GFP, el péptido
enlazante o linker, la aequorina y la secuencia de retencidn KDEL; el intrén de la B-actina
de pollo (I); el elemento de regulacién post-transcripcional del virus de marmota
(WPRE); la secuencia poliA de la hormona de crecimiento bovina (polyA); la secuencia
poliA de B-globina(bG polyA).

El genotipaje de los ratones transgénicos se realizd a partir del DNA
gendmico procedente de la biopsia de la cola. Se partié de unos 3 mm de
cola de ratén (de mds de 3 semanas) disuelto en 750 pul de un tampodn
compuesto de NaCl 100 mM, EDTA 100 mM, SDS 1%, proteinasa K a 0.6
ug/mly Tris-HCI 50 mM a pH 8. Las muestras se incubaron durante toda la
noche en agitacion a 55°C para degradar el tejido. EI DNA se precipitd en
NaCl 5 M e isopropanol, y se resuspendio en buffer TE.
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El genotipaje de los ratones se realizé mediante una PCR a partir del DNA
genomico extraido, optimizada previamente para detectar la presencia del
transgén. Cada muestra de DNA se sometid a una reaccién doble con dos
parejas de oligonucledtidos (Tabla 7): #30 y #31, que amplifican un
fragmento de GAP de 234 pb (correspondientes a los nucledtidos 454 al
687 del gen erGAP), y #32 y #33, que amplifican un fragmento de 350 pb
del gen constitutivo gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH),
como control interno positivo de la PCR.

N2 Gen Secuencia

30 mGFPuv GATGGCAACATCCTCGGACA
31 mGFPuv GTCCTTGCTCAGGGCTGATT

32 GADPH GTCTTCTGGGTGGCAGTGATGG
33 GADPH CATCACCATCTTCCAGGAGCGA

Tabla 7. Lista de oligonucleétidos empleados en los ensayos de genotipaje de los
ratones transgénicos.

Los productos de la reaccién de PCR se analizaron por electroforesis en un
gel de agarosa al 2%. En la Figura 16 se muestra un resultado
representativo donde se analizaron 9 ratones. La banda de GADPH aparece
en todas las muestras, mientras que la banda especifica de GAP aparece
solo en las muestras positivas, que han sido todas excepto la nimero 7.

1 23 456 789 C+C+ C- C-

)
-

500 pb _

400 pb

300 pb +«— GADPH

200 pb +«— GAP

Figura 16. Resultado tipo de un genotipaje. De los carriles 1 al 9 estan las PCR para
nueve ratones, de los cuales todos son transgénicos, excepto el numero 7 (al que le falta
la banda a 234 pb). Los dos carriles C+ son controles positivos, y los carriles C- los
controles negativos: el de la izquierda de un ratén no transgénico, y el de la derecha de
una PCR sin ADN.
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En el caso de erGAP2, se obtuvieron 3 ratones negativos y 2 ratones
positivos en cuatro sesiones de microinyeccidn por analisis de genotipaje.
Sélo uno expresaba el sensor, dando lugar a la Linea 3. En el caso de
erGAP3, se obtuvieron 6 fundadores en dos sesiones de microinyeccion
analizados por genotipaje. Al cruzar estos ratones con otros ratones de
tipo salvaje, se comprobd que uno de ellos no transmitia el transgén, dos
no expresaban el sensor, y otro se descartd. Los dos fundadores restantes
expresaban y transmitian el sensor, y dieron lugar a las Lineas 1y 10.

11. HISTOLOGIA

La expresidn de los sensores erGAP en los ratones transgénicos se analizo
en secciones histolégicas. Los ratones se anestesiaron mediante una
inyeccion intraperitoneal con ketamina y xilacina (10 y 100 mg/kg,
respectivamente) y los tejidos se fijaron por perfusion intracardiaca con
paraformaldehido (PFA) al 4% (v/v), y se extrajeron y post-fijaron en PFA al
4% durante toda la noche. Posteriormente, los érganos se sumergieron en
una solucién de PBS:sacarosa al 30%, y a continuacion se transfirieron a un
medio de sacarosa al 30%:Tissue-Tek (1:1) (Sakura Finetek USA),
manteniéndolos siempre a 4°C. Finalmente, las muestras se colocaron en
un molde, se embebieron en Tissue-Tek y se guardaron a -80°C. Las
secciones se realizaron con un microtomo Microm HM 550 (Thermo
Scientific), con un grosor de 30 um, y se montaron en portaobjetos.

En general, para la caracterizacion de los ratones transgénicos, las
secciones se protegieron con un cubreobjetos y se analizaron mediante
microscopia de fluorescencia. Las imdagenes se tomaron con un
microscopio Nikon Eclipse 80i equipado con los objetivos Nikon PlanApo
4X/0.2 y 20X/0.75. La fluorescencia verde se recogio usando el filtro de
excitacion de 450-490. Algunas secciones de tejidos concretos como el
pancreas se procesaron para hacer inmunofluorescencia.

12. INMUNOFLUORESCENCIA

Los experimentos de colocalizacion en el RE se llevaron a cabo por
inmunofluorescencia. Los clones estables de Hela que expresan las
proteinas erGAP2 o erGAP3 se sembraron el dia anterior al 70-80% de
confluencia en cubreobjetos de 12 mm de diametro tratados con poli-L-
lisina 0.1 mg/ml (Sigma, P1274). Tras lavar 3 veces con PBS, se fijaron con
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PFA al 4% durante 20 minutos a temperatura ambiente, seguido de 3
lavados con PBS para eliminar los restos de PFA. La permeabilizacién y el
blogueo se hicieron en PBS con Tritén-X-100 al 0.2% (v/v) y suero de cabra
al 10% (v/v) (PBS-TS), seguidos de 3 lavados de 5 minutos con PBS con
suero de cabra al 10% (v/v) (PBS-S), y se incubaron toda la noche a 4°C en
oscuridad y con agitacidon con PBS-S y el anticuerpo primario (Tabla 8)
diluido 1:200. Al dia siguiente se lavaron con PBS-S 3 veces durante 5
minutos y se incubaron con PBS-S y el anticuerpo secundario (Tabla 9)
diluido 1:200 durante 1 hora a temperatura ambiente, con agitacién y en
oscuridad. Se lavaron tres veces 5 minutos con PBS, se incubaron 5-10
minutos con DAPI diluido a 100 ng/ml en PBS, se lavaron con PBS, y por
ultimo con agua destilada para lavar las sales. Los cubreobjetos se
montaron en liquido de montaje Vectashield (H-1000), y se sellaron con
laca de ufias transparente.

Las secciones histoldgicas de los ratones transgénicos preparadas como se
ha descrito en el apartado anterior se procesaron de forma similar, con la
salvedad de que el Tritdon-X-100 estaba al 0.1%, y las diluciones de los
anticuerpos primarios y secundarios fueron de 1:1000 y 1:500
respectivamente.

Anti
n .|cuer:po Marcaje Especie Casa comercial
primario
, Santa Cruz Biotechnology,
SERCAZ2 (1ID8) RE Ratdn <c-53010
TGN46 Trans Golgi Oveja abD Serotec, AHP500G
Insulina Células p de los islotes | o Sigma Aldrich, 12018
de Langerhans
Glucagoén Células o de los islotes Conejo Monosan, PS087
de Langerhans
Somatostatina el Raton Gen tex, SOM-018
de Langerhans

Tabla 8. Tabla de anticuerpos primarios empleados en inmunofluorescencia.
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Anticuerpo secundario Especie Casa comercial

Alexa Fluor 568, 1gG (H + L) | Cabra-anti-ratén | Molecular Probes, A-11031

Alexa Fluor 568, I1gG (H + L) | Burro-anti-oveja | Molecular Probes, A-21099

Alexa Fluor 568, IgG (H + L) | Cabra-anti-conejo | Molecular Probes, A-11011

Tabla 9. Tabla de anticuerpos secundarios empleados en inmunofluorescencia.

Las imagenes de fluorescencia en células en monocapa se tomaron en un
microscopio confocal SP5 Leica con un objetivo de inmersion en aceite
63xPlan-Apochromat (1.4 de NA) equipado con un laser blanco, y se
analizaron con el programa ImageJ.

Las imagenes de las secciones de los ratones transgénicos se tomaron en el
microscopio de Fluorescencia NIKON Eclipse 90i, con cdmara CCD (NIKON,
modelo DS-Ri1), objetivo 40x/0.75, con los filtros B-2A (Ex. 450-490) y G-2A
(Ex. 510-560).

13. EXTRACCION DE LAS CELULAS INMUNITARIAS DE BAZO DE RATON

Las células inmunitarias se obtuvieron del bazo de ratones de tres meses
de edad, de tipo C57BL6 salvaje y de las lineas transgénicas de erGAP3
(Lineas 1 y 10), siguiendo el protocolo de (Martin y cols., 2014). Se
sacrificaron mediante por dislocacién cervical, y se extrajeron los bazos,
qgue se disgregaron presionandolos suavemente con el émbolo de una
jeringa de 5 ml, colocado sobre un filtro de 40 um en PBS con suero fetal
bovino (FBS) al 2% (v/v). Posteriormente las muestras se centrifugaron
durante 10 minutos a 300g y 4°C y el precipitado se resuspendidé en
tampodn de lisis de eritrocitos (NH,Cl 150 mM, KHCO5; 10 mM, Na,EDTA 0.1
mM, pH 7.3). Se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos, y se
detuvo el proceso de lisis celular con 20 ml de PBS. Las muestras se lavaron
durante 8 minutos a 300g y 4°C, el sedimento se resuspendié en PBS. Esto
se repitid dos veces y el precipitado final se resuspendié en 5 ml de PBS
para la citometria de flujo, o en medio DMEM sin rojo fenol, con FBS al
10% (v/v) y glutamax al 1% (v/v), estreptomicina y penicilina al 1% (v/v)
para mantenerlas en cultivo, a una densidad de 10° células/ml. Se
sembraron 10° células por pocillo en cubreobjetos de 12 mm de didmetro
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tratados con poli-L-lisina 0.1 mg/ml. Los experimentos de imagen se
realizaron a los 2-3 dias.

14. CITOMETRIA DE FLUJO

Las células de bazo se resuspendieron en 10 ml de PBS, se contaron con
una camara de Neubauer, y se partié de 5-10° células, que se incubaron
con anticuerpos primarios conjugados frente a marcadores de superficie,
diluidos 1:1000 (Tabla 10). La incubacidn se realizé durante al menos 20
minutos en hielo y en oscuridad. Se centrifugaron las células a 300g y 4°C
durante 10 minutos, y se resuspendieron en 500 pl de PBS que contenia
FBS al 2% (v/v). Las células se analizaron en el citdmetro de flujo Gallios
(Beckman Coulter), y se detectaron las células marcadas con el detector
FL1 (525/40 nm, para el verde de la GFPuv), FL2 (575/30 nm, para el
amarillo de la ficoeritrina o PE) y FL6 (660/20 nm, para el rojo de la
aloficocianina o APC).

Antigeno (tipo Fluoréforo Casa comercial
celular)
CD11b (monocitos y APC eBioscience, clon M1/70, #17-0112-81
macrofagos)
CD11c (células PE Integrin p150/0p, clon N418, #12-0114-
dendriticas) 81
CD3 (linfocitos T) APC BD Biosciencez,cl31DlPP;a;r3rgi6nsgen, clon 145-
CD4 (linfocitos T APC InmunoStep, clon HP2/6, 4PE-100T
helper)
CD19 (linfocitos B) PE Biolegend, 6D5 115508, lot B153661
F4:80 (monocitos) APC EBioscience, clon BM8, 17-4801-80
F4:80 (control APC) APC EBioscience, Rat IgG2a Kiso, clon eBR2a

Tabla 10. Anticuerpos empleados en la citometria de flujo.

15. CULTIVOS MIXTOS DE HIPOCAMPO

En primer lugar, se prepararon los diferentes medios de cultivo:
neurobasal (ThermoFisher, Z1103049), B27 al 2% (v/v), penicilina y
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estreptomicina al 1% (v/v), glutamina dipéptido 2 mM y FBS al 2.5% (v/v).
Para la diseccién se emplea medio HBSS (Hank’s balanced salt solution, sin
rojo fenol, Ca** o Mg, Gibco, 14175-053), glucosa 10 mM y BSA al 0.05%
(p/v). Ambos medios debian estar estériles y filtrados. Para la digestion del
tejido se utilizd este ultimo medio suplementado con papaina 0.42 mg/ml
(Worthington Biochemical Corporation, LS003119) y DNAsa 0.06 mg/ml
(Roche, 10104159001).

Los ratones neonatos (P0O-P2) se decapitaron con tijeras y las cabezas se
colocaron en medio Hank’s completo (con glucosa y BSA) frio. Los dos
hemisferios del cerebro se diseccionaron bajo la lupa (Zeiss, Stemi DV4),
retirando cuidadosamente las meninges, y se separaron los hipocampos
del resto del hemisferio, colocandolos en una placa de Petri con medio
Hank’s completo. A continuacién, con ayuda de una pipeta Pasteur, se
transfirieron a un tubo para su digestidon enzimatica y se incubaron a 37°C
durante 20 minutos. Seguidamente, se lavaron 3 veces con medio Hank’s y
se afadié medio neurobasal suplementado con DNAsa 0.06 mg/ml y FBS al
10% (v/v) para inactivar la papaina, y se disgregaron mecanicamente,
mediante resuspension suave con pipeta. Las células se contaron en una
camara Neubauer. Se sembraron a una densidad de 10> células/pocillo
sobre un portaobjetos de 12 mm de didmetro tratado previamente con
poli-L-lisina (40 pg/ml). Los cultivos se mantuvieron en el incubador a 37°C
y 5% CO,, durante 2 horas para permitir la adhesion de las células.
Finalmente se lavaron 2 veces con medio Hank’s completo para retirar los
restos celulares y de tejido, y se afadieron 400 ul de medio neurobasal
completo. Las células se mantuvieron en cultivo una semana antes de

realizar los experimentos de medidas de [Ca®].

16. AISLAMIENTO DE LOS ISLOTES DE LANGERHANS

Los ratones transgénicos de erGAP3 (Lineas 1y 10), de tres meses de edad,
se sacrificaron mediante dislocacion cervical. Tras una incision abdominal,
se bloqued la unidn del conducto biliar con el intestino delgado mediante
unas pinzas de clampaje, y se inyecté a través de dicho conducto, hasta
qgue el pancreas se hinchd, una solucién con colagenasa tipo V (Sigma)
preparada en el siguiente medio: NaCl 115 mM, KCI 5 mM, NaHCO; 10
mM, MgCl, 1.1 mM, NaH,CO, 1.2 mM, CaCl, 2.5 mM, BSA 1%, Glucosa 5
mM, HEPES 25 mM, pH 7.4. Después, se transfirid el 6rgano a un tubo y se
incubd durante 10 minutos a 37°C para digerir el tejido exocrino.
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Posteriormente, el tubo se colocé en hielo durante 10 minutos, el tiempo
suficiente para que precipitaran los fragmentos no digeridos, mientras que
los islotes aislados permanecian en el sobrenadante. El sobrenadante se
transfirié a una placa Petri, de donde se recogieron los islotes individuales
con una pipeta bajo una lupa (Stemi DV4, Zeiss). Los islotes se
mantuvieron durante 2-3 horas en un incubador a 37°C y atmdsfera
himeda, antes de ser utilizados en los experimentos.

17. EXTRACCION DE HIPOFISIS

Los ratones transgénicos erGAP3 de las Lineas 1y 10 de entre 7 dias y 2.5
meses se sacrificaron mediante inhalacion de CO,, seguido de
decapitacion. Se les retird la piel de la cabeza, se les cortd el craneo con
tijeras, y con la parte posterior de unas pinzas se les retird el cerebro y el
cerebelo, dejando visibles los huesos de la base del craneo. La glandula
hipofisaria de ratén estd formada por la adenohipdfisis, que tiene forma
rectangular de 1 x 2 mm aproximadamente, y la neurohipdfisis, de forma
circular y que se situa sobre la adenohipdfisis. La hipodfisis se extrajo del
hueco conocido como “silla turca”, y se colocd en una gota de medio
extracelular (MEC), compuesto de NaCl 145 mM, KClI 5 mM, glucosa 10
mM, MgCl, 1 mM y HEPES 10 mM a pH 7.6, sobre el tapén de un tubo
eppendorf oscuro, con la neurohipofisis hacia arriba para prepararla para
las medidas de imagen.

18. RODAIJAS DE HIPOCAMPO

Las rodajas de hipocampo se realizaron con un protocolo basado en el de
(Liao y Lien, 2009). Los ratones transgénicos para erGAP2 en estadio P4-P9
se sacrificaron mediante decapitacion. Los cerebros se extrajeron
rapidamente y se colocaron en una placa de Petri con fluido
cerebroespinal artificial | (ACSF 1), compuesto de: KCl 4 mM, glucosa 10
mM, sacarosa 248 mM, CaCl, 1 mM, MgCl, 5 mM, NaHCO; 26 mM,
gaseado con carbégeno (mezcla de 95% de O, + 5% de CO,) resultando en
un pH de 7.4. Bajo la lupa se separd el hipocampo, y se cortd en rodajas de
350 um de grosor con un cortador Mcllwain Tissue Chopper (Ted Pella,
INC.). Las rodajas se mantuvieron durante un periodo minimo de una hora
a temperatura ambiente en el medio ACSF II, compuesto de: NaCl 125 mM,
KCl 2.5 mM, NaHCO; 26 mM, NaH,P0O, 1.25 mM, glucosa 10 mM, CaCl, 1
mM y MgCl, 1 mM, gaseado con carbégeno al 5% (pH 7.4).
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19. MEDIDAS DE Ca’* MEDIANTE IMAGEN DE CELULA UNICA

Los experimentos de imagen se realizaron en dos equipos diferentes. El
primero es un microscopio invertido Nikon Diaphot equipado con un
objetivo 20X PlanApoUV (Olympus, 0.7 de apertura numérica, NA), y una
lampara de xenon de 75 W. La fluorescencia de GAP se monitorizd a dos
longitudes de onda, usando los filtros 403/12DF y 470/25DF controlados
por una rueda de filtros, y un espejo dicroico DM500 con un filtro LP520.
La fluorescencia emitida se registré usando una camara C4742-98
(Hamamatsu). En los experimentos en los que se combind la medida de
fluorescencia de GAP con la del Fura-2, los filtros utilizados fueron 340/10
y 380/10 para el Fura-2 y 470/25DF para GAP. La captura de imagenes se
realizé con el software Simple PCI 6 (Hamamatsu).

El segundo equipo es un microscopio directo Zeiss Axioplan 2, equipado
con un objetivo 20X Achroplan (Zeiss, 0.5 de NA) de inmersion en agua, un
objetivo 5X Plan-Neofluor (Zeiss, 0.15 de NA), y una lampara de xenon de
75 W. La fluorescencia de GAP se monitorizd a dos longitudes de onda de
excitacion usando los filtros 405/25DF y 470/35DF, controlados por una
rueda de filtros, y un filtro de emisién 540/50 BP. El Rhod-3 se excitd a
usando un filtro de 545/12 nm y la emisién se registré con un filtro LP590.
La fluorescencia se recogié con una cdmara AxioCam (Zeiss) y la captura de
imagenes se realizé con el software AxioVision (Zeiss).

Las soluciones se aplicaron por un sistema de perfusidon continua por
gravedad, a 5-6 ml/min. Salvo que se indique lo contrario, los
experimentos se realizaron a temperatura ambiente, y se utilizé la solucion
de perfusion MEC, con 1 mM de CaCl,, o bien con 0.5 mM de EGTA,
suplementado con los estimulos especificados en el apartado 23. Las
calibraciones in situ de GAP2 y GAP3 se realizaron en células
permeabilizadas. Primero, las células se trataron con tapsigargina 1 uM en
medio MEC con EGTA 0.5 mM para vaciar el RE de Ca’*. Posteriormente,
durante el experimento de imagen, se perfundieron las células con un
medio compuesto por KCI 140 mM, ATP 1 mM, succinato-Na 2 mM,
piruvato-Na 1 mM, MgCl, 1 mM, EGTA 2 mM, digitonina 60 uM, HEPES 20
mM a pH 7.2 durante 1 minuto. Una vez permeabilizadas, se afiadid a la
camara de perfusion el mismo medio sin digitonina, suplementado con los
iondforos nigericina 10 uM (un ionéforo de K* y H'), gramicidina 1 pM (un
ionéforo de cationes monovalentes), CCCP 1 pM (un iondforo de HY),
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monensina 20 uM (un iondforo de cationes monovalentes) y 4BrA23187
10 uM (un iondforo de Ca®*, Mg** y H'), y con [Ca*'] que varian entre O
(obtenido con EGTA 2 mM) y 10 mM.

Las células Hela y los monocitos se sembraron a una densidad de 5-10*
células en cubreobjetos de 12 mm de diametro, tratados con poli-L-lisina
0.1 mg/ml, y los cultivos mixtos se sembraron a 10’ células en los mismos
cubreobjetos tratados con poli-L-lisina 0.1 mg/ml.

La medida del calcio citosdlico se realizé con los indicadores sintéticos
Fura-2-AM o bien Rhod-3-AM. Las células se cargaron mediante su
incubacién en medio externo con el indicador, en tiempo de carga en
torno a una hora, a temperatura ambiente, en oscuridad y en agitacion.
Los indicadores se diluyeron a 2 6 4 uM para cargar las células sembradas,
y a 16 uM para cargar las rodajas de hipocampo.

Los islotes de Langerhans se cargaron en suspension con Fura-2-AM 2 uM
durante una hora, y se situaron en cristales de 12 mm tratados con poli-L-
lisina 0.1 mg/ml durante 10 minutos, o mediante un coagulo de fibrina y
trombina, en el que se embeben parcialmente los islotes. Los
experimentos se realizaron a 37°C con medio extracelular compuesto por
NaCl 120 mM, KCI 5 mM, tampdn de NaHCO; 25 mM, pH 7.2, MgCl, x H,0
1.2 mM, CaCl, x H,0 1.2 mM vy glucosa, gaseados con carbdgeno 95% O, y
5% CO,. La concentraciéon de la glucosa variaba a lo largo de los
experimentos para estimular los islotes.

Las rodajas de hipocampo se montaron en la cdmara de perfusion del
equipo de imagen pegandolas mediante un coagulo hecho con fibrina y
trombina, sobre un papel de celulosa. Se perfundieron a temperatura
ambiente con el medio ACSF Il, en el que se disolvieron los estimulos
siguientes: ATP 0.1 mM, glutamato 20 uM, KCl 80 mM y cafeina 20 mM 6
50 mM.

Al igual que las rodajas, la hipdfisis se montd en la cdmara de perfusidn
mediante codgulo de trombina y fibrina formado en un papel de celulosa,
con la neurohipodfisis mirando hacia el papel. De esta forma, la
adenohipdfisis queda accesible a los medios con los que se realizaron los
experimentos de imagen.

El tratamiento de las imagenes se realizé con el programa Image J, con el
que se substrajo el fondo y se calculé el cociente entre las dos
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fluorescencias pixel a pixel. Los registros se representan como R/R, (para
los indicadores ratiométricos) o F/F, (para los indicadores
intensiométricos), siendo Ry el cociente de las longitudes de onda en
estado basal (para GAP o Fura-2), y Fy la intensidad de fluorescencia en
estado basal (para Rhod-3).

La calibracién de la sefial fluorescente en [Ca’’] se basé en la
normalizacion de la fluorescencia entre 0y 1, y la ecuacién de Hill. Para la
normalizacion se uso la férmula:

Y = R — Rmin

Rmax - Rmin (1)

Donde "Y” es la sefial fluorescente normalizada; R es el cociente F470/F403
en un determinado momento del experimento; R., es dicho cociente
cuando el sensor estd en ausencia de Ca®', lo cual se obtiene vaciando
completamente el RE al perfundir las células con MEC con EGTA 0.5 mM,
suplementado con TBH 10 uM, ATP 100 uM y/o histamina 100 uM; y Ryax
= rango dinamico - Ry,». Una vez obtenido el valor “Y”, se puede calcular la
[Ca**] con la férmula de Hill:

Vmax ' [C32+]n
K2 + [Ca2+]"

()

Al normalizarse la sefial fluorescente entre 0 y 1, se asume que V. = 1.
Igualando las formulas 1y 2, sustituyendo V. por 1y despejando [Ca®’]
se obtiene:

Kq

_ rY
(Pli{{m—ax—[{mj) )

[Ca®*] =

(3)

Tanto en las calibraciones in vitro como in situ de GAP2 y GAP3, el valor de
n es igual a 1, por lo que se sustituye este valor en la formula (ver en
Resultados, en los apartados 2.3, 3.1y 5.2), y quedaria la férmula calculada
previamente para el Fura (Grynkiewicz y cols., 1985):

Kd ' (R - Rmin)
Rmax — R

[Ca®*] =
(4)
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20. GENERACION DE MOSCAS TRANSGENICAS

El gen de erGAP3 se clond en el vector pUASTattB (Figura 17). Este vector
contiene los siguientes elementos génicos: el gen de seleccién white (que
da color rojo a los ojos de las moscas); la secuencia de recombinacion loxP;
el promotor UAS, que es inducible y se controla por el factor de
transcripcion GAL4; un sitio de clonacion multiple donde se insertd el gen
de erGAP3; la secuencia de poliadenilacién del virus SV40; vy, la secuencia
de integracion attB. Este plasmido fue enviado a Best Gene Inc., donde se
microinyectd en embriones de una linea de Drosophila que contiene la
secuencia attP en un locus especifico de su genoma (Figura 18), y que no
posee un gen funcional de coloracion de los ojos. Este locus es el 86F,
situado en el brazo largo del cromosoma 3, que se eligié por ser uno de los
sitios con menor letalidad en homocigosis (ver pagina web de Best Gene
Inc.). Dicho locus también contiene el promotor 3xP3, que controla la
expresion del marcador dsRFP; todo esto estd flanqueado por dos sitios
LoxP, y por ultimo estd el sitio de integracion attP. Todo este casete esta
flanqueado por repeticiones invertidas mariner (los triangulos blancos). El
pldsmido pUASattB.erGAP3 se microinyecté en embriones de Drosophila
junto con el mMRNA de la integrasa ®C31, que permite la recombinacion y
la integracién del casete de expresion en el genoma de la mosca. Una vez
integrado, el casete del gen de la dsRFP y el gen white se eliminaron
microinyectando el mRNA de la recombinasa Cre, que escindié todo el
DNA contenido entre los dos sitios loxP mds distantes (Bischof y cols.,
2007). Mediante este procedimiento se obtuvieron 5 lineas de moscas
transgénicas, de las cuales se conservaron dos que poseen el transgén
erGAP3 bajo el control del promotor UAS y tienen los ojos blancos, debido
a que el gen white se eliminé del genoma de la mosca.

La expresion de erGAP3 en un tejido especifico se realizd6 mediante el
sistema GAL4:UAS (Brand y Perrimon, 1993), que consiste en el cruce
entre moscas transgénicas para erGAP3 con otras lineas de moscas
transgénicas para GAL4 (el inductor del promotor UAS), cuya expresion
estd controlada por un promotor especifico de tejido. De esta forma, la
descendencia de estos cruces (la F1) expresa erGAP3 en un tejido
concreto, gracias a que el promotor UAS es activado por GAL4, inducido a
su vez por el promotor especifico. Segun esto, la expresion de erGAP3 en
musculo estriado se realizé con moscas transgénicas portadoras del gen
del inductor GAL4 bajo el control del promotor de la cadena pesada de la
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miosina (Mhc) (Mitra y cols., 1996). De forma similar, se generaron otras
dos lineas de moscas transgénicas especificas de musculo, una para
GCaMP3 citosélico (Tian y cols., 2009), para usarlas como control positivo
de las mediciones en el RE, y otra para la GFP dirigida a la membrana
plasmatica (pmGFP) (Mohseni y cols., 2009), para utilizarlas como control

negativo.
pUASattB.erGAP3
Vector
white_][loxP{UAS-GAP-svaolfatte
X et
A~ <Hioxzxp3-ree floxPlEBH > _~. Locus 86F
T Cre *
attR attL

Resultado de
Won_iHBxP3-RFPH|0xP|-.]—/ white UAS'GAP'SV4OI'E.-D\f\ la integracion

—  Cre

Figura 17. Mecanismo de insercion del vector pUASTattB en el sitio attP del
cromosoma de Drosophila. La integrasa ®C31 media la recombinacidn entre attB y attP,
que integra el vector en el genoma, creando los sitios attL y attR. Los sitios loxP
permiten la eliminacion del gen de la dsRFP, o dsRFP y white (como indican las cabezas
de flecha) con la recombinasa Cre. (Figura basada en la Figura 1 de (Bischof y cols.,
2007)).

21. MEDICION DE LA [Ca**]ze EN MUSCULO DE DROSOPHILA IN VIVO

Las moscas adultas de la linea Mhc_erGAP3 se anestesiaron con CO, e
inmediatamente se montaron embebiéndolas en una gota de agarosa de
bajo punto de fusién (Sigma, A6560) al 3% (p/v), dejando el térax por
encima de la superficie de la agarosa (Figura 18A). Las imagenes se
obtuvieron con un microscopio estereoscépico de fluorescencia (Leica MZ
16FA) equipado con un objetivo PLANAPO 1x (NA 0.14), y una lampara de
mercurio de 100 W. La fluorescencia de GAP se registrd, primero a 470 nm
(filtro 470/40), y después a 405 nm (filtro 405/40). La fluorescencia de
GCaMP3 y pmGFP se registré sélo a 470 nm. La emision se fijé en todos los
casos a 525 nm (filtro 525/50). Los parametros utilizados fueron: zoom
6.5x, 12 bits, binning 4x4, y ganancia de 1. Las medidas se tomaron en los
musculos dorsolongitudinales del torax de la mosca que se estimularon
mediante el sistema de la fibra gigante (Figura 18B). Este consiste en el
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empalamiento de dos electrodos de tungsteno en los ojos de la mosca, y la
activacion indirecta de los motoneuronas a través de impulsos eléctricos.

Cada experimento comenzd con una comprobacion visual del movimiento
de las alas tras una estimulacion. La fluorescencia de erGAP3 se registré
primero a 470 nm de excitacion y, posteriormente, se repitidé el protocolo
a 405 nm. Los tiempos de exposicion para 470 nm fueron de 25 ms, y para
405 de 35 ms. El protocolo de estimulacion se hizo a 6 voltios durante 30
ms con frecuencias de entre 0.25 y 16 Hz, se tomaron imagenes cada 100
ms. El tratamiento de las imagenes se realizé con el programa Image J, con
el que se substrajo el fondo y se calculé el cociente entre las dos
fluorescencias pixel a pixel.

A\ B

™

Ty

DLMs
TTMn

Figura 18. Esquema del montaje de las moscas para la medicidn in vivo. (A) Las moscas
estan embebidas en agarosa, en las que quedan atrapadas las alas. Los electrodos se
clavan en los ojos de las moscas, cuyo térax, donde se va a registrar, se situa debajo del
objetivo. (B) Esquema del sistema de la fibra gigante, del que se muestra solo una mitad.
La fibra gigante (GF, en rojo) transmite impulsos nerviosos desde el cerebro hasta el
ganglio de la caja toracica, donde hace sinapsis con la motoneurona tergotrochanteral
(TTMn, en azul), la cual inerva el musculo tergotrochanteral (TTM) y la interneurona
sindptica periférica (PSI, en verde). Esta a su vez hace sinapsis con las motoneuronas
dorsolongitudinales (DLMns, en amarillo), que inerva los musculos dorsolongitudinales
(DLMs). En blanco se representan la posicion relativa de los electrodos empalados
(figura tomada de (Allen y Godenschwege, 2010)).
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22. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron en medias + desviacién o error estdndar de la
media (DSM y ESM, respectivamente). La significacidon se calculd, segun el
caso, con el test de Kruskal-Wallis, el de Mann-Whitney o el de Student-
Newman-Keuls, mediante el programa GraphPad InStat3.

23. LISTA DE MATERIALES

COMPUESTO [STOCK] | [Soluciones] REFERENCIA
Fura-2 2mM 2-4uM | Molecular Probes, F1201
Rhod-3 2mM 2-16 uM | Molecular Probes, R10145
ATP 100 mM 100 uMm Sigma-Aldrich, A3377
Histamina 100 mM 100 uM Sigma-Aldrich, H7250
Carbacol 10 mM 10 uM Sigma-Aldrich, C4382
Cafeina - 20-50 mM | Sigma-Aldrich, C0750
Lipopolisacaridos | 5 mg/ml 10 ug/ml | Sigma-Aldrich, L2880
Acetilcolina 10 mM 10 uM Sigma-Aldrich, A2661
Glutamato 100 mM 20 uM Sigma-Aldrich, 49621
TRH 0.1 mM 10 nM Sigma-Aldrich, P1319
LHRH 1 mM 10 nM Sigma-Aldrich, L1898
GHRH 1mM 10 nM Sigma-Aldrich, SPC0160
Tapsigargina 2mM 1uM Calbiochem, 586005
TBH 10 mM 10 uM Sigma-Aldrich, 112976
Digitonina 100 mM 60 uM Sigma-Aldrich, D141
Nigericina 5mM 10 uM Sigma-Aldrich, N5509
Gramicidina 5mM 1um Sigma-Aldrich, G5002
CCcCP 1mM 1uMm Sigma-Aldrich, C2759
Monensina 20 mM 20 uM Calbiochem, 475895
4BrA23187 10 mM 10 uM Molecular Probes, B1494

Tabla 11. Lista de materiales empleados en esta tesis.
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El modo de dar una vez en el clavo, es dar cien veces en la
herradura.

Miguel de Unamuno
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DISENO Y ANALISIS DE LOS MUTANTES DE GAP

|
Con objeto de construir una aequorina de baja afinidad mas adecuada
para las concentraciones de Ca** que se dan en el RE y en el aparato de
Golgi se diseind, en primer lugar, una libreria de 22 mutaciones puntuales
de GAP partiendo de la mutacién D119A (que ya disminuye la afinidad de
la aequorina por el Ca®* unas 20 veces) con el objetivo de disminuir la
afinidad por Ca®* en un orden de magnitud mas. En la Tabla 12 se muestra
la secuencia aminoacidica de los bucles de las tres manos EF funcionales
de la aequorina, que son la |, la lll y la IV, manteniendo la homologia con
las de la proteina de referencia calmodulina, y donde se ha resaltado en
rojo el residuo D119 y en azul los residuos que se han mutado. En general,
se han seleccionado residuos que participan directamente en el enlace de
coordinacion del Ca*', es decir, las posiciones designadas como X, Y, Z, -Y,
-X'y -Z del motivo consenso de las manos EF (Figura 2), aunque también se
ha sustituido algun residuo no directamente implicado en la unién a Ca**, o
que incluso no pertenece al dominio mano EF.

En primer lugar, se eligio mutar la posicidon X, que son los aspartatos 24
(mutaciones 1, 2 y 3), 117 (mutaciones 9 y 10) y 153 (mutacién 16). De
forma analoga, la posicién —Z esta muy conservada en glutamato en las
tres manos EF y, por ello, se selecciond para una segunda serie de
mutaciones (mutaciones 7, 14, 15 y 22). La posicidon Z también se incluyo
en el estudio, ya que, a pesar de que no la ocupan aminoacidos de
naturaleza acidica, forma parte de la pirdmide doble (mutaciones 5, 6, 13 y
20). A continuacién, se mutaron otros residuos acidicos menos
consensuados en las tres manos EF de la aequorina, como son los
aspartatos 155 y 161 de la cuarta mano EF, que ocupan las posiciones Y y
—X, respectivamente (mutaciones 17 y 21), y el glutamato 156, que no
forma directamente un enlace con el Ca** (mutaciones 18 y 19). Ademas,
se incluyeron en el estudio dos mutaciones en las que el aspartato 119 se
sustituyd por otros residuos distintos de alanina, concretamente por lisina
o isoleucina (mutaciones 11 y 12, respectivamente). Por dltimo, se mutdé la
valina en la posicion 25 a pesar de no ser acidico y no formar parte del sitio
de unién a Ca’* (mutacidén 5), y aunque la tirosina 38 no pertenece
estrictamente al bucle de la mano EF, forma parte de la hélice o
colindante, y por ello se incluyé también como residuo a mutar.
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En el estudio se favorecieron las sustituciones conservativas, donde los
residuos acidicos aspartato y glutamato se mutaron a sus
correspondientes amidas, asparragina y glutamina, de tal modo que se
altera la carga, pero se conserva el tamafio global del residuo. Ademas se
incluyeron algunas sustituciones menos conservativas a aminoacidos
hidrofébicos (leucina, isoleucina, valina y prolina), basicos (histidina,
arginina y lisina) o polares sin carga (serina).

24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
EF1: D \ N H N G K | S L D E

117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128
EF3: D K D Q N G A | T L D E

153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164
EF4: D I D E S G Q L D Vv D E

Tabla 12. Secuencias aminoacidicas de los bucles de las tres manos EF funcionales de la
aequorina. Los nimeros representan las posiciones en la secuencia primaria. En rojo se
indica el aspartato 119, y en azul los residuos adicionales que se han mutado.

Las reacciones de mutagénesis dirigida originalmente se realizaron en el
pldsmido de expresion eucariota pcDNA3 vy, posteriormente, se verificaron
por secuenciacion. Las mutantes positivas se subclonaron en el vector de
expresion bacteriano pET28a, que contiene la secuencia codificante para
seis histidinas en fase con el extremo N-terminal de la proteina (Figura 19).
Esta estrategia se usara para la purificacion proteica mediante afinidad con
Ni*".

| | His-GAP

His, GFP AEQ
0.5 Kb

Figura 19. Esquema de la construccion de GAP utilizado para su expresidon en
procariotas. El gen de GAP esta clonado en fase detras del péptido de seis histidinas
(Hisg) del vector de expresidn bacteriano (pET28a).
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El ensayo de andlisis de los mutantes se realizé con las proteinas
recombinantes extraidas de bacterias. Para ello se adaptaron los
protocolos de induccidn y extraccidn proteica, y se pusieron a punto a
mini-escala en el laboratorio para poder procesar simultaneamente todas
las mutantes. La induccidn con IPTG hizo que las proteinas se expresaran
en grandes cantidades que se acumularon mayoritariamente de forma
insoluble en los cuerpos de inclusidn bacterianos, y en menor medida, de
forma soluble en el citosol. El hecho de que las proteinas recombinantes se
localicen en los cuerpos de inclusion facilita la purificacion. Se hicieron
experimentos para comprobar si la proteina soluble era funcional, y como
resulté no serlo, hubo que extraer la proteina insoluble de los cuerpos de
inclusion mediante desnaturalizacion con urea, y posteriormente
renaturalizarla. La concentracién de la proteina en los extractos se
cuantificé por el método de Bradford y se ajustd a 3-6 mg/ml para realizar
los distintos ensayos de caracterizacion de GAP.

El ensayo de placa se diseid para detectar selectivamente las variantes de
baja afinidad por un aumento de la fluorescencia al incrementar la
concentracion de Ca** desde 0.1 a 1 mM. En estas condiciones, solamente
las mutantes con una Ky superior a 100 uM tendrian un aumento de
fluorescencia considerable (véase mas adelante). La fluorescencia se midié
en el lector de placas de 96 pocillos, leyendo para cada uno de los
mutantes a 390 y 485 nm de excitacién, y 535 nm de emisidn. Estas
longitudes de onda se escogieron entre los filtros disponibles en el lector
de placas con longitudes de onda mds cercanas a los maximos de GAP (405
nm y 470 nm de excitaciéon y 520 nm de emisién respectivamente). Los
cocientes 485/390 cambiaron con el Ca** en las muestras de GAP de forma
muy similar a los cocientes 470/405. Las lecturas se hicieron a tres
concentraciones de Ca**: 0 (con EGTA 0.1 mM), 0.1 mM y 1 mM de CaCl,.
En la Tabla 13 se muestran los valores obtenidos a las distintas longitudes
de onda y concentraciones de Ca®*. Para cada mutante, se calcularon los
cocientes F,g5/F390 (0 cociente R) para cada una de las tres [Ca®"], yenlas 3
Ultimas columnas se muestran las razones Rca/Regra @ 0.1y 1 mM Ca®" y el
cociente entre estos dos valores (Rica/Ro.1ca). Cuando esta relacion tiene un
valor préximo a 1, quiere decir que la fluorescencia es independiente de la
concentracién de Ca** en el rango estudiado y la sonda es de alta afinidad
(K4<< 0.1 mM). Por el contrario, si el valor es > 1 revela menor afinidad. En
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concreto una Kyq > 100 pM nos darad un cociente Rica/Roica > 1.8 (ver
leyenda de la Tabla 13).

Es destacable que algunas mutaciones eliminaron completamente la
fluorescencia de la sonda, como la mutante 21 (D117N/D119A), o la
redujeron enormemente como las mutantes 9 (D119A/D161K) y 19
(D119A/E156P). Teniendo en cuenta que las mutaciones se realizaron
sobre la aequorina, esto podria indicar que estas mutaciones provocan
cambios conformacionales que impiden la formacién del cromdéforo de la
GFP o de la estructura del barril que lo protege.

MUTACIONES EGTAO0.1mM | caClL0.1mM | caCl,1mMm Reaciz / Recra RATIO
Nimero| Aminoacidos [390 nm 485 nm|390 nm|485 nm|390 nm|485 nm|0.1 mM| 1 mM |1 mM /0.1 mM

1 D24H,0115A | 10382 | 3887 | 10843 | 4136 | 11188 | 4357 1,02 1,04 1,02
2 D24M,D119A | 17789 | 7290 | 23981 | 11455 | 20696 | 17508 | 1,18 2,08 1,77
3 D24V,D1194 | 18570 | V68O | 17465 | 18227 | 14628 | 15699 2,53 2,60 1,03
4 V25P,D1194A | 7137 | 3060 | 6079 | B623 | 6091 | 8391 3,31 3,21 0,97
5 N280Q,D119A | 8520 | 3642 | 8310 | 3551 | 9365 | 4167 1,00 1,05 1,04
6 N28V,D1154A | 7188 | 2813 | 7930 | 3085 | 7215 | 2863 1,00 1,01 1,02
7 D35Q,0119A | 17963 | 7834 | 16269 | 15565 | 15630 | 16485 | 2,20 2,41 1,10
8 ¥385,D119A | 17191 | 7411 | 14345 | 14871 | 16683 | 16462 | 2,40 2,29 0,95
9 D117N,D119A] BES 264 689 206 702 216 1,00 1,02 1,03
10 D117V,D119A] 19002 | 8361 | 13617 | 14256 | 13619 | 14435| 2,39 2,42 1,01
11 D119K 18577 | 7816 | 15637 | 13539 17171 | 16403 | 2,06 2,27 1,10
12 D115I 12583 | 5335 | 10826 | 6541 | 9298 | 6227 1,43 1,51 1,06
13 D119AN121L| 24245 | 5623 | 18523 | 21864 | 16280 | 21761 | 2,93 3,37 1,15
14 D119AE12BK | 15744 | 6274 | 12779 | 12776 14271 | 14828| 2,51 2,61 1,04
15 D119A,E128R| 7710 | 2989 | 6730 | 6847 | 6404 | 7233 2,63 2,91 1,11
16 D119A D153L ] 18914 | 7678 | 13713 | 13250 | 12535 | 11947 | 2,37 2,34 0,99
17 D119A,D155K ] 17088 | 7203 | 16549 | 15719 | 14885 | 15221 | 2,26 2,44 1,08
18 D119A,E156N| 13448 | 5376 | 10663 | 10583 | 11132 | 11333 | 2,48 2,55 1,03
19 D119A,E156FP | 724 270 876 321 810 283 0,98 0,94 0,96
20 D119A,51570Q ] 38016 | 17775 | 34042 | 31463 | 6601 | 7838 1,99 2,55 1,29
21 D115AD161K]| 128 66 114 63 136 76 1,07 1,11 1,05
22 D119AE164K | 8137 | 3597 | 6144 | 6053 | 6015 | 6453 2,24 2,43 1,09

Tabla 13. Sensibilidad a Ca** de los mutantes de GAP. Las medidas de fluorescencia a
390 y 485 nm de excitacion se realizaron con 1 ul de proteina (aproximadamente 3.5 ug
para cada variante) en 200 ul de PBS a tres concentraciones de calcio: O (con EGTA 0.1
mM), 0.1 mM y 1 mM para cada una de las 22 proteinas mutadas. Los residuos mutados
tienen la nomenclatura de la secuencia primaria de la proteina de la aequorina (no del
gen completo de GAP). Cada valor es la media de 3 medidas independientes. *RATIO:
suponiendo un modelo de cinética de Michaelis, v/Vimax = [Ca>*] / (K + [Ca**]), Res < 1.1
para K, <10 uMy R > 1.8 para K, > 100 uM.

Unicamente dos variantes exhibieron un cociente significativamente

mayor que 1: las mutantes nimero 2 (D24N/D119A) y 20 (D119A/S157Q).
Estos resultados se verificaron repitiendo de nuevo todo el proceso, desde
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la induccion proteica, obteniéndose resultados muy similares. Se eligio la
mutante 2 para su posterior caracterizacion por tener el mayor valor de
cociente (1.77, columna “RATIO”). A esta variante se la llamé GAP2, en
referencia a su predecesora GAP1, de mayor afinidad (Kq = 16 uM).

2. CARACTERIZACION DE GAP2 IN VITRO

Una vez obtenida una mutante que superaba la prueba del cribado, se
procedid a su caracterizacion in vitro.

2.1. PURIFICACION DE GAP2

La produccion de la proteina GAP2 se realizé con el protocolo adaptado
para producir proteina a mayor escala, en el que se incluyd algunos pasos
de purificacidon adicionales. A pesar de que el extracto proteico obtenido
en E.coli estaba muy enriquecido en GAP2, debido a su localizacién en los
cuerpos de inclusidn, se purificod la proteina mediante afinidad, utilizando
una resina de niquel. Al estar la proteina expresada como una fusién con
un péptido de 6 histidinas se unen selectivamente a esta resina.

100
- 7L

W S s 50
37

20

Figura 20. Purificacion de la proteina GAP2. La proteina se indujo en bacterias, se
extrajo segun lo descrito en Materiales y Métodos y se sometié a electroforesis en un
gel de poliacrilamida al 12% en condiciones reductoras (SDS-PAGE). En los carriles 1-3 se
afiadié 8 mg de proteina: carril 1, extracto bacteriano crudo; carril 2, primera elucidn
tras la incubacién con las bolas de Ni; carril 3, segunda elucidn tras la incubacién con las
bolas de Ni; el ultimo carril es el marcador de peso molecular, indicando los pesos en
kDa (10 pl, Bio-Rad).
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El extracto proteico crudo, directamente extraido de E.coli (carril 1) y
sometido a electroforesis PAGE en condiciones reductoras (con SDS)
resulté en una banda mayoritaria de unos 50 kDa (Figura 20); este peso
molecular es concordante con el peso tedrico para una proteina de 482
aminodcidos (53 kDa). Este extracto también contenia otras bandas
minoritarias de peso molecular mayor que GAP2 (carril 1), que se
eliminaron tras su purificacion por afinidad con las bolas de niquel (carriles
2 y 3). Ademas de confirmar el tamafo de 50 kDa, nuestros resultados
indican que, debido a su acumulacion en los cuerpos de inclusion, GAP2 se
extrae muy purificada de las bacterias. La cantidad es suficiente, tanto
para medir los espectros de fluorescencia en diluciones de este extracto
crudo como para determinar la Ky, y la sensibilidad al pH y a otros iones
divalentes.

2.2. ESPECTROS DE FLUORESCENCIA

El espectro de fluorescencia de la proteina GAP2 purificada era similar al
de la proteina GAP original, con dos maximos de excitacion, uno a 405 vy
otro a 470 nm, y un Unico maximo de emisiéon a 510 nm (Figura 21). La
adicién de Ca®* disminuye la intensidad de fluorescencia excitada a 405 y
aumenta la excitada a 470 nm. Aunque el maximo de fluorescencia a 405
nm es mayor que el de 470 nm, la variacion de fluorescencia dependiente
de Ca’* es mayor a esta segunda longitud de onda (Figura 21A). Con
respecto al espectro de emisidn, la posicion del pico maximo no se
desplaza con el Ca** (Figura 21B), y el maximo de emisidn estd a 505-510
nm. Para las medidas rutinarias, se escogid 520 nm para separar mas la
excitacion y la emision y asi evitar interferencias por luz reflejada debida a
turbidez de las soluciones.

El cociente Rya./Rmin (el parametro indicativo del rango dinamico, siendo R
el cociente F470/F405) se calculd a partir de los espectros de fluorescencia,
obteniendo la R maxima (R,.y) con Ca** saturante (10 mM), y la R minima
(Rmin) €n ausencia de Ca** (con EGTA 0.1 mM). En estas condiciones, el
rango dinamico de GAP2 tiene un valor de 2.6 a 3, muy similar a los
descritos previamente para GAP y GAP1 (Rodriguez-Garcia y cols., 2014).
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Figura 21. Espectros de fluorescencia de GAP2. Las medidas se realizaron con 20 pg/ml
de la proteina diluida en 1 ml de una soluciéon que contiene KClI 140 mM, MgCl, 1 mM vy
MOPS 20 mM, pH 7.2, en presencia de CaCl, 10 mM (trazo verde) o de EGTA 0.1 mM
(trazo rojo). (A) Espectro de excitacion, con la emision fijada a 520 nm. (B) Espectros de
emision fijando la excitacion a 405 nm (lineas continuas) o a 470 nm (lineas
discontinuas).

2.3. CALIBRACION DE GAP2 IN VITRO

El siguiente paso consistié en medir la afinidad por Ca** de GAP2 in vitro.
Estas medidas se realizaron utilizando el lector de placas de fluorescencia
de 96 pocillos. Se afiadieron 3 ug de proteina GAP2 en 200 ul de un medio
que contenia KCl 140 mM, MgCl, 1 mM, y MOPS 20 mM a pH 7.2. A
muestras sucesivas de este medio se afiadieron las siguientes
concentraciones de Ca’*: EGTA 0.1 mM (Ca** 0), no adiciones (Ca*
nominal, aproximadamente 0.01 mM), 0.05 mM, 0.1 mM, 0.2 mM, 0.5
mM, 1 mM, 2 mM, 5 mM, 10 mM y 50 mM Ca'. En todas las condiciones
la fluorescencia se monitorizé a las dos longitudes de onda de excitacion,
390 nm (equivalente a 405 en el espectrofluorimetro) y 485 nm
(equivalente a 470 nm en el espectrofluorimetro) con 535 nm de emisién
(equivalente a 520 en el espectrofluorimetro). Los resultados obtenidos
estdn representados en la Figura 22 y se expresaron segun la siguiente
féormula:

R — l:‘)‘min

Rmax - Rmin (1)
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Donde R, es el valor del cociente de fluorescencias obtenido en ausencia
de Ca® y Rmax es el valor del cociente de fluorescencias obtenido en
presencia de Ca** saturante (50 mM). Los valores se ajustan muy bien a la
curva sigmoide correspondiente a la ecuacion de Hill:

Vmax ) [C32+]n
K5 + [Cazt]n

(2)

Donde el mejor ajuste se obtuvo para los siguientes valores de las
constantes (media * desviacidn estandar): V= 1; Kgy=410 £37 uMyn =
0.95 + 0.08.

0.04 =

T T —
10° 10* 103 102 101
[Ca*] (M)

Figura 22. Curva de titulaciéon de GAP2 con Ca”*. Cada punto representa la media + DSM
de tres valores independientes. Para mds detalles, consultar texto.

El valor obtenido para la Ky, 407 uM, indica que la proteina GAP2 es muy
adecuada para registrar Ca’* en el RE, donde las concentraciones
obtenidas con aequorina en distintos tipos celulares estaban entre 0.4y 1
mM (Alonso y cols., 1998). Parece que con las mutaciones D24N y D119A
se anularian la primera y tercera manos EF de la aequorina, ambas de alta
afinidad por Ca®". Unicamente permaneceria funcional, entonces, la cuarta
mano EF, de baja afinidad; esto podria explicar los valores obtenidos para
la K4 (muy alta) y la n (cercana a 1).
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2.4. SENSIBILIDAD DE GAP2 AL pH e

Como se ha mencionado en la introduccidn, la proteina GFP, en general, es
relativamente sensible a pH, y los sensores de Ca* derivados de ella
requieren, para ser fiables, una optimizacion de este parametro
disminuyendo la sensibilidad a pH. Al estar la sonda GAP basada en la GFP,
se comprobd cémo afectaban las variaciones moderadas de pH a su
afinidad por el Ca®* (Figura 24).

En las medidas llevadas a cabo a pH 6.5, 7y 7.5, las tres curvas sigmoides
practicamente se superponen, indicando que la afinidad por el Ca** de la
GAP2 no se ve modifica en este rango de pHs. En un segundo experimento,
se amplié el rango de pH desde moderadamente acido (pH 5.5 — 6.5) hasta
moderadamente bdsico (pH 8.5), usando diferentes tampones segun los
rangos de pH: acetato para pH 5.5; histidina para pH 6; MOPS para 6.5, 7y
7.5;y, por ultimo, Tris-HCl para pH 8.5 (Figura 23).

B m L e e n L
10° 10+ 103 102 101
[Ca™] (M)

Figura 23. Sensibilidad de GAP2 al pH. Calibracién de GAP2 a distintas [Ca”*] realizadas a
pH basico, neutro y acido (5.5, 6, 6.5, 7, 7.5, 8.5). Cada punto representa la media + DSM
de tres valores independientes. Otros detalles metodolégicos como en la Figura 22.

Entre los pHs 6.5 y 8.5 los cambios fueron muy escasos, pero a pH 6, la

curva se desplaza ligeramente hacia la derecha, indicando una disminucion
de la afinidad por el Ca** (K4 = 950 uM). Por debajo, la afinidad se reduce
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drasticamente, por ejemplo, a pH 6 la afinidad se reduce mas de 100 veces
(Kso aproximadamente 10 mM) y los datos de dependencia de Ca** se
hacen muy variables de experimento a experimento.

En resumen, el sensor GAP2 es adecuado para medir altas concentraciones
de Ca® en el rango de pHs de 6 a 8.5, por lo que podria dirigirse al RE, al
aparato de Golgi o a las mitocondrias, organulos cuyo pH interno esta
comprendido en este rango. En el caso de los lisosomas, cuyo lumen esta a
pH 4.5-5, el uso de GAP2 seria muy problematico.

2.5. EFECTOS DE OTROS CATIONES DIVALENTES

Los dominios mano EF también pueden reconocer y ligar otros cationes
divalentes aparte del Ca*". La concentracién intracelular del Mg* es
préxima a 1 mM (Szanda y cols., 2009), una concentracién diez mil veces
mayor que [Ca*]. En estas condiciones, si el Mg?* compitiera con Ca** por
la unién a GAP2 ocasionaria un grave problema. Para investigar este punto
se realizé una calibracion como la de la Figura 22 a tres concentraciones
de MgCl,: 0.1, 1 y 5 mM. La Figura 24A muestra como las curvas de
afinidad de GAP2 por el Ca** se superponen para las tres concentraciones
de Mg®*. Este resultado indica que el Mg?* no compite en absoluto con el
Ca’* por sus sitios de unién en la GAP. El sensor puede usarse, por tanto,
en el citosol o en organulos con distintos contenidos de Mg?* sin temor a
interferencias en la sefial fluorescente.

A continuacién se estudio si la respuesta de GAP2 al Ca** se ve afectada
por otros cationes divalentes, como el Ni**, el Co** 0 el Mn*". En este caso
se calculd el cociente (R—Rpin)/(Rmax—Rmin), ¥ @ su vez estos valores se
normalizaron con respecto al valor obtenido en EGTA mediante Ia
operacidn (R-Regra)/Regta. COmo se muestra en la Figura 24B, se realizaron
medidas en presencia de calcio nominal (10 uM aproximadamente) y
anadiendo 1 mM de CaCl, o 1 mM de NiCl,, de CoCl, o de MnCl,. En el caso
de los tres ultimos se realizd6 ademas una medida en presencia de CaCl, 1
mM (Figura 24B).

Al ser GAP2 un sensor de baja afinidad, la contribucidon del calcio nominal a
la sefial de fluorescencia es practicamente nula (primera barra de la Figura
24B). Por tanto, la aportacién que pueda hacer el Ca** nominal a las
medidas NiCl,, CoCl, o MnCl, es despreciable. El Ni** aumentd la
fluorescencia de GAP2 a 390 nm mientras que la disminuyd a 485 nm, lo
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que explica que el cociente (R-Regra)/Recta S€a menor que 1,
aproximadamente un 20% menor con Ni%* que en Ca”* nominal. El cociente
de fluorescencia de GAP2 de Ni + Ca no aumenté respecto a Ni** solo, lo
cual indica que el Ni** compite con mayor afinidad que el Ca®* por los sitios
de unién de la aequorina y bloquea sus sitios unién. El Co** se comporta de
forma similar al Ni**, ya que también produce un aumento de la
fluorescencia a 390 nm y la disminuye a 485 nm (en este caso el cociente
disminuye algo mas de un 10%). En presencia de Co®" + Ca®* el cociente
aumenta, aunque no tanto como en presencia de Ca** Unicamente. Esto
indica que el Co®* compite por los sitios de unién de las manos EF, pero no
con tanta afinidad como el Ni*". Por ultimo, el catién Mn** no tuvo efecto
alguno sobre la senal de GAP2, como se observa al comparar las barras de
Mn** en Ca** nominal (Mn) y en 1 mM de Ca** (Mn + Ca) con sus
respectivos controles (Ca** nominal y Ca** 1 mM). Estos resultados indican
que el Mn?* no se une a GAP2.

A B S
. 0.6 ’\5 ?ESO gc p
10+ P13 30 S
o 081 1 M S
'x < 044
ZE 0.6' 8
— <035
— 041
£ MgCl, 0.1 mM £ 024
= 02 MgCl, 1 mM & gyl
— =MgCl, 5 mM -
0.0 1 0.0 4—==al_ o
105 10¢ 10° 102 10° 0.1 1
[Ca®] (M) -0.2 -

Figura 24. Efecto de los cationes divalentes sobre la fluorescencia de GAP2. Valores
obtenidos en medio con KCl 140 mM, MOPS 20 mM pH 7. (A) Efecto de las tres
concentraciones de Mg®* que se indican. Las curvas estan calculadas con la ecuacion de
Hill. Cada punto representa la media + la DSM de tres valores independientes. Otros
detalles metodolégicos como en la Figura 22. (B) Efecto de otros cationes divalentes
minoritarios sobre la fluorescencia de GAP2. El Ca®* nominal apenas altera el cociente de
fluorescencias de GAP2 respecto a la ausencia de Ca®* (EGTA 0.1 mM), por lo que su
aportacién a las medidas del cociente con los metales divalentes en ausencia de CaCl, es
despreciable. Cada punto representa la media + DSM de tres valores independientes.
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3. EXPRESION DE GAP2 EN CELULAS DE MAMIFERO

J

El siguiente paso fue estudiar el funcionamiento de GAP2 en el RE de
células de mamifero. La expresidon se obtuvo mediante la fusion en el
extremo N-terminal de GAP2 del péptido senal de la calreticulina, y en su
extremo C-terminal la secuencia de retencion del tetrapéptido KDEL
(Figura 25), que favorece el retorno desde el aparato de Golgi al RE de las
proteinas que hayan continuado por la via de secrecion (Kendall y cols.,
1992b). Con esta fusién construimos el plasmido pcDNA3.erGAP2.

GFP  AEQ
ke /N [ erGAP2
CR KDEL
0.5 Kb

Figura 25. Esquema de la construccion de GAP2 dirigida al RE. La construccion consta
de la secuencia consenso Kozak (kz), que facilita su expresion; la direccionalidad al RE,
mediante la fusion del péptido sefal de la calreticulina, y el péptido de retencién en el
RE, KDEL, en los extremos 5’ y 3’, respectivamente. Este gen fue denominado erGAP2.

Este plasmido se transfecté de forma transitoria en células Hela, en las
cuales la fluorescencia verde de la GFP tenia el patrén caracteristico del
RE. El marcaje rellena toda la célula, siendo de mayor intensidad alrededor
del nucleo, y de menor intensidad conforme se acerca a la membrana
plasmatica. El nucleo queda excluido, y se ve como un circulo oscuro en
mitad de una fluorescencia.

Para realizar los experimentos de forma mads facil y reproductible, se
generd un clon estable en células Hela conteniendo el gen de erGAP2,
llamado Hela-erGAP2. Las células de este clon también expresaban la
sonda correctamente en el RE, con la caracteristica exclusiéon nuclear,
como sucedia también en las transfecciones (Figura 26A). Para estudiar
posibles modificaciones de la proteina, como truncacion, o la formacion de
dimeros o de agregados, se realizé un western blot de un extracto total de
las células del clon. La Figura 26B muestra el resultado obtenido de una
pelicula revelada con anticuerpo especifico anti-GFP, en la que sodlo
aparece una banda, indicando que la proteina se expresa correctamente, y
gue tiene el tamafio tedrico esperado de 53 kDa (Figura 26B). Todos los
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experimentos realizados con erGAP2 en células HeLa mostrados en este
trabajo se han realizado con este clon estable.

kDa
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Figura 26. Caracterizacion del clon estable HelLa-erGAP2. (A) Imagen de fluorescencia
de células fijadas que expresan erGAP2 tomada en un microscopio confocal. (B) Western
blot del extracto obtenido a partir del clon estable y revelado con un anticuerpo anti-
GFP.

La fotoestabilidad es un parametro importante en un sensor fluorescente.
Para tener una indicacion de la fotoestabilidad se monitorizd la
fluorescencia de células HEK293T que expresaban de forma transitoria
erGAP2 a 403 y 470 nm durante 20 minutos, a 22°C, mientras se
perfundian las células con MEC con CaCl, 1 mM (Figura 27). Los valores de
las fluorescencias a cada longitud de onda se normalizaron como F/F,, para
poder apreciar mejor los cambios de intensidad. A 403 nm, la fluorescencia
disminuyd progresivamente, aproximadamente un 10% a lo largo de los 5
primeros minutos, recuperandose luego lentamente hasta el nivel inicial. A
470 nm, la fluorescencia se mantuvo muy estable a lo largo de los 20
minutos de observacion. Teniendo en cuenta el caracter ratiométrico de la
sonda y que ambas longitudes de onda se comportan de forma muy
similar, estas pequefias variaciones se ven corregidas cuando se realiza el
cociente F470/F403.
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Figura 27. Fotoestabilidad de erGAP2. Representacidon de un experimento en células
HEK293T que expresan de forma estable erGAP2. En rojo se representa la fluorescencia
a 403 nm (media de 21 células) y en verde la media de la fluorescencia de las mismas a
470 nm. Ambas fluorescencias estdan normalizadas dividiendo por Fy a 403 nm (media de
las 10 primeras imagenes).

3.1. CALIBRACION DE erGAP2 IN SITU SEEEER s

Con objeto de investigar si el microambiente del interior del RE modifica la
afinidad de GAP2 por el Ca**, se realizé una calibracion in situ y se comparé
con la calibraciéon in vitro. El protocolo desarrollado para tal fin fue el
siguiente: antes de la calibracion las células del clon estable se sometieron
a un pretratamiento para vaciar el RE de calcio. Primero las células Hela-
erGAP2 (adheridas en cubreobjetos circulares de 12 mm de diametro) se
incubaron en MEC sin Ca** (con EGTA 0.5 mM) y el inhibidor reversible de
la bomba SERCA, la TBH, a una concentracion de 10 pM durante 10
minutos. Después los cubreobjetos se montaron en la camara del equipo
de imagen de célula Unica y se comenzaron los registros con la perfusiéon
de MEC sin Ca** (con EGTA 0.1 mM) para lavar la TBH. Posteriormente, las
células se permeabilizaron con medio intracelular con digitonina (60 uM) y
EGTA (0.1 mM). A continuacidn, se detuvo la perfusién y se afiadié medio
intracelular con la siguiente composicion de iondforos: 10 uM de
nigericina, 1 uM de gramicidina, 1 uM de CCCP, 20 uM de monensina y 10
UM de 4BrA23187. Los iondforos se utilizaron para asegurar la disipacion
completa de los gradientes electroquimicos de los iones monovalentes y
divalentes y asi colapsar el potencial de membrana, de modo que el Ca**
esté en equilibrio a través de la membrana del RE.
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En la Figura 28A se ilustra un experimento tipico. Se hicieron primero
varias adiciones de medio interno con concentraciones de Ca®* crecientes:
0 (EGTA 0.1 mM), 0.1, 0.3, 1, 3, y 10 mM, y después se afiadieron las
mismas soluciones afiadidas en orden decreciente de concentracion
(Figura 28A). Se registré la fluorescencia a 403 nm y 470 nm;
posteriormente se calculé el cociente R entre ellas (Figura 28B). Cada valor
se normalizd entre 0 y 1 (Rmin Y Rmax), Y S€ representd frente a la [Ca®
correspondiente. A partir de esta funcidn se calculé la Ky in situ de erGAP2
por Ca”, que resulto ser de 490 £ 70 uM, con Vyax =1y n=0.93 £ 0.12
(media £ SEM). A partir de estos datos se concluye que la K4y de GAP2
calibrada in vitro con la proteina extraida de bacterias (410 uM, Figura 23)
y calibrado in situ en el RE de células eucariotas (490 uM, Figura 28B) son

muy similares.
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Figura 28. Calibracidn in situ de erGAP2. (A) Experimento de imagen en célula Unica
para la calibracién de la erGAP2, en el que se representa la normalizacidn del cociente
de F470/ Fa03 (R), dividiéndolo por dicho cociente en EGTA (Ry). El trazo es la media de 27
células presentes en el campo, sobre el que se indica la concentracidn de calcio afiadida
en mM. (B) Curva calculada con la ecuacidon de Hill. Cada punto representa la media  la
DSM de tres cubreobjetos. La curva representa la funcion y = [Ca®']"/ (Kg" + [Ca“]”),
donde Ky es la constante de disociacién y n el coeficiente de Hill (ver valores en el texto
principal). Otros detalles metodoldgicos como en la Figura 22.

3.2. MEDIDA DE LA [Ca’**]¢z EN CELULAS INTACTAS

Una vez verificada que la afinidad de la sonda erGAP2 por Ca* se
mantenia in situ, se procedid a comprobar su comportamiento registrando
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la homeostasis del calcio en respuesta a estimulos fisiolégicos. En una
primera serie de experimentos, se comparo la respuesta de un estimulo
maximo con ATP (100 uM) junto con histamina (100 uM) en presencia y en
ausencia de calcio extracelular (ATP + His; Figura 29). En células Hela, el
ATP extracelular se une a su receptor purinérgico P2Y acoplado a proteina
G, y estimula la ruta de sefializaciéon del IP; (Smit y cols., 1993). La
histamina tiene cuatro receptores distintos que disparan diversas vias de
sefializacion, y concretamente, el receptor H; esta acoplado a proteinas G
y también desencadena la ruta del IP; (Hill, 1990). Al afadir los dos
estimulos juntos, se pretendia obtener un efecto maximo y con minima
desensibilizacion.

La estimulacion produjo una reduccion en la Fs79 y un aumento de Fup3,
como se observa en la Figura 29A. El cociente R (normalizado con respecto
a la seial basal, Ry) disminuyé un 33%, como se aprecia en la Figura 29B.
La aplicacion de tres pulsos sucesivos de ATP con histamina en ausencia de
Ca’* extracelular produjo tres caidas de la sefial de erGAP2, disminuyendo
la sefial un 50% con respecto a Ry. Tras la aplicacién de los dos primeros
estimulos, la SERCA recapta el Ca** que se ha liberado a través del receptor
de IP; y el RE comienza a rellenarse, aunque no llega a hacerlo
completamente antes de le llegue el estimulo siguiente (Figura 29B). El
tercer estimulo produce un vaciamiento practicamente completo. Al
reponerse el Ca®" extracelular (1 mM) se recupera la sefial basal de la
[Caz+]ER-

Con objeto de demostrar que la seial de erGAP2 procede exclusivamente
del RE, se realizé un experimento con inhibidores de la SERCA. En primer
lugar se hizo un experimento con el inhibidor reversible TBH. En la Figura
29C, tras un estimulo maximo de ATP en presencia de Ca’" extracelular,
con posterior rellenado del RE al interrumpir el estimulo, se perfundio
durante 2 minutos con MEC sin Ca** (EGTA 0.5 mM) y 10 uM de TBH. La
TBH produjo una lenta caida de la sefial R/Ry, lo que indica una lenta salida
pasiva del Ca’* del RE debido al bloqueo de la actividad de la SERCA. La
estimulacion con ATP en presencia de TBH provocd una rapida caida de la
sefal R/Ry, evidenciando el vaciamiento del RE, que llega a un plateau,
sugiriendo que es completo. La disminucion del cociente R/R, fue, en este
caso, de casi el 60%. Tras unos minutos se retiraron los estimulos y la TBH
y se perfundié de nuevo con MEC con 1 mM de Ca**. La TBH se lavé
rapidamente y se recuperd la sefial basal de erGAP2, con un valor de R/Rg
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proximo a 1 (Figura 29C). Es posible, por tanto, tener en cada trazado una
estimacion del valor de R, al final de cada registro estimulando con ATP
en presencia de TBH; este valor es necesario para calibrar la seial
fluorescente en [Ca*'], como se mostrard mas adelante.
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Figura 29. Medidas de la [Ca**]ze en células Hela-erGAP2. Durante estos registros las
células fueron estimuladas con ATP (100 uM), o con ATP mas histamina (ambas a 100
M) durante 30 segundos. (A) Las dos longitudes de onda de excitacidn de erGAP2 (403
y 470 nm) se comportan de forma especular durante los vaciamientos del RE
provocados por ATP e histamina. El trazado es la media de 27 células presentes en el
mismo campo. (B) Mismo registro que en (A), representando el cociente F470/Fags (R),
normalizado al dividir por el valor basal (Ro). (C) Al aplicar TBH (10 uM) se produce un
lento vaciamiento del RE, y junto con ATP se consigue el vaciamiento completo. El
trazado es la media de 23 células en el mismo campo. (D) La tapsigargina (1 uM)
también provoca un lento vaciamiento del RE en 8 minutos. El trazado es la media de 37
células presentes en el mismo campo.
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En segundo lugar, se probd también el inhibidor irreversible de la SERCA
tapsigargina (Tg). La Tg redujo el R/Ry hasta un 60% (Figura 29D), y la
adicion de ATP 12 minutos después no produjo ninguna reduccion
adicional de la sefal, indicando que el RE se habia vaciado completamente
durante ese tiempo de incubaciéon con la Tg. Finalmente se volvidé a
perfundir las células con 1 mM de Ca*, y como era de esperar, y
contrariamente a lo observado con TBH (Figura 29C), la readicién de Ca®
no indujo recuperacién alguna del [Ca®*];z basal. Este resultado es
consistente con al caracter irreversible de la inhibiciéon de la SERCA por
tapsigargina.

Tomados globalmente, estos resultados indican que el nuevo sensor
erGAP2 mantiene las propiedades de rango dinamico y sensibilidad por
Ca’* descritas in vitro también en el contexto fisiolégico del RE de células
de mamifero vivas.

La proteina GAP2 es una sonda localizada en el lumen del RE, por lo que
puede combinarse con indicadores de Ca”* sintéticos para hacer registros
simultaneos de los cambios de la [Ca**] en el RE y el citosol. El espectro del
sensor GAP (excitacion azul y emisién verde) es compatible con el de
indicadores como el Rhod (excitacion verde, 560 nm, y emisién roja, 580-
630 nm), aunque también pueden realizarse medidas simultaneas con el
Fura-2 (excitacion en ultravioleta, 340 nm y 380 nm; emision en verde, 530
nm). Para demostrar este punto, se hicieron mediciones de la [Ca**] en dos
compartimentos celulares simultdneamente, RE y citosol, en el clon
estable de Hela que expresa erGAP2, cargado con Rhod-3 o Fura-2.

En la Figura 30A se muestra un resultado representativo en células del
clon estable erGAP2 cargadas con Rhod-3, a las que se estimuld dos veces
consecutivas con una dosis maxima de ATP y carbacol. El carbacol es un
agonista colinérgico que se une a los receptores muscarinicos de
acetilcolina y activan la ruta de sefializacién del IP; (Short y cols., 2000). La
estimulacidn provocé vaciamientos parciales del RE (trazado verde, bajada
de la sefial de erGAP2), que, a su vez, aumentan la [Ca2+]c, lo que se refleja
en el aumento de la fluorescencia del Rhod-3 (registro rojo). A
continuacion, este mismo estimulo, ATP con carbacol, se aplicd en
presencia de EGTA y el inhibidor reversible de la SERCA TBH (tercer
estimulo y siguientes). Esto produjo de nuevo un vaciamiento del RE, y un
incremento de la [Ca*']c similar a las registradas anteriormente, pero sin
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rellenado cuando cesa el estimulo debido a la presencia de TBH, que
bloquea la SERCA. Un segundo estimulo en presencia de TBH produjo una
nueva liberacién, pero la cantidad de Ca** que se libera es mucho menor,
ya que el RE esta medio vacio ya. Esto se refleja en los pequeiios cambios
descendentes de la sefial de erGAP2. Dos estimulos adicionales, y uno
posterior de cafeina 50 mM, no produjeron mayores cambios de las
sefiales fluorescentes, lo que indica que el RE estd completamente vacio a
estas alturas (R/Rq = 0.4). La reposicidn del calcio extracelular en este
. . ~ 2+ . sy .
momento indujo un pequefo aumento del Ca® citosdlico, casi
imperceptible, debido a la activacién de la entrada capacitativa Ca®". Este
2+ .
Ca“" es captado por el RE, que vuelve a rellenarse, lo que se registra como
una recuperacion de la senal de erGAP2, que se acerca hacia los niveles de
fluorescencia iniciales.

En la Figura 30B se muestra un experimento similar en el clon estable de
erGAP2, pero cargado con Fura-2 y estimulado con una dosis maxima de
ATP. Los resultados son muy similares a los de la Figura 30A. En presencia
de Ca®* extracelular (primer estimulo), la estimulacién provocd un
descenso en la F470 de erGAP2 y un aumento concomitante del cociente de
fluorescencias Fsa/F350 (normalizada como R/R,) del Fura-2, que indica un
aumento de [Ca*']c (Figura 30B). Estos cambios reflejan liberacion del Ca®'
desde el RE con descenso de [Ca**]z¢ v el consiguiente aumento de [Ca*']c.
A continuacion, la adicién de TBH en ausencia de Ca** extracelular indujo
una pequefia y lenta disminucion en la sefial de la [Ca**]ze, que coincidié
plenamente con un incremento de la sefal del Fura-2, reflejando el lento
vaciamiento pasivo del RE con un aumento de [Ca®*].. La estimulacién en
este momento con un segundo estimulo de ATP en presencia del inhibidor
de la SERCA TBH produjo una rapida y completa reduccidn de la sefial de
[Ca®*]er con un valor de R cercano a 0.5. Este minimo se mantuvo mientras
no se repuso el Ca®* extracelular. Al lavarse la TBH con MEC con 1 mM de
Ca’* se produjo la entrada de Ca®* al citosol, el Fura-2 sufrié un pequefio
incremento de la sefial, y el RE se rellend rapidamente (Figura 30B). El
acoplamiento entre la entrada del Ca’* a través de la membrana
plasmética y la captacién por el RE parece muy eficiente, pues la [Ca*']c
sube bastante poco. En el experimento anterior (Figura 30A) se ve
exactamente lo mismo.
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Figura 30. Medidas simultineas de la [Ca*]z: y la [Ca®*]c en el Hela-erGAP2. (A) La
[Ca*]c se midié con Rhod-3. Los trazados son la media de 10 células estimuladas durante
30 segundos con ATP junto con carbacol (100 uM y 10 uM respectivamente) y cafeina
(50 mM), en ausencia o presencia de TBH (10 uM). (B) El clon estable Hela-erGAP2 se
cargd con Fura-2, y se registro la fluorescencia a 340 y 380 nm para el Fura-2 y a 470 nm
para erGAP2. El trazado es la media de 18 células en el campo, estimuladas durante 30
segundos con ATP (100 M), en presencia o ausencia de TBH (10 uM).

La coherencia temporal de los cambios de fluorescencia entre los registros
de erGAP2 y el de los indicadores sintéticos es una evidencia mas del
excelente comportamiento de GAP2 como sensor de altas concentraciones
de Ca** en el RE.

4. MODIFICACIONES DE GAP2 DESTINADAS A AUMENTAR SU BRILLO

A pesar del buen comportamiento de GAP2 en cuanto a sensibilidad a Ca®*
o Mg®, al pH y su fotoestabilidad, se observéd que la intensidad de
fluorescencia habia disminuido a las dos longitudes de onda de excitacion
(403 nm y 470 nm) respecto a GAP o a GAP1l. Para ponderar esta
disminucion se cuantificd la diferencia de fluorescencia en cultivos de
células Hela transfectadas con idéntica cantidad de DNA de erGAP1 vy
erGAP2 (Figura 31) en las mismas condiciones experimentales, tanto en los
tiempos de exposicion como en los filtros de densidad neutra. Los valores
registrados a ambas longitudes de onda se sumaron para compensar los
posibles artefactos causados por la variaciones de la [Ca**]ze de célula a
célula. Se observd cémo la proteina erGAP2 tiene aproximadamente la
mitad de fluorescencia que erGAP1.
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Figura 31. Comparacion de la fluorescencia de erGAP1 y erGAP2. Las células Hela se
transfectaron con la misma cantidad de cDNA para cada sensor y se excitaron de forma
idéntica. Se sumaron las fluorescencias obtenidas a 403 y 470 nm de excitacion. Se
muestran valores medio + ESM de 71-77 células. La fluorescencia de la erGAP2
disminuyd un 50% con respecto a GAP1) (***, p < 0.001; test de Mann-Whitney).

Para contrarrestar esta pérdida de fluorescencia se introdujeron en la
proteina GAP2 una serie de mutaciones inspiradas en modificaciones
descritas previamente para otros sensores de Ca®*. Siguiendo la
numeracion de la secuencia primaria de la proteina GFP (y no la del
erGAP), estas mutaciones son las siguientes:

e L15Q: aumenta el doble la fluorescencia dependiente de Ca®* en el
indicador GCaMP (Zhao y cols., 2011).

e T153K: incrementa el rango dindmico (Tian y cols., 2009).

e 1167V: aumenta la fluorescencia a 470 nm y disminuye la longitud
de onda de emisién (Heim y cols., 1994).

e S175G: mejora la estabilidad de la proteina GFP a 37°C (Siemering y
cols., 1996; Tallini y cols., 2006).

e D180Y: aumenta el brillo de la proteina cpGFP (Tallini y cols., 2006).

e A206l: impide la dimerizacién de la GFP (Zacharias y cols., 2002;
Zhaoy cols., 2011).
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Las mutaciones se generaron mediante mutagénesis dirigida sobre el gen
erGAP2 en el plasmido de expresion en eucariotas pcDNAS3. El cribado de
las 8 mutantes producidas (Tabla 14) se realizé directamente in situ en el
RE de células Hela transfectadas con cada plasmido y comparandolos con
el sensor erGAP2. La sensibilidad a Ca®* se comprobé mediante un
experimento de imagen, un protocolo consistente en un estimulo de ATP
en presencia de calcio extracelular, y un vaciado completo del RE con un
estimulo de ATP en presencia de EGTA y TBH, similar al mostrado en la
Figura 29C. Todas las mutantes tenian mayor fluorescencia respecto a
erGAP2, pero como puede apreciarse en la Tabla 14, solo dos, las
mutantes 5 (llamada erGAP3.5) y 7 (llamada erGAP3.7) eran sensibles a
Ca”".

MUTACION Sensibilidad
Mutante [ $175G | D180Y | 1167V | L15Q | A206I | T153K aCa”
1 X X X X X
2 X X X X X X
3 X X X X X X
4 X X X X X X X
5 X X X X X v
6 X X X X X
7 X X X X v
8 X X X X

Tabla 14. Mutantes de la erGAP2. Se obtuvieron 8 versiones diferentes surgidas de dos
reacciones de mutagénesis, de las cuales sélo dos eran sensibles a Ca*. La version 4
tenia una mutacién espontdnea adicional, la T50K.

Es interesante observar que todas las mutantes insensibles a Ca®'
contenian la mutacion A206l, lo cual sugiere que este aminoacido podria
participar en la emisién de fluorescencia dependiente de Ca**. Para
verificarlo, se introdujo la mutacidon A206I en el gen GAPwt, se produjo la

A28 an E. coli, y se determiné el espectro de

proteina recombinante GAP
excitacion de la fluorescencia entre 380 nm y 500 nm, con la emision fijada
a 520 nm. Como se habia previsto, la mutacién eliminaba la sensibilidad a
Ca’* de GAPwt, de tal forma que su espectro era indistinguible del de la
proteina parental GFPuv, como se observa en la Figura 32. Este resultado
indica que el residuo A206 podria estar implicado directa o indirectamente

en el cambio de conformacidn de GAP inducido por su unién a Ca**.
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Figura 32. Comparacién de los espectros de excitacion GAP*** y de GFPuv. Las
medidas se realizaron con 8.5 g de cada proteina en 1 ml de PBS en presencia de CaCl,
1 mM (trazo verde) o de EGTA 0.1 mM (trazo rojo). El espectro de GAP con la mutacion
A206I (panel izquierdo) es insensible a calcio y presenta un espectro idéntico al de la
GFPuv (panel derecho), que tiene el mismo aspecto que el de GAP funcional en
presencia de EGTA (ver Figura 21A).

Quedaban, por tanto, dos mutantes que conservaban la fluorescencia
sensible a Ca®*, erGAP3.5 y erGAP3.7. De forma analoga a lo descrito en la
Figura 31, se comparo la intensidad de fluorescencia de ambas proteinas
en condiciones basales, entre si y con respecto a la proteina parental
erGAP2. Los resultados mostrados en la Figura 33 indican que ambas
mutantes incrementaron su brillo, recuperando los niveles de GAPwt, es
decir, que contrarrestan la pérdida de brillo al generar GAP2. Los valores
de fluorescencia obtenidos para erGAP3.5 vy erGAP3.7 fueron
significativamente superiores a los de la erGAP2.

A continuacidn, se compard directamente el comportamiento de las tres
sondas en un experimento funcional de vaciamiento del RE en células Hela
transfectadas y estimuladas con ATP e histamina, con un protocolo
experimental similar al descrito previamente en la Figura 29C (Figura 34A).
Como puede observarse en la Figura 34B, la mutante erGAP3.5 habia
reducido a la mitad su rango dinamico, determinado mediante el
tratamiento con ATP e histamina en presencia de TBH (vaciamiento total).
Por otra parte, la mutante erGAP3.7 mostraba un valor del cociente R/Rq
de 0.5 en el vaciado, similar al de la proteina parental erGAP2, de 0.6.
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Estos resultados descartaron la mutante erGAP3.5, y se continud con
erGAP3.7 como siguiente versidn, a partir de aqui renombrada erGAP3.
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Figura 33. Comparacion del nivel de fluorescencia de la erGAP2, erGAP3.5 y erGAP3.7.
Se sumaron las fluorescencias obtenidas a 403 y 470 nm de excitacién. Se compararon
los niveles basales de ambas longitudes de onda en células transfectadas con la misma
cantidad de cDNA. Se muestran valores medio * ESM de 44 (erGAP2), 35 (erGAP 3.5) o
112 células (erGAP3.7) (*** p < 0.001; test de Mann-Whitney).
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Figura 34. Comparacion de las tres GAPs de baja afinidad. (A) Trazados medios de tres
experimentos idénticos realizados con células transfectadas con erGAP2, erGAP3.5 y
erGAP3.7, y estimuladas con ATP junto con histamina (100 uM cada una) durante 30
segundos, en ausencia o presencia de TBH (10 uM). (B) Representacién de la media
DSM de la bajada del cociente F470/Fs3 (R), normalizada entre 0 y 1 dividiéndolo por
dicho cociente en condiciones basales (Ry) tanto con el vaciado parcial (rectangulo de
color) como con el total (rectdngulo en blanco). Se representa la media de 23 células
para erGAP2, 18 células para erGAP3.5 y 27 para erGAP3.7 (estadistica realizada con el
test de Kruskal-Wallis; ** p < 0.01; *** p < 0.001).
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5. CARACTERIZACION DE GAP3

De forma andloga a como se ha hecho con GAP2, y para facilitar la
caracterizacion del nuevo sensor en el RE se generd un clon estable de
erGAP3 en células Hela, llamado Hela-erGAP3, con el que se realizaron los
experimentos de rutina.

En primer lugar, se confirmé la correcta localizacidon del sensor en el RE
mediante una inmunofluorescencia, marcando el RE con un anticuerpo
anti-SERCA, vy el nucleo con DAPI. Como se observa en la Figura 35A, la
proteina erGAP3 se excluye del nucleo y colocaliza con el marcador del RE.
Ademas se confirmd que la proteina erGAP3 tenia el tamafo tedrico
esperado y estaba integra, mediante western blot revelado con un
anticuerpo especifico anti-GFP (Figura 35B).
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Figura 35. Clon estable HeLa-erGAP3. (A) Inmunofluorescencia realizada sobre células
del clon estable sembrado en cristales de 12 mm. De izquierda a derecha esta la foto de
de la proteina erGAP3, el marcaje del RE con anti-SERCA, el nlcleo contratefiido con
DAPI, y la superposicion de las tres fotos. (B) Western blot del extracto celular total del
clon estable revelado con anti-GFP.

En segundo lugar se comprobd la fotoestabilidad de erGAP3, que fue
similar a la obtenida con erGAP2 (Figura 27). En un experimento
representativo se observé que a las dos longitudes de onda de excitacidn
hay una lenta y pequefia reduccion en la intensidad de fluorescencia en los
3 primeros minutos, siendo ésta algo mas pronunciada a 405 nm (Figura
36A). Sin embargo, el cociente de las dos fluorescencias individuales
corrige estas pequefias variaciones, observandose un aumento de R/R, del
10% en 20 minutos (Figura 36B).
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Figura 36. Fotoestabilidad de erGAP3. (A) Representacion de un experimento de células
Hela transfectadas con pcDNA3.erGAP3. En rojo se representa la fluorescencia a 403 nm
de 33 células, y en verde la media de la fluorescencia de las mismas células a 470 nm.
Ambas fluorescencias estdan normalizadas dividiendo por Fy. (B) Cociente Fs70/Fao03
normalizado. Estos trazos son la media + DSM de 33 células.

5.1. ESPECTRO DE FLUORESCENCIA
A

En segundo lugar, aunque ya se habia probado que el nuevo sensor GAP3
era sensible a Ca®, se quiso comprobar si se habian modificado las
caracteristicas espectrales, dado que se habian introducido varias
mutaciones en el dominio de la GFP. A partir de un extracto total del clon
estable HelLa-erGAP3 se realizd el espectro de fluorescencia de excitacion.

En la Figura 37 puede observarse que se mantienen los dos maximos de
excitacion a 405 y 470 nm, aunque el segundo (a 470 nm) es mayor que el
primero (a 405 nm), al contrario de lo que pasaba en las versiones
anteriores a erGAP3. También se observa la sensibilidad a Ca**, al disminuir
la fluorescencia a 405 nm y aumentar a 470 nm en presencia de Ca®". El
espectro de emision (resultado no mostrado) mantenia su maximo a 510
nm, andlogo al mostrado en la Figura 21B. De forma pareja a como se ha
descrito previamente para GAP2, a partir del Ry.«/Rmin, S€ calculo el rango
dindmico, que resultd en 2.1, un valor algo inferior que el obtenido para
GAP2, de 2.6.
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Figura 37. Espectros de excitacion de erGAP3. Las medidas se realizaron con 200 pl
aproximadamente del extracto celular en un medio de KCl 140 mM, MgCl, 1 mM y
MOPS pH 7.2 20 mM, en ausencia de Ca** (con EGTA 0.1 mM, trazo rojo) o en presencia
de Ca?* 10 mM (trazo verde). El pico de excitacién a 470 nm emite mayor fluorescencia
en comparacién con las versiones anteriores (ver Figuras 13 y 21).

5.2. CALIB RO E IN SITU

En tercer lugar, se comprobd que la afinidad de GAP3 no habia cambiado
respecto a la de GAP2 después de incluir las mutaciones en la GFP, para lo
cual se calibré tanto in vitro como in situ. Para la calibracién in vitro, se
clond GAP3 en el vector de expresion bacteriano pET28a; posteriormente,
éste se transformo en la cepa bacteriana BL21, y |la proteina se indujo y se
extrajo utilizando el mismo procedimiento que para GAP2 (véase
Materiales y Métodos). La calibracién del extracto bacteriano se realizd en
el siguiente medio: KCI 140 mM, MgCl, 1 mM, MOPS 20 mM, pH 7.2, con
distintas concentraciones de Ca*. Los resultados se muestran en la Figura
38A, donde también se comparan con los obtenidos para GAP2. Tras el
ajuste a la ecuacion de Hill, los parametros obtenidos para la proteina
GAP3 fueron: Vmax =1; Kgy=489 + 43 uM y n = 0.9 £ 0.1 (media + DSM).
Como puede observarse a partir de estos datos, los parametros cinéticos
de GAP3 son muy similares a los obtenidos para GAP2.

A continuacion, se realizd la calibracién in situ de erGAP3 en experimentos
de célula unica, siguiendo el mismo protocolo que para erGAP2 (ver Figura
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28). Los resultados se muestran en la Figura 38B. Los valores de
fluorescencia a 403 nm y 470 nm se normalizaron y se obtuvieron los
cocientes, que se ajustaron a la ecuacion de Hill. Los valores estimados
para los parametros cinéticos de GAP3 fueron (media + DSM): K4 = 540 +
80 UM, Vyax =1, y n 0.85 + 0.1. Estos resultados son muy parecidos a los
obtenidos con el extracto bacteriano.
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Figura 38. Calibracidon de GAP3 in vitro e in situ. (A) Calibracion in vitro de GAP2 y GAP3.
En cada muestra se afadieron 3.5 ug de la proteina erGAP3 (trazo azul) en medio
conteniendo, KCl 140 mM, MgCl, 1 mM y MOPS, pH 7.2. Cada punto representa la media
+ DSM de tres valores. (B) Procedimiento como en la Figura 28. Se representan los
cocientes de Fa70 / Faos (R) normalizados. Cada punto representa la media + DSM de 9
células. La linea se ajusté a la ecuacidn de Hill. Ver valores de los parametros cinéticos
en el texto.

- 5.3. COMPARACION DE erGAP1, erGAP2 Y erGAP3 o

En la Figura 39 se muestra el comportamiento en un experimento de
imagen de las dos sondas desarrolladas en esta tesis, erGAP2 y erGAP3,
con su predecesora, la proteina erGAP1, también de baja afinidad. Para
ello se transfectaron las células Hela con cada uno de los tres genes
expresados en el plasmido pcDNAS3. El protocolo utilizado fue similar a los
mostrados previamente (Figura 34). Se estimulé con ATP y carbacol,
primero en medio estdndar conteniendo 1 mM Ca”, lo que origind un
vaciamiento parcial, y luego en medio sin Ca®* y con TBH para vaciar
completamente el RE. Como puede apreciarse, aunque la liberacién
maxima fue similar con los 3 sensores (segundo estimulo), erGAP1 apenas

116



Resultados

registro la liberacion submdxima, mientras que si se evidencia
perfectamente con erGAP2 o erGAP3 (Figura 39A). En la Figura 39B se
muestra la estadistica de varias células. Para cada sensor se ha estimado
célula a célula el vaciamiento parcial aparente durante el primer estimulo
(ARest) Y se ha dividido por el vaciamiento total (AR,), de modo que los
valores oscilan entre 0 (no vaciamiento) y 1 (vaciamiento completo). El
vaciamiento aparente estimado por erGAP2 y erGAP3 fue mucho mayor
que el indicado por GAP1, y las diferencias fueron altamente significativas
(p<0.001), indicando que los nuevos sensores son mucho mas ventajosos
para monitorizar fielmente [Ca**]er. No hubo diferencias significativas en
este aspecto entre GAP2 y GAP3, por lo que ambas se usaron casi
intercambiablemente en algunos de los experimentos que se describen a
continuacion.
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Figura 39. Comparacion de erGAP1, erGAP2 y erGAP3. (A) Se representa el cociente
Fa70/Fa03 (R) normalizado con respecto al nivel basal (Ry) para las tres sondas expresadas
en células Hela. Se indujo un vaciado parcial perfundiendo durante 1 minuto ATP junto
con carbacol (100 uM y 10 uM, respectivamente) y un vaciado total con los mismos
estimulos en presencia de EGTA (0.5 mM) y TBH (10 uM) durante 2 minutos. (B)
Vaciamiento aparente, estimado de la disminucion de la fluorescencia (AR/Rg) durante el
vaciado parcial normalizada con respecto al vaciado total (1 = vaciado total; 0 = No
vaciamiento). Los valores se expresan como medias * ESM. Numero de células
analizadas: n = 30 para erGAP1; n = 8 para erGAP2; n = 16 para erGAP3. Estadistica
realizada con el test de Kruskal-Wallis (***, p < 0.001; ns, no significativo).
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6. EXPRESION DE GAP3 EN EL APARATO DE GOLGI

J

Esta tesis esta centrada en el RE, que es el principal depdsito de Ca** en las

células animales. Sin embargo no es el Unico organulo con una alta
concentracion de este idn, ya que el aparato de Golgi también lo almacena
a altas concentraciones (Lissandron y cols.,, 2010). Por este motivo,
decidimos realizar una prueba de concepto para ver si los nuevos sensores
serian también utiles para estudiar el funcionamiento del aparato de Golgi.
GAP3 se expresd en esta organela mediante la fusion en su extremo N-
terminal del péptido sefial de la galactosiltransferasa humana II, una
proteina marcadora del trans-Golgi (Llopis y cols., 1998). En la Figura 40 se
muestra un esquema del gen resultante, denominado tgoGAP3, que se
cloné en el vector pHSV, de relativamente baja expresion, para evitar la
localizacion errénea de la sonda en lugares distintos al aparato de Golgi.

ke { NN tgoGAP3
GT GFP  AEQ

0.5Kb

Figura 40. Esquematica de la construccion tgoGAP3. La direccionalidad al aparato trans-
Golgi se obtuvo mediante la fusidn en el extremo 5’ de la galactosiltransferasa humana Il
(GT). La secuencia consenso Kozak (kz) que facilita su dptima expresion en células de
mamifero.

La correcta localizacién de tgoGAP3 se comprobd mediante una
inmunofluorescencia de células Hela transfectadas de forma transitoria
con el plasmido pHSV.tgoGAP3, utilizando un anticuerpo anti-TGN46 (del
inglés trans-Golgi network), un marcador especifico del trans Golgi. Esta
zona del aparato de Golgi tiene un aspecto punteado (Figura 41), y se
localiza mayoritariamente alrededor del nucleo, generalmente de forma
asimétrica. Como puede observarse en la imagen de superposicidn, la
localizacion que presenta la proteina GAP3 en las células Hela coincide
razonablemente bien con el del trans Golgi.
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tgoGAP3 anti-TGN46 DAPI Superposicion

Figura 41. Localizacion de tgoGAP3. Imagen de fluorescencia confocal de una célula
Hela transfectada con el plasmido pHSV.tgoGAP3 vy fijada. En verde, se ve la
fluorescencia enddgena de la GFP de tgoGAP3; en rojo, aparece la célula marcada con
un anticuerpo anti-TGN46, especifico del trans-Golgi; en azul aparece el nucleo contra-
tefiido con DAPI; y en el cuarto panel estd la superposicion de las tres imagenes. Los
pixeles amarillos indican colocalizacién de GAP3 con el marcaje del trans-Golgi.

A continuacion, se hizo un estudio funcional para investigar si GAP3 es
capaz de medir la concentracién de Ca®* dentro del en el aparato de Golgi
([Ca**]go) Y monitorizar sus cambios fisioldgicos. Para ello se realizaron
medidas de imagen de fluorescencia en células Hela transfectadas con el
gen tgoGAP3 (Figura 42). El protocolo fue similar a los mostrados
anteriormente para el RE, en los que se provocaron vaciamientos a través
de los canales IP3R, aunque en el caso del aparato de Golgi, las caidas de
fluorescencia no eran tan grandes como en el RE. Probablemente se deba
a la menor [Ca%'] gue contiene esta organela (Pinton y cols., 1998; Aulestia
y cols., 2015).

La [Ca*"]so basal medida en el trans Golgi de las Hela fue de 250 + 38 uM,
valor préximo a los referidos en la literatura. También se documenta la
rapida caida de la [Ca**]so inducida por ATP junto a histamina, que actdan
ambos via produccién de IP;. Puede observarse que el vaciamiento por el
agonista fue casi completo. Estos resultados son concordantes con los
resultados recientes de nuestro grupo (Aulestia y cols., 2015).
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Figura 42. Medidas de la [Ca**]so con GAP3 dirigida al aparato de Golgi en Hela. Las
células Hela se transfectaron con el plasmido pHSV.tgoGAP3. En el eje izquierdo se
representa la fluorescencia normalizada como R/R, donde R es el cociente Fa70/Fa03. LOS
valores representados son la media + ESM de 13 células. Las células fueron estimuladas
con ATP junto con histamina (100 uM cada uno) en MEC con CaCl, 1 mM (primer
estimulo) o bien en presencia de TBH (10 uM) en MEC sin Ca’* (EGTA 0.5 mM). En el eje

derecho se representa la sefial calibrada en [Ca**].

7. MODELOS DE ANIMALES TRANSGENICOS

Una de las principales ventajas de los sensores proteicos es poder generar
organismos transgénicos, que permiten realizar experimentos en
condiciones lo mas fisiolégicas posibles. Por esta razdon, se crearon
animales transgénicos, tanto ratones como moscas, en los que se pudo
comprobar, que la expresion del transgén GAP en su genoma era
compatible con la vida y no origind alteraciones fenotipicas detectables.

7.1. RATONES TRANSGENICOS

En primer lugar, se resintetizaron los cDNAs de GAP2 y GAP3 para
optimizar el uso de sus codones en mamiferos y asi mejorar su expresion
en el contexto del animal transgénico. Posteriormente, las variantes
dirigidas al RE (erGAP2 y erGAP3) se clonaron en un vector de expresion
qgue contiene el promotor de expresiéon ubicua CAG.
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En el caso de erGAP2, de los tres ratones transgénicos positivos analizados
por PCR, soélo uno transmitia el transgén por linea germinal, el cual se
cruzé con ratones C57BL/6 para crear la linea estable 3 (L3). Los ratones
hemicigotos eran fértiles y producian camadas de tamafio y distribucion
entre sexos normales, y su longevidad también es normal. Los analisis
histolégicos no revelaron ningun fenotipo discernible asociado con la
expresion del reportero de Ca** GAP. En la Tabla 15 se tabulan los 6rganos
y tipos celulares donde se expresa el transgén. El andlisis se hizo
detectando la fluorescencia enddégena de la GFP de erGAP2 en secciones
fijadas. Como era esperable de un promotor ubicuo, erGAP2 se expresaba
en muchos tejidos.

SISTEMA / ORGANO TEJIDO / TIPO CELULAR
Glandulas adrenales Corteza de la médula
Hipofisis Gonadotropas, lactotropas, probablemente otros tipos
Musculo esquelético Deltoides, abdominales, digitorum brevis, lengua
Oido Macula utricular, macula sacular, drgano de Corti,
ampollas de conductos semicirculares
Ojo Cédrnea, iris, cristalino, retina

Organo vomeronasal

Pancreas Islotes pancreaticos
Sistema digestivo Epitelio prismatico de la vellosidad intestinal
Sistema nervioso Bulbo olfatorio, corteza cerebral, corteza cerebelosa
central (células de Purkinje), hipocampo
Testiculos

Tabla 15. Expresion del transgén en ratones transgénicos para erGAP2 (L3). Las
secciones de los distintos tejidos se analizaron mediante la deteccién de la fluorescencia
enddgena de la GFP. Los cortes analizados provenian de ratones de 1 mes de edad,
excepto los del hipocampo, que provienen de ratones entre POy P15.

En el caso de erGAP3 se obtuvieron dos lineas de ratones transgénicos, las
Lineas 1 y 10 (L1 y L10), que se caracterizaron por histologia para
comprobar la expresidn en todos los érganos analizados. Como se observa
en la Tabla 16, practicamente la mayor parte de los drganos eran positivos
para el transgén en las dos lineas, aunque en algunos casos concretos el
patron de expresion puede ser distinto, como por ejemplo en la hipofisis
(ver apartado 8.4).
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LINEA SISTEMA / ORGANO TEJIDO / TIPO CELULAR
L1110 Aparato digestivo Estémagot epite.lio pris’mético de. la vellosidad
intestinal, glandula salivar
L1, L10 Aparato respiratorio Traquea, pulmon
L1110 Bazo Capsula conjuntiya, vas.os §anguineos, células
Inmunitarias
L1, L10 Corazon Endocardio (L1)
L1, L10 Glandula adrenal Corteza
L1, L10 Hipdfisis Adenohipdfisis; pars intermédia
L1, L10 Musculo esquelético Cuadriceps, recto abdominal, lengua
L1, 110 Ojo Cérnea, cris:]aulicr;s;rc:JnetreF;cr)]:iliar, retina,
L1, L10 Pancreas Islotes pancreaticos
L1, 110 Piel Foliculos pilosos, e,pidermis, glandulas
sebdceas
L1, L10 Rifidn Corteza, médula
Hipocampo, bulbo olfatorio, meninges,
11,110 | Sistema Nervioso Central células de PurkinJ:e, ependimocitos,
motoneuronas, células del asta de la
sustancia gris, células de la sustancia blanca
11,110 Sisterna inmune Timo, nédulos linfaticos, ganglios linfaticos
del cuello
L1 Aparato circulatorio Endotelio capilar
L1 Glandula lagrimal
L1 Glandula maxilar
L1 Glandula pardétida
11 Sisterna Nervioso Periférico Ganglios de las raiFels d‘orsales, ganglio del
trigémino
L1 Utero Tejido conjuntivo
L10 Epifisis
L10 Higado
L10 Oido
L10 Sistema nervioso periférico | Ganglio de la raiz dorsal, ganglio del trigémino
L10 Testiculos Espermatogonias, células de Sertori, epitelio,

tubos seminiferos, cdpsula conjuntiva

Tabla 16. Expresion del trasngén en los ratones transgénicos para erGAP3 (L1 y L10). La
Linea 1 fue estudiada con ratones de 3.5 semanas, y la Linea 10 con ratones de 3

semanas; ademas, el hipocampo se estudié también en ratones de 2.5, 3 y 12 meses; el

cerebelo, con un ratén de 2.5 meses; el sistema nervioso periférico, con un ratén de 9.5

meses; el corazén y el oido se estudiaron en ratones P1 y P2. Todas las secciones se

analizaron mediante la deteccién de la fluorescencia enddgena de la GFP.
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7.2. MOSCAS TRANSGENICAS s

Otro modelo animal muy utilizado para estudios de imagen con sensores
de Ca®" in vivo es la mosca Drosophila melanogaster. Con este objetivo se
generaron moscas transgénicas de erGAP3, expresada bajo el sistema
GAL4/UAS, que permite la expresion del transgén en tejidos u érganos
especificos. En esta tesis se presentaran Unicamente los datos funcionales
obtenidos con la linea de erGAP3 en musculo estriado (ver apartado 8.6).

8. PRUEBAS DE CONCEPTO DEL FUNCIONAMIENTO DE erGAP3 EN
S
DISTINTOS SISTEMAS BIOLOGICOS

Los animales transgénicos se crearon para demostrar que erGAP3 es un
sensor util para medir en condiciones lo mas fisiolégicas posibles. Para
ello, en lugar de hacer un estudio exhaustivo de un sistema en particular,
se examind en varios modelos dispares entre si, como las células del
sistema inmune, células y tejidos del sistema nervioso y el endocrino, y en
el musculo estriado intacto in vivo. El objetivo era verificar que los nuevos
sensores de Ca’" eran adecuados para abordar problemas fisiologicos
variados, pero sin intentar entrar en el detalle, que queda relegado para
un estudio posterior. A continuacién, se muestra la descripcion de los
resultados en el siguiente orden: 1) cultivos primarios, 2) tejidos intactos
ex vivo, y 3) medidas in vivo en el animal entero; es decir, de las
mediciones menos fisioldgicas a las mas fisioldgicas.

8.1. MEDIDAS DE LA [Ca**]er IN VITRO EN MONOCITOS DE RATON

Entre los tejidos y 6rganos que analizamos para caracterizar las dos lineas
transgénicas de ratones erGAP3, se observd que en el bazo habia células
positivas para GFP. Debido al gran interés de las células inmunitarias, se
amplié la observacioén inicial y se hizo un estudio funcional elemental, que
se describe a continuacion.

En primer lugar, se caracterizaron mediante citometria de flujo los tipos
celulares que expresaban erGAP3. Se usd una bateria de anticuerpos
especificos para distintos tipos de células inmunitarias: CD3 para linfocitos
T, CD4 para linfocitos T helper, CD19 para linfocitos B, CD11b para
monocitos y macrdfagos y CD11c para células dendriticas. Se realizd un
marcaje doble en ratones normales y transgénicos: en un canal se detectd
la fluorescencia verde enddgena de la proteina erGAP3, y en el otro canal
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la fluorescencia amarilla o roja de los marcadores especificos de los
distintos tipos celulares. Los resultados indicaron que las células que
expresan los antigenos CD3, CD4, CD11c y CD19 eran negativas para
erGAP3, mientras que las positivas para CD1lb si expresaban la
fluorescencia verde. Se concluyd, por tanto, que las células que
expresaban el sensor eran los monocitos, mientras que las células
dendriticas y los linfocitos T no expresaban el sensor. En la Figura 43 se
muestran los resultados de la citometria de flujo, donde se representa la
intensidad de la fluorescencia verde de la GFP (en las abscisas) frente a la
intensidad de la fluorescencia roja del anticuerpo anti-CD11b acoplado a
aloficocianina (en las ordenadas). Se compararon las células de bazo
aisladas de un ratén normal y un ratdn transgénico. En el primer caso, un
15% de las células emiten fluorescencia debido al marcaje con el
anticuerpo anti-CD11b, indicando que son monocitos, pero ninguna célula
presentaba fluorescencia para la GFP, lo cual era previsible ya que el ratdn
normal no expresa erGAP3 ni otras proteinas fluorescentes verdes. En el
segundo caso, hay un 13% de la poblacién que emite fluorescencia debido
al marcaje de los monocitos (CD11b), pero este grupo de células esta
desplazado ahora hacia la derecha en el eje de las abscisas, indicando que
también emiten la fluorescencia verde de la GFP. El grupo que expresa la
fluorescencia verde supone el 15.5% de la poblacién celular, lo que
coincide con la fraccion de monocitos. Son, por tanto, Unicamente los
monocitos los que expresan erGAP3. El recuadro en la Figura 43B
corresponde a la poblacién doblemente positiva para CD11b y erGAP3 del
raton transgénico, que no existe en el raton de tipo salvaje C57BL/6
(Figura 43A).

Con el objetivo de confirmar funcionalmente estos resultados se decidié
estudiar las respuestas de erGAP3 a la activacion con varios agonistas en
monocitos de ratdn. Para ello se llevaron a cabo cultivos primarios de las
células extraidas del bazo de un ratén transgénico. En estos cultivos la
mayor parte de las células adheridas a |la placa eran positivas para erGAP3
(no mostrado). En la Figura 44A se muestran imagenes de microscopia
confocal de una célula tipica contratefida con DAPI. Estas células
presentaron la morfologia tipica de los monocitos, con grandes vesiculas
citosdlicas que excluyen la fluorescencia verde en su interior. El sensor
erGAP3 se expresa en todo el citosol y esta excluida del nucleo y de las
vesiculas citosolicas, patrén caracteristico de la localizacién en el RE.
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Figura 43. Citometria de flujo de las células del bazo de ratén. El grafico (A) es de un
raton de tipo salvaje y el grafico (B) es de ratdn transgénico de la Linea 1. Se representa
la fluorescencia de la GFP (verde) en el eje de las abscisas frente al marcaje con anti-
CD11b (rojo) de las células en el eje de las ordenadas. En el recuadro se enmarcan los
monocitos, positivos para CD11b y erGAP3.

Se ensayaron los efectos de varios agonistas potenciales sobre [Ca2+]RE,
monitorizado por los cambios de la fluorescencia de erGAP3 (Figuras 44B y
44C). Los monocitos fueron estimulados con los siguientes estimulos:
lipopolisacaridos (LPS) a 10 ug/ml, carbacol a 10 uM, histamina a 100 uM,
ATP a 100 uM y cafeina a 50 mM. Como puede observarse, la cafeina fue,
con mucho, el estimulo mas eficaz. Provocé un gran descenso de la
[Ca®'Ire, gue recuperd los niveles basales tras el lavado del estimulo. El
mismo estimulo dado conjuntamente con el inhibidor TBH para obtener un
completo vaciamiento provocé una liberacion maxima, un poco mayor que
la obtenida por la cafeina sola. En la Figura 44B se muestra a la derecha
una escala calibrada en [Ca®']ge, donde puede apreciarse que el nivel de
reposo esta entre 150 y 200 uM, aunque existe una gran dispersion. La
media £ DSM de 37 células fue de de 160 + 7 uM. El resto de los agonistas,
incluyendo el LPS, fueron muy poco eficaces lo que sugiere que la
liberacion de calcio del RE es, en estos casos, muy reducida (Figura 44C).
No obstante, la estimulacién con ATP en presencia del inhibidor de la
SERCA TBH (ultimo estimulo en el trazado) puso de evidencia un sustancial
descenso de [Ca*']s en las tres células estudiadas.
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Figura 44. Expresion funcional de erGAP3 en monocitos aislados a partir de ratén
transgénico. (A) Imagen de microscopia confocal de una célula tipica; en el panel de la
izquierda se observa la expresion de erGAP3, y en el panel central la contratincidn
nuclear con DAPI; en el panel de la derecha se muestra la superposicion de las dos
imagenes. (B) Medida de la [Ca*']ze con erGAP3 a partir experimentos de imagen de
célula unica en el que se representa la media + DSM de 51 células, cuya sefial se ha
normalizado entre 0 y 1 al dividir el cociente F4;0/Fa03 (R) entre Ry, y se ha calibrado a
[Ca”]ke (escala a la derecha). Los monocitos fueron estimulados con lipopolisacaridos
(10 pg/ml) durante 2 minutos y cafeina (50 mM) durante 30 segundos en presencia o
ausencia de TBH (10 uM). (C) Representacion del cociente de F470/F403 de tres monocitos
estimulados durante 1 minuto con histamina (100 uM), ATP (100 uM), carbacol (10 uM)
y ATP en medio sin Ca®*y con TBH (10 pM).

8.2. MEDIDAS DE [Ca*]zz IN VITRO EN NEURONAS Y GLIA DE
HIPOCAMPO EN CULTIVO PRIMARIO

Los experimentos se realizaron en cultivos mixtos que contenian tanto
neuronas como glia procedentes del hipocampo del ratéon transgénico
erGAP2 (L3) y mantenidas en cultivo durante una semana (ver Materiales y
Métodos). Se estimularon con el neurotransmisor glutamato (20 uM) o
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con cafeina (20 y 50 mM) sola o junto con TBH para vaciar completamente
el RE. La Figura 45A muestra una imagen de fluorescencia representativa,
en la que se distinguen bien las neuronas y las glias por su morfologia.
Estas dltimas, mayoritariamente astrocitos, aparecen ligeramente
desenfocadas. Puede observarse que tanto las neuronas como la glia
expresan bien erGAP3. El glutamato tuvo un efecto variable en las
neuronas: en la Figura 45B se muestra una que responde con un gran
vaciamiento y dos con respuestas muy pequenas. En promedio de 20
células analizadas, se obtuvo respuesta en un 89% de las neuronas
estimuladas con glutamato. La estimulacidon con glutamato no tuvo efecto,
generalmente, en los astrocitos; en dos glias analizadas no se observd
efecto en ninguna.
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Figura 45. Medidas de [Ca*]i en cultivos mixtos de hipocampo de los ratones
transgénicos erGAP2. (A) Imagen de fluorescencia con un objetivo 20x de un cultivo
mixto disociado de hipocampo. Las células 1 a 3 son neuronas, mientras que la célula 4
es un astrocito. (B) Registro de las células 1-4 descritas en (A), en el que se representa en
la barra izquierda el cociente Fs70 / Fags, normalizado dividiendo por Ry. Las células
fueron estimuladas durante 30 segundos con glutamato (20 uM), cafeina (20 mM), y
cafeina junto con TBH (50 mM y 10 uM, respectivamente) para maximizar el vaciado del
RE. En la barra derecha aparece una calibracién aproximada de la sefial fluorescente en
[Ca™"].

La cafeina fue, en general, un estimulo eficaz para vaciar de Ca® el RE,
tanto en neuronas como en glias. El 100% de las células testadas (18
neuronas y 2 glias) respondieron a cafeina, aunque el porcentaje de
vaciamiento producido fue muy variable. El tratamiento con cafeina 50
mM en presencia de TBH parece bastante eficaz para producir vaciamiento
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completo y obtener el valor de R.i, (0.3 a 0.4, expresado como R/Ry).
Utilizando el valor de F.,;, de cada célula, se recalibré todo el experimento
en [Ca*]ge. La media de la basal de calcio para 15 neuronas presentes en el
campo, fue de 760 + 60 uM (media + ESM).

8.3. MEDIDAS DE [Ca**]z: EN ISLOTES PANCREATICOS EX VIVO

Los islotes de Langerhans son las unidades funcionales del tejido endocrino
del pancreas, de modo que las respuestas de Ca’*, responsables de la
secrecion de insulina, suceden simultaneamente en todas las células del
islote (Santos y cols., 1991; Valdeolmillos y cols., 1993), por lo que el
estudio de los islotes ex vivo se aproxima mucho mds a la condicién
fisioldgica que los cultivos de células disociadas.

En primer lugar, se comprobd que los islotes pancreaticos de los ratones
transgénicos expresaban erGAP3. Para ello, se realizd wuna
inmunofluorescencia sobre islotes fijados. Se utilizaron anticuerpos
especificos frente a las tres hormonas principales: glucagdn, insulina y
somatostatina, que marcan de forma especifica las células o, B y o,
respectivamente. La histologia se realizé en islotes de ratones transgénicos
erGAP3 de la Linea 1 de 25 dias de edad. Con la inmunofluorescencia anti-
insulina se observé que existe colocalizacion entre las células que expresan
erGAP3 vy las células marcadas con el anticuerpo (Figura 46A),
demostrando que las células B expresan la sonda. Hay algunas células que
expresan erGAP3, pero no insulina. Con la inmunofluorescencia anti-
glucagdn se observé que en algunas células o colocalizaba la sefial verde
de la GFP con la del marcaje rojo (Figura 46B). En el caso de las células o
no se encontré colocalizaciéon en el marcaje de la somatostatina y la
fluorescencia verde de la GFP, indicando que estas células no expresaban
la proteina erGAP3 (resultados no mostrados). Ademas puede observarse
que la localizacién de erGAP3 estaba excluida del nucleo y era compatible
con el RE. No se observan agregados ni acimulos del sensor.

A continuacidon se realizaron algunos experimentos preliminares para
comprobar la funcionalidad de los islotes del raton transgénico erGAP3 en
lo que se refiere a la regulacion de la secrecién de insulina. Para ello, se
extrajeron los islotes de los pancreas de ratones transgénicos de la Linea 1
(ver Métodos) y se cargaron con Fura-2, para medir simultdneamente la
[Ca”]re v la [Ca*]c (Figura 47A). El Fura-2 se carga preferentemente en las
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células periféricas del islote, por lo que la mayor parte de la seial
citosdlica proviene de esta zona. En estos experimentos medimos la
fluorescencia de todo el islote, es decir, que la sefal proviene
mayoritariamente de las células [3, ya que son las mas abundantes.

Anti-insulina Superposicion

Anti-glucagon Superposicion

--

Figura 46. Expresion de erGAP3 en islotes pancreaticos aislados de ratones

transgénicos erGAP3 (L1). (A) De izquierda a derecha, aparece la foto de la fluorescencia
de la GFP (filtro FITC, tiempo de exposicion = 200 ms); marcaje anti-insulina con el
fluoréforo AF-568 (tiempo de exposicidn = 100 ms); montaje de las dos fotos anteriores.
(B) De izquierda a derecha, aparece la foto de la fluorescencia de la GFP (filtro FITC,
tiempo de exposicion = 200 ms); marcaje anti-insulina con el fluoréforo AF-568 (tiempo
de exposicion = 100 ms); montaje de las dos fotos anteriores.

El paso siguiente fue estimular los islotes con sus estimulos fisioldgicos. En
el experimento de la Figura 47B se perfundié un estimulo inicial de
acetilcolina (ACh) en medio de baja glucosa (3 mM) seguido de una
perfusién con alta glucosa (9.5 mM). Se representa tanto la fluorescencia
de erGAP3 (F470, escala a la derecha) como la fluorescencia del Fura-2,
proporcional a la [Ca**]c (Fs40/F3s0, €scala a la izquierda). El estimulo de ACh
produjo una discreta disminucion de la [Ca®*]re acompanada de un
aumento de la [Ca®'], indicando una relacién de causalidad entre la
estimulacién colinérgica, la liberacién de Ca®* del RE (con descenso de la
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[Ca* 1) y el aumento de la sefal de la [Ca**]c. Ademds, como era de
esperar, la TBH potencia el efecto de la ACh provocando vaciamiento
completo del RE, como se ve al final del registro. Por otro lado, el paso de
baja (3 mM) a alta (9.5 mM) glucosa produjo un pico citosélico transitorio
inicial (no acompafiado de descenso de la [Ca*]re) seguido de oscilaciones
qgue se ven tanto en la [Ca®*]c como en la [Ca®']ge. La disminucidn de la
[Ca**]ge nO coincide con el aumento de la [Ca®']., indicando que el
aumento de la [Ca®']x¢ sigue al aumento de la [Ca**]c (Figura 47C).
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Figura 47. Medida simultanea de la [Ca®*]xe y [Ca**]c en islotes de Langerhans ex vivo.
(A) Los islotes de obtuvieron de los ratones transgénicos erGAP3 (L1) y se cargaron con
Fura-2. En el panel de la izquierda se ve una imagen del islote cargado excitado a 380 nm
(el segundo maximo de excitacién del Fura-2) en rojo. La mayoria de la fluorescencia se
encuentra en las células mas superficiales. El panel central es una imagen de la
fluorescencia del islote al excitar a 470 nm. La proteina erGAP3 se expresa en casi todas
las células, de modo que se ve fluorescencia en todo el islote, aunque pueden apreciarse
algunas células individuales. En este caso, la mayoria de la fluorescencia viene del
centro, que es donde hay mayor cantidad de células. En el panel de la derecha esta la
superposicion de ambas fotos. (B) y (C) Registros de [Ca**]c y [Ca®*]re (barras izquierda y
derecha, respectivamente) de dos islotes diferentes estimulados con glucosa (8, 9.5y 16
mM), alto K* (80 mM) y ACh (10 uM) en presencia o ausencia de TBH (10 uM).
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La Figura 47C muestra otro ejemplo de oscilaciones de Ca®* inducidas por
glucosa, en este caso con el aumento desde 8 a 16 mM. Las oscilaciones de
la [Ca®*]c, que ya existian con glucosa 8 mM, se hacen mds intensas.
Aparecen entonces oscilaciones también de la [Ca2+]RE pero, de nuevo, la
disminucion de [Ca**]ze no coincide con el aumento de la [Ca**]c. Una vez
mas, da la impresion que el incremento de Ia [Ca® e sigue al incremento
de la [Ca*]c (Figura 47C). Al final del experimento se muestra una
liberacion de calcio del RE debida a un estimulo con ACh, evidenciada
como un descenso de la [Ca*']ge y un aumento de la [Ca*'].. Si que parece
claro que este neurotransmisor parasimpatico actta aumentando la [Ca**]c
(y por tanto la secrecion de hormona) via liberacion de calcio desde el RE.

El hecho de que el alto potasio no provoque ninguna liberacién del Ca®* del
RE, sino mas bien recaptacion, junto el comportamiento del [Ca**]z¢ en las
oscilaciones, que sigue de forma pasiva al citosdlico, parece indicar que no
existe el fendmeno CICR en las células 3 del pancreas.

' 8.4. MEDIDAS DE LA [Ca*"]z: EN ADENOHIPOFISIS EX VIVO ]

Como se ha sefalado en la Tabla 15, se observd también expresion de
erGAP3 en la adenohipdfisis tanto la Linea 1 como la 10 del ratén
transgénico. En la Linea 1, practicamente la totalidad de la células
hipofisarias expresaban el sensor, como puede observarse en los paneles
de la izquierda en la Figura 48. Esto permite la medida de la fluorescencia
del 6rgano completo con el objetivo 5x. Por el contrario, en la Linea 10
(paneles de la derecha) hay un menor nimero de células positivas, lo que
puede ser ventajoso en un experimento de andlisis de imagen a nivel de
célula unica, al tener menor fluorescencia de fondo y distinguirse mejor los
limites de cada célula. En las dos imdgenes inferiores de la Figura 48 se
aprecia una region menos fluorescente que el resto del 6rgano (sefialadas
con puntas de flecha), que corresponden a la parte central de la hip&fisis,
la neurohipdfisis, que no era fluorescente.

A continuacidon se realizaron experimentos funcionales de imagen en el
organo entero, recién aislado, y perfundido con distintas hormonas
liberadoras. Puesto que las células hipofisarias son excitables, también se
utilizé un estimulo despolarizante de alto K*, y por ultimo, se incluyé en el
protocolo ATP, que estd acoplado a la cascada de IP; a través de los
receptores P2Y.
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Linea 1 Linea 10

Figura 48. Comparacion de la expresion de erGAP3 en las hipéfisis de las dos lineas de
ratén (L1 y L10). Todas las imagenes se han tomado excitando a 470 nm por el lado
ventral de la hipofisis. Las fotos de la izquierda corresponden a la hipdfisis de la linea 1
(en estadio P15), y las de la derecha a hipéfisis de la linea 10 (la foto superior es de un
raton de 2.5 meses, y la inferior es de un ratén de 2 meses). Las fotos superiores se
tomaron con un objetivo 20x, mientras que las de abajo se hicieron con un objetivo 5x.

En la Figura 49A se observa un campo de la hipdfisis, en el que se han
enmarcado tres células representativas con diferentes patrones de
respuesta a las hormonas liberadoras. Debido a que la medida se hizo en el
organo entero, muchas de las células aparecen fuera de foco. Se
observaron tres patrones principales de respuesta: 1) vaciamiento del RE
solo al aplicar TRH (Figura 49B); 2) solo al aplicar LHRH (Figura 49C) y, 3) en
menor medida, también habia células que respondian a ambas hormonas
(Figura 49D). Las monorreceptoriales, que sélo respondian a una hormona,
mostraron respuestas mas potentes, con vaciamientos de un 30 - 40%
respecto a la sefial basal; por el contrario, las células polirreceptoriales que
responden tanto a TRH como a LHRH muestran solamente un 10% de
vaciamiento respecto a la basal. Las frecuencias de las repuestas
observadas en 38 células de un mismo campo (situado en la zona central
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de la glandula), fueron las siguientes: el 23.1% de las células respondieron
a TRH, el 61.5% respondieron a LHRH, y el 15.4% respondieron a ambas
hormonas. Estos resultados son coherentes con nuestros conocimientos
(Tse y Hille, 1992; Villalobos y cols., 1996; Villalobos y cols., 1997a;
Villalobos y cols., 1997b; Villalobos y cols., 2004).
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Figura 49. Medidas de [Ca*']iz en hipdfisis de ratén transgénico erGAP3 (L10). (A)
Expresion de erGAP3 en la hipdfisis de un ratdn de 17 dias de edad excitada a 470 nm.
(B) Respuesta de una célula representativa, que solo responde a TRH, correspondiente a
la regidn de interés (ROI) 1 en (A). (C) Respuesta del ROl 2, que solo responde a LHRH.
(D) Respuesta del ROI 3, una célula polirreceptorial (Villalobos y cols., 1997b) que
responde tanto a TRH como a LHRH. En los tres registros se representan los cocientes
Fa70/Fa0s normalizados mediante su division por dicho cociente en condiciones basales. El
6rgano fue estimulado con las tres hormonas mencionadas (10 nM), alto K (80 mM) y
ATP (100 pM).

Ninguna célula mostré respuesta a GHRH ni a ATP. En el caso de la
estimulacion con alto K*, se observé un aumento de la [Ca**]ge por encima

de la sefial basal, evidenciando captacion de Ca** por el RE en los tres tipos
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de células, probablemente en respuesta al aumento de la [Ca**]c debido a
la entrada de Ca** inducida por la despolarizacién (Figura 49B, 49C y 49D).
En ningln caso se observd disminuciéon de la [Ca2+]RE en respuesta a la
despolarizacidn por alto K, sugiriendo que no es operativo el mecanismo
de liberacién de Ca* inducida por Ca**.

8.5. DISTRIBUCION FUNCIONAL DE LOSW_DE
ACETILCOLINA EN RODAIJAS DE HIPOCA
El estudio del tejido nervioso a bajos aumentos ex vivo tiene una serie de
ventajas sobre la visualizacién a alta resoluciéon. En primer lugar, la
organizaciéon es mucho mds parecida al estado que impera durante el
funcionamiento real del organismo vy, por lo tanto, mas proximo a las
condiciones fisioldgicas. En segundo lugar, la funcién surge generalmente,
y mas en el sistema nervioso, como propiedad emergente del
funcionamiento de muchas células. No es infrecuente que las funciones se
enmarquen y organicen en areas funcionales de dimensiones muy
superiores a las celulares y que no pueden percibirse a altos aumentos.
Desde este punto de vista, los estudios funcionales de areas cerebrales

intactas tienen un gran interés.

- ROI'1
— ROI 2
ROI 3
== ROI 4
ROI 5

Figura 50. Medidas de [Ca’*]e en rodaja de hipocampo del ratén transgénicos para
erGAP2. (A) Expresién de erGAP2 en una rodaja de hipocampo de un ratén en estadio
P11. Se han sefialado regiones de interés (ROIs) en el giro dentado (1 y 2), el cuerno de
Amoén (3 y 4, situados en las regiones CA3 y CA1 respectivamente) y subiculum (5). (B)
Registros normalizados de la sefial de erGAP2 en cada ROl Los estimulos se
perfundieron durante 30 segundos con alto K* (80 mM), ATP (100 uM), glutamato (20
uM) y cafeina (20 y 50 mM).
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En el hipocampo de nuestros ratones transgénicos, la mayor parte del
erGAP3 se encuentra en los somas de las neuronas piramidales del cuerno
de Amodn (CA) y del giro dentado (Figura 50A). En este experimento, las
rodajas de hipocampo se obtuvieron del ratén transgénico para erGAP2 y
los estimulos utilizados, de 30 segundos de duracién, fueron:
despolarizacién por alto K', ATP, glutamato y cafeina (Figura 50B). Se
ilustran las respuestas en 5 areas seleccionadas: giro dentado (1y 2), CA3
(3), CA1 (4) y subiculum (5). Las respuestas a glutamato y ATP fueron muy
pequeinas, mientras que las respuestas a cafeina fueron considerables y
similares en las distintas zonas. Todas las zonas respondieron a la
despolarizacion por alto K* con una discreta liberacién, similar también en
todas las areas, sugiriendo la presencia del mecanismo de liberacidon de
calcio inducida por Ca®* (CICR).

La Figura 51 ilustra la distribucion de las respuestas al neurotransmisor
acetilcolina en rodajas de hipocampo de la linea 10 del ratdn transgénico
erGAP3. Las rodajas se incubaron con Rhod-3, para cargarlas y medir
simultdneamente [Ca®']xe y [Ca*']c en toda la rodaja. En la Figura 51A se
muestra la sefial normalizada de ambas sondas, erGAP3 y Rhod-3, antes,
durante y después de un estimulo de ACh (10 uM). En la imagen tomada
durante el estimulo se observa como la sefial de erGAP3 disminuye en la
zona CA1 (disminucidn de [Ca®']qe), coincidiendo con el aumento de la
sefial del Rhod-3, que refleja el consecuente incremento de la [Ca*],
también mostrada muestra en la Figura 51B.

En la Figura 51B se representan los registros normalizados de Ia
fluorescencia del Rhod-3 y el erGAP3 en la regién CA1l de la rodaja de la
Figura 51A, mostrando el descenso de la [Ca®*]e simultdneo con el
incremento de la [Ca®].. De hecho, los cambios en ambos trazados se
inician simultaneamente, pero el pico de la [Ca*'] se alcanza antes que el
maximo vaciamiento del RE. Por otro lado, el aclaramiento del Ca®'
citosélico es mas rapido que el rellenado del RE. La localizacién de las
respuestas a acetilcolina en la region CA1 coincide con las previamente
postuladas a partir del mapeo electrofisiolégico del hipocampo (Power y
Sah, 2002; Fernandez de Sevilla y cols., 2008).
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Figura 51. Distribucion de la respuesta a acetilcolina (ACh) en rodajas de hipocampo de
ratones transgénicos para erGAP3. (A) Rodaja de hipocampo de un ratén P7 de erGAP3
(Linea 10), representado en escala de pseudocolor en funcién de la [Ca®']ze (imagenes
superiores) o la [Ca®']c (imagenes inferiores). La escala pasa de los colores calidos a los
frios, representando altas y bajas concentraciones, respectivamente. La flecha indica la
regién de CA1 donde se produce la respuesta. (B) Registro del cociente de fluorescencia
(erGAP3, en verde) o la fluorescencia individual (Rhod-3, en rojo), ambas normalizadas.
En la imagen del hipocampo en pseudocolor se muestra el ROl en el que se midio la
sefial fluorescente. El estimulo de ACh (10 uM) fue aplicado durante 30 segundos.
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8.6. MEDIDAS DE LA [Ca®]x IN VIVO EN EL RETICULO
SARCOPLASMATICO DEL MUSCULO ESTRIADO DE MOSCAS
TRANSGENICAS

El siguiente objetivo que se propuso fue realizar medidas de la [Ca**]ge in
vivo. Para ello utilizamos el modelo animal de Drosophila melanogaster,
gue ofrece varias ventajas frente al ratdn, como son la facilidad de generar
animales transgénicos especificos de tejido y poder registrar mas
facilmente en el animal entero. Se eligiéo el musculo estriado porque en
este tejido el Ca’* del RS desempefia un papel fundamental en la
contraccion muscular (Szent-Gyorgyi, 1975). Para ello erGAP3 se expreso
bajo el promotor del gen de la cadena pesada de la miosina (Mhc) (Mitra y
cols., 1996). En la Figura 52A se muestra una imagen representativa de la
fluorescencia enddgena de una mosca transgénica adulta, en la que se
observa expresion en los musculos de las extremidades y del térax.
Durante los registros no fue necesario retirar la cuticula o exoesqueleto
para obtener una buena sefial de fluorescencia procedente de los
musculos del térax, pues hay la suficiente transparencia (Figura 52B).

La estimulacion a baja frecuencia (0.25-0.50 Hz) produjo cambios
especulares de las fluorescencias de erGAP3, de tal forma que F,; bajay
Fa05 sube, indicando que hay una liberacion de Ca’" desde el RS con cada
estimulo (Figura 52C). Cuando la frecuencia de estimulacién fue mayor (4-
16 Hz) los eventos unitarios se fusionaron, produciendo una liberacion del
calcio mucho mayor (Figura 52D). La liberacion a 16 Hz fue
sustancialmente mayor que a 4 Hz. En la Figura 52E se muestran los
cambios en el citosol, medidos con la sonda GCaMP3 en una mosca
transgénica para este sensor expresado también en el musculo mediante
el mismo promotor (Tian y cols., 2009). Los cambios de la [Ca®']c
registrados son perfectamente coherentes con los de Ia [Ca®*]pe: la
estimulacion a baja frecuencia produjo eventos unitarios con una
disminucion de la [Ca®*]ge y un aumento rapido de la [Ca®']c seguida de una
recaptacion mas lenta. Por el contrario, a frecuencias mas altas (4 y 32 Hz)
se produjo una fusién de los eventos con una mayor disminucion de
[Ca®*]re, cON un mayor incremento de la [Ca®*]. alcanzada durante el
estimulo. Finalmente, se realizaron los mismos protocolos experimentales
utilizando una mosca transgénica para GFP dirigida a la membrana
plasmatica (pmGFP) expresada también bajo el promotor muscular Mhc
(Mohseni y cols., 2009). La pmGFP no mostré cambios en la intensidad de
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fluorescencia durante la estimulacidn (Figura 52F) como es propio de una
proteina insensible a Ca**, lo que ratifica que los cambios observados en
las Figuras 52C, 52D y 52E no son artefactuales.
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Figura 52. Medidas de la [Ca**]x: in vivo en Drosophila melanogaster adulta. (A) Imagen
de fluorescencia endégena de una mosca de la linea w; +; Mhc-GAL4//UAS-erGAP3 en
posicién lateral. (B) Vista apical de la fluorescencia del térax de una mosca de la misma
linea. Se muestra el ROI donde se dan los cambios de fluorescencia. (C) Registros de Ca**
a las dos longitudes de onda individuales de erGAP3. (D) Comparacién de los resultados
de la estimulacién nerviosa a diferentes frecuencias (0.5, 4 y 16 Hz). (E) Registro del Ca**
citosélico de los musculos en moscas transgénicas de la linea w; +; Mhc-GAL4//UAS-
GCaMP3. (F) Control de moscas transgénicas de la linea w; +; Mhc-GAL4//UAS-pmGFP.
En los paneles D-F, F es la fluorescencia a 470 nm. Todas las estimulaciones se hicieron a
6 voltios durante 30 ms.
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Estas despolarizaciones o eventos unitarios corresponden a un “quanto”
de Ca’* liberado por una estimulacién del nervio. Sus caracteristicas
temporales se muestran con mayor detalle en la Figura 53. La liberacion de
Ca”* del RS se completa en menos de 100 ms (que es la velocidad de
adquisicion de las imagenes) y se relaja también con relativa rapidez,
aunque mas lentamente, con un t;, de 0.5-1 s. (Figura 53A). En los
experimentos con estimulacion a alta frecuencia se distinguen
perfectamente la sumacioén y fusidon de las respuestas individuales (hasta
15), que sucede con gran eficiencia (Figura 53B y 53C). Estas observaciones
son coherentes con los conocimientos actuales acerca de la fisiologia de la
contraccion muscular.
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Figura 53. Liberaciones de Ca* del RS inducidas por trenes de estimulacién de distintas
frecuencias. La estimulacion se hizo via la fibra gigante (ver Métodos), con lo que se
consigue que afecte simultdneamente a todas las motoneuronas. La fluorescencia se
recogié de una regién amplia de los musculos del dorso, que respondieron sincrénica y
coherentemente como un todo. Se aplicaron impulsos de 6 voltios de intensidad y 30 ms
de duracién a diferentes frecuencias de estimulacién: (A) 0.2 Hz, (B) 4 Hz y (C) 16 Hz. La
duracion del tren de estimulos fue de 15 s para el estimulo de 0.2 Hz y de 5 s para los
otros dos. Se representa la F4;0 normalizada dividiendo por la fluorescencia basal.
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Siempre nos hallamos de acuerdo en dos o tres puntos que
entendemos, y discutimos sobre dos o tres mil que no
entendemos en manera alguna.

Voltaire
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1. DESARROLLO DE UN NUEVO SENSOR DE Ca**

El objetivo general de esta Tesis era desarrollar un sensor de la familia GAP
con baja afinidad por el Ca** para monitorizar con precisién la homeostasis
de este ion en el RE. La necesidad de esta herramienta es patente porque,
mientras que existen muchos GECls disefiados para medir en el citosol, hay
muy pocos capaces de medir en el rango alto de concentraciones de Ca**
existentes en el RE, de entre 0.1 y 1 mM (Alonso y cols., 1998). Estas
medidas son necesarias para dilucidar como sucede la homeostasis del
Ca’* reticular, y estd aceptado que desempefia un papel importante en la
génesis de procesos como el envejecimiento o las enfermedades
neurodegenerativas (Verkhratsky, 2005). Antes de iniciar este trabajo, se
habia desarrollado en el Laboratorio el nuevo sensor GAP y una variante, la
GAP1, que contenia una serie de mutaciones que disminuian la afinidad
por el Ca®*, aumentando la K4 desde el valor de 660 nM de la GAP original
a 12 uM para la GAP1 (Figura 54). En esta variante se habia reducido la
afinidad por Ca®* aproximadamente 20 veces, permitiendo detectar el
vaciamiento de Ca®* del RE en respuesta a estimulos potentes. Sin
embargo, para tener sensibilidad suficiente para visualizar las respuestas a
estimulos submaximos, era necesario reducir la afinidad un orden de
magnitud mas.

1.0 4
0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 -

0.0 - . é
——T T T T T T T T T T T T T

T T T T T T T T[T T T
10® 107 10°® 10> 10* 10° 102 10%

Figura 54. Comparacion de la afinidad de las distintas GAP producidas. GAPwt, GAP1,
GAP2 y GAP3, que tienen una K4 0.66 uM, 12 uM, 407 uM y 489 uM, respectivamente.
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Un truismo frecuente dice que “uno sélo encuentra lo que esta buscando”.
Por ese motivo es necesario poner a punto un método cuantitativo sencillo
para detectar los mutantes de baja afinidad con la Ky adecuada. Una vez
decididas las nuevas mutaciones a realizar sobre el sensor GAP portador
de la mutacién D119A (Kendall y cols., 1992c), se puso a punto el ensayo
para detectar las proteinas de baja afinidad que tuvieran una K4 de entre
0.1y 1 mM, ya que la concentracién de Ca** del RE esta entre estos valores
(Alonso y cols., 1998). Era necesario adaptar el protocolo de sintesis
proteica para ajustarlo a pequefia escala para producir 22 mutantes de
GAP diferentes. La segunda parte, el analisis de los mutantes, se realizd
inicialmente mediante experimentos de imagen de célula unica, lo cual es
un método lento y escasamente cuantitativo. Para mejorar este
procedimiento, se puso a punto un ensayo en el lector de placas de 96
pocillos, que permitia una rdpida lectura de la fluorescencia de los 22
sensores a la vez. Este método de cribado ha sido validado por al
descubrimiento de GAP2, que efectivamente, tiene la Ky adecuada para
medir en el RE (Tabla 13).

El nuevo sensor de baja afinidad, GAP2, habia perdido,
desafortunadamente, en intensidad de fluorescencia (brillo) con respecto
a su predecesor GAP1 (Figura 31). Para solventarlo se intentaron dos
estrategias distintas. En la primera, se sustituyé la GFPuv por la GFPuv
permutada circularmente en el residuo 145; esta modificacién resulté en
una proteina no fluorescente, que no se ha mostrado en esta tesis. Es
relevante mencionar que en un trabajo previo de nuestro grupo se habia
sustituido la GFPuv por la EGFP, o por los fluoréforos rojos, RFP o
tdTomato; en todos los casos el resultado fue la pérdida de sensibilidad al
Ca’* de las proteinas resultantes. La segunda estrategia, descrita en esta
Tesis, consistid en introducir mutaciones en la GFP, que habian sido
previamente descritas en el contexto de otros sensores y que aumentaban
el brillo. Se combinaron al azar 6 mutaciones candidatas sobre la version
de GAP2 optimizada para su expresion en mamifero. De este experimento
surgido un sensor con el doble de intensidad de brillo e igual rango
dindmico que GAP2, al que se denomind GAP3.

Los ensayos de mutagénesis realizados sobre GAP reflejan la dificultad que
entrana la ingenieria de proteinas, ya que casi todas las modificaciones,
incluyendo aspectos insospechados, influyen en la eficiencia de su funcion,
en este caso, la dependencia de Ca** de la fluorescencia. Es muy dificil
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hacer predicciones estructura/funcion cuando se realizan mutaciones en
los distintos dominios de una proteina. En el caso concreto de GAP, se ha
observado que la mutacién A206Il en la GFPuv anula completamente la
sensibilidad a Ca**, mientras que algunas mutaciones en la aequorina que
ya contenia la mutacion D119A podian eliminar la fluorescencia de la GFP
(por ejemplo, D117N, E156P y D161K). Ademas, en la aequorina se ha
observado que la mutacién de un mismo residuo a distintos aminodcidos
puede tener efectos muy distintos; por ejemplo, el aspartato 24, que en la
primera ronda de mutagénesis se habia mutado a alanina y en la segunda
a valina, histidina o asparragina. Las mutaciones D24A, D24V y D24H no
disminuyeron la afinidad de GAP, mientras que la D24N si lo hizo. Esto
sugiere que la asparragina es capaz de afectar la conformaciéon de la
primera mano EF de la aequorina, y con ello la afinidad por Ca**. El
ejemplo mds extremo de la dificultad de las predicciones de
estructura/funcién es el caso del pericam, del que nunca se ha logrado una
mutante de baja afinidad, porque las mutaciones en los residuos de su
calmodulina anulan completamente la fluorescencia de la YFP (datos no
publicados de P. Chamero). Otro ejemplo es el CEPIA, en el que se
probaron mutaciones sobre los residuos en la posicion —Z de las manos EF
de la calmodulina. En este caso, aunque las mutaciones redujeron la
afinidad por Ca** de forma sinérgica, inevitablemente reducian también el
rango dindmico (Suzukiy cols., 2014).

La mayor parte de los sensores proteicos de Ca** son proteinas de fusion
del sensor de Ca®* con el emisor de fluorescencia, separados por un
péptido de unidén. La longitud y composicién aminoacidica de este péptido
suele ser critica para la interaccion entre las dos proteinas y para su
funcién. En el caso de la proteina GAP, surgida de la unién de la GFP y la
aequorina, se habian probado otros péptidos de unién diferentes, como el
péptido descrito por Baubet y colaboradores (Baubet y cols., 2000) o
colocando en tandem dos péptidos de unién de GAP. El péptido que dio
mejores resultados fue el descrito en esta memoria. También durante este
proyecto, aunque no se ha reflejado en esta memoria, se intenté mejorar
erGAP3 mediante la manipulacién del péptido de unidon entre GFPuv y
aequorina. Se probd a anadir o quitar entre uno y cuatro aminoacidos del
extremo N-terminal del péptido. Todas estas variantes de GAP
demostraron ser iguales o peores que la proteina parental erGAP3.
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2. CARACTERIZACION DE LOS NUEVOS SENSORES DE Ca**

* hay una serie de

En el desarrollo de un sensor proteico de Ca’
caracteristicas criticas que hay que tener muy en cuenta: la Ky debe ser del
mismo orden de magnitud que la [Ca*'] existente en el compartimento
celular en el que se desea medir; debe ser brillante y tener un alto
cociente sefial/ruido; debe tener un Unico sitio de unién a Ca*' para
facilitar la calibracion; no tener cooperatividad, es decir, el coeficiente de
Hill debe ser cercano a 1; no debe ser sensible a pH ni a otros iones
divalentes para evitar interferencias; debe ser capaz de expresarse en
organulos o localizaciones subcelulares bien definidas; y, lo mas
importante, debe ser funcional in vivo. A continuacidn, se discutiran estas

caracteristicas concretas para GAP2 y GAP3.

El principal parametro de eleccidon de un GECI es su afinidad. En el RE, las
[Ca®*] basales tipicas serian entre 200 y 1000 uM (Alonso y cols., 1998).
Esto significa que la Ky de un sensor ideal debera estar cercana a este
rango de concentraciones, lo que le permitira registrar pequefas
variaciones de Ca’* en torno a dicho valor con una méxima relacion
sefial/ruido. Los primeros sensores reticulares de Ca** que se desarrollaron
(los indicadores sintéticos, la mayoria de los camaleones y LAR-GECO1)
tienen una Ky con valor de decenas de micromolar (Tabla 3). Aunque estos
sensores permitian detectar cambios de la [Ca2+]RE la medida era poco
sensible, pues la Ky no era éptima; teniendo en cuenta que el RE puede
almacenar hasta cientos de micromolar de Ca®', el indicador debe
encontrarse casi saturado a las concentraciones basales de Ca** dentro del
RE y, por tanto, muy poco sensible a los cambios de [Ca®*]ge.

La principal mejora de los sensores presentados en este trabajo, GAP2 y
GAP3, respecto a su predecesor GAP1 es el aumento de la K4 de un orden
de magnitud, un valor mucho mas apropiado para realizar medidas
precisas y detectar pequefios cambios de [Ca**]ze. Con el GAP1 se detectan
bien los cambios de [Ca®]x: observados tras estimulacién con cafeina, TBH
o tapsigargina, que producen vaciamientos completos del RE. Por el
contrario, podria resultar dificil observar vaciamientos parciales, como los
provocados por estimulos fisiolédgicos submaximos (Figuras 45 y 46). En
cambio, con GAP2 y GAP3 los vaciamientos parciales son claramente
visibles y puede matizarse mucho mejor la intensidad de la respuesta. Por
ejemplo, se puede ver cémo distintos estimulos provocan diferentes
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niveles de vaciado (Figuras 50, 51 y 53D). Esto es debido a que tanto el
sensor GAP2 como el sensor GAP3 tienen una afinidad adecuada para
medir en las organelas de alto contenido en Ca**, con Kgs de 407 y 489 uM,
respectivamente (Figura 54). Con ambos sensores se ha podido medir la
homeostasis del Ca** en el RE, y ademas también se ha medido con GAP3
en el aparato de Golgi. Dentro del repertorio de colorantes existentes,
Split-YC7.3, GCaMPer y CEPIA son otros ejemplos de sensores que tienen
una afinidad apropiada para medir Ca** en el RE.

Una propiedad distintiva de la familia GAP es su caracter de sensor
ratiométrico, que permite reducir muchos artefactos de registro, que
afectan de forma similar a las dos longitudes de onda y se cancelan al
hacer el cociente. Es importante destacar que, a pesar de las mutaciones
introducidas tanto en la aequorina, para obtener la GAP2, como en la
GFPuv, para obtener la GAP3, ambas variantes han mantenido el caracter
ratiométrico de la GAP original. Como se ha comentado, los sensores
ratiométricos son ventajosos respecto a los de una uUnica longitud de onda,
ya que permiten corregir los posibles artefactos resultantes de cambios de
foco o incluso el fotoblanqueo. En todos los experimentos se comprueba
de forma sistematica que las dos longitudes de onda a las que se mide GAP
cambian en la direccidon prevista, de forma especular, y los experimentos
en los que no ha ocurrido se descartan. En segundo lugar, y mas
importante, es el hecho de que Unicamente los sensores ratiométricos
permiten calibrar la sefial fluorescente en [Ca**] con fiabilidad, y no limitan
el estudio solamente a los cambios en la intensidad de fluorescencia, que
pueden ser artefectuales, debidos a otro cambio asociado a la funcién que
se esté estudiando (por ejemplo, cambio de forma asociado a la
contraccion). La mejora de GAP2 y 3 es especialmente relevante en las
organelas de alta [Ca**], como el RE y el aparato de Golgi, donde se
pretende medir con precisién los niveles de Ca®* en el lumen de ambos
organulos en reposo. Como se ha comentado en la Introduccidon, es muy
importante conocer estos valores, ya que la reduccion crénica del Ca*
luminal puede desencadenar procesos patoldgicos. Las ventajas de las
medidas ratiométricas no pueden utilizarse, sin embargo, en los
experimentos de cinética rapida mostrados en la Figura 52, debido a que
GAP es un sensor ratiométrico de excitacion y no es posible tomar
simultdaneamente las dos lecturas de fluorescencia. Para este tipo de
experimentos los sensores ratiométricos de emision serian mas
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adecuados, pues permiten medir simultdneamente las dos emisiones
utilizando dos camaras o duplicando la imagen y proyectandola sobre dos
mitades del sensor CCCD (Suzuki y cols., 2014).

El espectro de fluorescencia de GAP2 es igual que el de GAP original, pero
en el caso de GAP3, una vez se modificaron los aminoacidos de GFPuv, el
espectro de fluorescencia cambid ligeramente respecto a GAP original y
GAP2 (Figuras 13, 21y 37). La proteina GAP2 tiene un espectro mas similar
al de la GFP, mientras que el espectro de GAP3 se asemeja mas al de EGFP
(Figura 7), ya que el segundo mdaximo de excitacién es mayor que el
primero. Esto puede explicarse en base a las mutaciones en la GFP de
GAP2 para aumentar la intensidad de fluorescencia.

A la hora de elegir un sensor de Ca** para una aplicacién concreta, el rango
dindmico es uno de los parametros decisivos. Los rangos dinamicos de
GAP2 y GAP3 realizado a partir de proteina bacteriana son cercanos a 3,
guizas algo menor que el de sus predecesoras, GAP y GAP1. Es importante
sefalar que, sin embargo, el rango dinamico obtenido in situ, en el RE,
puede, en ocasiones, ser cercano a 5, como puede observarse en la Figura
45, en la que la sefial de Ca’* baja desde 1 en la basal a 0.2 tras el
vaciamiento total. En general, los sensores de baja afinidad tienen un
rango dinamico mucho menor que los de alta. En concreto, los sensores
pioneros del RE, los camaleones, y algunos mas recientes, como el CatchER
o el GCaMPer tienen un rango dindmico muy pobre (entre 1.5 y 2),
mientras que los sensores mas recientes tienen un rango dindmico mayor,
como el LAR-GECO o CEPIA (entre 4.7 y 10).

Un parametro clave para determinar el rango de sensibilidad del indicador
es su grado de cooperatividad, descrito por el coeficiente de Hill (ny).
Desde un punto de vista estructural, ny se relaciona con la estequeometria
de unién al Ca*" del sensor. En general, los sensores de Ca’" con alta
cooperatividad tienen reducido el rango de sensibilidad y, ademas, su
calibracion es mas complicada. El coeficiente de Hill de GAP2 y GAP3 es de
1, lo que sugiere que la unién a Ca’* no es cooperativa. Esto
probablemente se debe a que GAP2 y GAP3 poseen solamente una mano
EF funcional, concretamente la cuarta (Toma y cols., 2005), a la cual se une
el Ca’*. En este sentido, el que la aequorina tenga 3 sitios de sitios de
unién a Ca*, en lugar de 4 como la calmodulina (en la que se basan la
mayoria de los sensores actuales), explica que sea mas facil de manipular.
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Los camaleones como el YC4er y D1ER tenian dos sitios de unién a Ca**, lo
gue hace que tengan dos valores de Ky, una de alta y otra de baja afinidad.
Esto distorsiona la curva de calibracion y complica el analisis de la sefal
fluorescente. Bajo este punto de vista GAP seria ventajoso frente al CEPIA,
cuyo coeficiente de Hill es mayor de 1 (entre 1.37 y 1.95).

La sensibilidad a pH es otro parametro especialmente relevante en los
sensores de Ca”** derivados de la GFP, ya que la fluorescencia de la GFP es
sensible a [H']. GAP2 y GAP3 son poco sensibles a los cambios de pH, ya
que son funcionales a pHs discretamente alcalinos (entre 7 y 8.5) (Figura
23), por lo que seria posible usarlas en la matriz mitocondrial, donde el pH
es préoximo a 8.5 (Llopis y cols., 1998). También son funcionales a pHs
neutros y discretamente acidos, por lo que pueden usarse en el RE, cuya
matriz estd a pH entre 7-7.2, e incluso a pHs mas acidos, como el del
lumen del aparato de Golgi (entre 6 y 6.5) (Llopis y cols., 1998). En la
Figura 42 se muestra cdmo GAP3 se expresa correctamente en el aparato
de Golgi de células Hela, donde la relacién sefial/ruido es suficiente para
poder detectar claramente pequefios cambios dinamicos. Como
comparacion, el sensor YC3.3 fue expresado en el aparato de Golgi de las
células Hela, donde la sefial basal disminuye solo en un 42% al producir un
vaciamiento completo de la organela con EGTA y ionomicina (Griesbeck y
cols., 2001). En el caso del GAP la reduccion de seial por vaciamiento
completo es de un 50-70%. En el caso de un estimulo de ATP e histamina,
la sefial disminuye un 20%, mientras que con un estimulo de histamina, la
sefial de YC3.3 apenas produjo una bajada de la seial, confundiéndose con
el ruido basal del sensor.

El Mg** es el metal divalente mas abundante en la fase intracelular, donde
se encuentra ligado a los nucledtidos y ejerce de cofactor de muchas
enzimas. Algunas proteinas con dominios de manos EF también son
capaces de unir Mg?*, como es el caso de la troponina C (Heim y Griesbeck,
2004). Por fortuna, el sensor GAP2 no es sensible a la concentracion de
Mg2+ (Figura 24A), ni siquiera cuando esta es 10 veces mayor o menor que
la fisioldgica (Romani y Scarpa, 1992). Tampoco el Mn**, que es el cofactor
de algunas enzimas, tuvo ningun efecto sobre GAP2. Otros cationes, como
el Co** y sobre todo el Ni**, compiten con el Ca** por el sitio de unién
(Figura 24B). Sin embargo, no se puede considerar que esto vaya a
suponer un problema en la medicién del Ca** en células animales, ya que
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tanto el Ni** como el Co* se encuentran a concentraciones muy bajas en
las células.

Las mediciones de Ca** en el RE con erGAP2 y erGAP3 son compatibles con
el uso simultdneo de otras sondas de Ca’* de caracteristicas espectrales
diferentes, dirigidas eventualmente a otros compartimentos celulares. Un
ejemplo que se muestra en esta Tesis es el indicador rojo Rhod-3 (Figuras
4D, 30A y 52), cuyos espectros de excitacion y emisidn no se solapan con
los de GAP. También pueden realizarse medidas simultaneas con el Fura-2
(Figuras 4A, 30B y 47B), aunque renunciando a la longitud de onda de
excitacion de GAP a 405 nm, ya que esta muy cercana a la longitud de
onda de excitacion del Fura-2 a 380 nm.

A menudo es dificil aumentar la [Ca%*]ge por encima de la basal para
obtener R, Por el contrario, en el curso de esta Tesis hemos encontrado
un protocolo practicamente universal que permite obtener R, en
practicamente todos los tipos celulares estudiados, aplicando un céctel de
EGTA, TBH y cafeina. Este consigue depletar el RE de Ca®* en entre 3y 5
minutos.

La principal ventaja de la familia GAP con respecto a otros sensores de Ca**

es que el dominio que confiere la sensibilidad a Ca** es la aequorina, una
proteina presente exclusivamente en el género Aequorea, y sin homologos
conocidos en mamiferos. Lo mismo sucede con la GFP, que tampoco se
encuentra en mamiferos. Por contrario, los sensores de Ca** gue contienen
la troponina C y, especialmente, la calmodulina, podrian unirse a los
efectores celulares de estas proteinas, y esto podria interferir con la sefal
fluorescente. Es por ello que estos sensores incluyeron modificaciones en
sus dominios de sensibilidad a Ca®* que impidieran interacciones con las
proteinas de su entorno (Palmer y cols., 2004; Palmer y cols., 2006).

La familia GCaMP tiene caracter intensiométrico, es de las mas
optimizadas y esta muy enfocada en el citosol, aunque recientemente han
incorporado una variante reticular, GCaMPer. Con esta ultima sonda se
pudieron registrar bajadas de [Ca’*]ze en cardiomiocitos, donde los
cambios de fluorescencia fueron del 2.5% durante las contracciones, y de
hasta 50% cuando se vaciaba completamente el RS con cafeina
(Henderson vy cols., 2015), por lo que el rango dindmico in situ de 2. Sin
embargo, GAP y CEPIA tienen mejor rango dindamico, ya que son ambos
mayores de 3. Existen dos variantes de CEPIA intensiométricas y una
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ratiométrica, aunque esta ultima tiene la desventaja de que hay que
excitarlo con luz mas desplazada hacia el ultravioleta (380 nm) (Suzuki y
cols., 2014). La ventaja mas importante de los sensores basados en FRET es
su intrinseco caracter ratiométrico de emisidén, lo que permite medir
cinéticas rapidas mas facilmente que con un sensor ratiométrico de
excitacién, y mas fiables que con un GECI intensiométrico (ver mas arriba).
Por otro lado, suelen padecer de un rango dindmico pequefo, y también
de la sensibilidad a pH caracteristica de las proteinas amarillas (Miyawaki y
cols., 1999). El CatchER también sufre de un rango dinamico pequefio,
probablemente el motivo por el cual no ha sido utilizado in vivo, aunque es
digno de reconocimiento el disefio de mutagénesis para introducir un
dominio de unidn a Ca** en la propia estructura de la GFP.

A pesar de que el RE es el principal organulo que almacena Ca**, no es el
dnico. El aparato de Golgi también acumula altas [Ca*'] y participa en su
homeostasis. Los registros de fluorescencia en el aparato de Golgi con
GAP3 dirigido al trans-Golgi (tgoGAP3) son mas ruidosos que los obtenidos
con erGAP3. Esto es probablemente debido a la menor cantidad de sensor
expresado, algo inevitable dado el tamano del organulo y el promotor
empleado, de expresion moderada, para evitar la deslocalizacion del
sensor. También muestra una menor diferencia entre el ratio normalizado
R/R, en la sefial basal y en el vaciado maximo, seguramente debido a la
menor [Ca’*] que hay en el lumen del trans-Golgi. Esto hace que la sefial
basal de la sonda se halle en la mitad inferior de la curva de calibracidn, lo
qgue hace que el espectro de fluorescencia tenga menos margen para
cambiar. La sonda tgoGAP3 mide adecuadamente en el trans-Golgi, cuyos
vaciamientos provocados por ATP e histamina aparecen reflejados en el
cociente F,70/Fa03, Y cuya calibracion a [Ca**] coincide con lo descrito en la
bibliografia (Lissandron y cols., 2010; Aulestia y cols., 2015).

3. POSIBLE MECANISMO DE ACCION DE LOS SENSORES GAP

En el transcurso de esta Tesis se han realizado numerosos intentos, hasta
ahora infructuosos, de cristalizar la proteina GAP purificada, tanto a partir
de bacterias como de células de mamifero. Sin disponer de los datos
estructurales sélo podemos especular sobre el mecanismo de accién. Una
hipdtesis de trabajo consiste en que el cambio de fluorescencia
dependiente de Ca®* podria depender de la interaccién entre la GFPuv y la
aequorina. Cuando el Ca** se une a los dominios de manos EF de la
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aequorina, esta debe sufrir un cambio conformacional que se transmitiria
al fluoréforo de la GFP, y esto desplazaria el maximo del espectro de
excitacién (Figura 55). En base al desplazamiento espectral encontrado
originalmente durante la protonacion/deprotonacion de la GFP (Miyawaki
y cols., 2003), se ha propuesto un mecanismo general para los sensores de
Ca”* fluorescentes ratiométricos. El cambio de fluorescencecia
dependiente de Ca’" seria también debido a un cambio en el estado de
protonacion del fluoréforo de la GFP. GAP estaria en equilibrio entre dos
especies moleculares: una libre de Ca®*, donde el croméforo de la GFP
estaria protonado y que emitiria su fluorescencia con el maximo de
excitacion a 405 nm, y otra unida a Ca**, con el croméforo desprotonado y
el maximo de excitacién a 470 nm. Por otra parte, se ha propuesto que la
GFP puede formar dimeros (Cubitt y cols., 1995) y, por ello, parecia factible
qgue en el mecanismo de accion estuvieran implicadas interacciones
GFPuv-GFPuv. Se ha descrito que al mutar el residuo A206 a lisina o
isoleucina, se impide la dimerizacién de la GFP (Zacharias y cols., 2002). En
nuestro caso, al mutar el residuo A206, situado en la décima lamina 3 del
barril de la GFP, el sensor GAP pierde la sensibilidad a Ca** (Figura 32). Sin
embargo, no tenemos evidencias de que el GAP original dimerice. En
colaboracién con Guillermo Jiménez Gallego (Centro de Investigaciones
Bioldgicas, Madrid), se realizaron experimentos de centrifugaciéon por
equilibrio de sedimentaciéon (que no se muestran en esta memoria) para
investigar si GAP dimeriza. Esta técnica consiste en ultracentrifugar la
proteina GAP en un gradiente de densidades, de forma que la proteina se
sitia en el punto donde su densidad y la densidad del gradiente sean
idénticas. Este experimento se realizd a dos velocidades de centrifugacion
en presencia y ausencia de Ca**, y no se aprecié diferencia entre las dos
condiciones (con vy sin Ca®"), dando en ambos casos un peso molecular
cercano al tedrico de una molécula de GAP y sugiriendo, por tanto, que no
dimeriza.
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Protonado Desprotonado

Figura 55. Mecanismo de accion propuesto para las proteinas GAP. Cuando la
aequorina no estd unida a Ca*, el croméforo de la GFP estd protonado, y se excita
mavyoritariamente a 405 nm. Cuando la aequorina une Ca®', se produce un cambio
conformacional que se transmite a la GFP, provocando la desprotonacién del cromdforo,
y la mayor fluorescencia a 470 nm.

4. PRUEBAS DE CONCEPTO Y MEDIDAS IN VIVO

Se han utilizado diversos abordajes experimentales para realizar las
pruebas de concepto de la funcionalidad de GAP en distintos modelos
celulares, como las lineas de células estables y los animales transgénicos.
Para este proyecto, se eligid expresar GAP dirigida al RE (erGAP) bajo el
promotor CAG porque no queriamos restringir el estudio de la
funcionalidad a un uUnico tejido; por el contrario, el objetivo era demostrar
la versatilidad del sensor en distintos tejidos y modelos celulares. Con
estas herramientas se han podido hacer medidas de Ca* en siete sistemas
diferentes: células HelLa, monocitos, islotes de Langerhans, cultivos mixtos
y rodajas de hipocampo, adenohipdfisis y musculo estriado in vivo.

En las lineas de ratén transgénico la expresion de erGAP2 o erGAP3 sucede
practicamente en todos los drganos, aunque el nivel de expresion puede
ser muy variable entre los diversos tejidos, e incluso puede ser muy
diferente entre distintos tipos celulares dentro de un mismo tejido. En
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concreto, las dos lineas caracterizadas de erGAP3 tienen un perfil de
expresion muy similar, aunque puede haber diferencias en tejidos
concretos, como por ejemplo en el caso de la hipdfisis.

Hasta la fecha sélo se habia descrito un uUnico ratén transgénico de un
sensor dirigido al RE, el camaledn YC3.3er expresado especificamente en
los islotes de Langerhans mediante el uso de un promotor especifico (Hara
y cols., 2004). La combinacion del pequefio rango dinamico del YC3.3er (de
1.6) con su baja expresion, en parte debido al promotor especifico,
produjo unos resultados muy pobres. La mayor parte de los resultados
obtenidos con los sensores de Ca®* in vivo han sido muy poco
satisfactorios, en general por los mismos motivos que el YC3.3er en los
islotes pancreaticos.

Las Drosophila permiten una gran versatilidad, y mayor facilidad para
expresar transgenes en tejidos especificos gracias al sistema GAL4:UAS,
por lo que en el caso de este modelo, se desarrollaron lineas especificas de
expresion de erGAP3 en musculo estriado.

La funcionalidad de los nuevos sensores, erGAP2 y erGAP3, se probd en los
distintos sistemas de los ratones transgénicos. Con estos datos se pudo
observar que los distintos tipos celulares pueden contener diferentes
[Ca®*]qe basales. Por ejemplo, los monocitos y las neuronas, que tienen una
[Ca**]se basal muy diferente, de 150 y 760 UM, respectivamente (ver
Figuras 44 y 45). La respuesta a agonistas fue también muy variable
dependiendo del tipo celular.

Los monocitos (Figura 44) sélo respondieron con vaciado del RE a la
estimulacion con ATP (que atrae a los monocitos hacia las células
apoptoéticas, a las que fagocitan) y con cafeina (un estimulo no fisiolégico).
Como era de esperar, no encontramos ninguna respuesta a los agonistas
colinérgicos ni a los lipopolisacaridos, ya que estos agonistas activan la
expresion genética a través de cascadas de quinasas (De Nardo, 2015).
Tampoco respondieron a la histamina, probablemente porque se une a
receptores no acoplados a proteinas G (Hill, 1990). La diferencia entre el
cociente normalizado R/Ry a nivel basal y el correspondiente en el vaciado
total en los monocitos es bajo (de un 20%), probablemente debido a que la
[Ca**]se basal es baja (150 - 200 uM), como se ve al calibrar la sefial
fluorescente.
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En los islotes de Langerhans (Figura 47) el aumento de la [Ca*']c inducido
por alta concentracidon de glucosa extracelular no va acompafiado de una
disminucion de la [Ca®*]ge. Esto indica que estos los picos de la [Ca*]c de
las células del pancreas endocrino no son debidos a liberacién desde el RE.
En puridad, el aumento de la [Ca*']c se correlaciona con un aumento de la
[Ca* e, sugiriendo que el aumento de la [Ca*]c (que probablemente
resulta de la entrada de Ca”" extracelular) estimula la SERCA y el Ca** es
captado por el RE. Esta interpretacion estd apoyada también por los
efectos del alto K. El alto K" despolariza la membrana, lo que provoca la
apertura de canales de Ca*, con entrada de Ca’" y aumento de la [Ca®']c.
Esta entrada no produce liberacion de Ca®* inducida por Ca®* (CICR), sino
aumento de la [Ca®*]ge por captacion desde el citosol. Asi pues, no parece
existir un mecanismo amplificador a través de CICR u otro mecanismo de
liberacion desde el RE en este tejido, sino que las oscilaciones parecen
debidas enteramente a entrada de Ca”** a través de los canales de Ca**
voltaje-dependientes de la membrana plasmatica, lo cual, por otro lado,
no discrepa de la descripcion mas aceptada del acoplamiento excitacién-
secrecion en los islotes de Langerhans (Ashcroft y cols., 1994).

Como ya se ha mencionado, en las dos lineas existentes de ratones
transgénicos para erGAP3 el patron de expresion dentro de un mismo
drgano puede ser diferente en cada una de ellas. El ejemplo mas claro lo
obtuvimos con la hipéfisis, en la que un gran porcentaje de las células eran
fluorescentes en la linea 1, mientras que en la linea 10 el porcentaje de
células fluorescentes es claramente inferior (Figura 48). En los ensayos
funcionales se ha visto que algunas hormonas hipotaldmicas (TRH y LHRH)
desencadenan el vaciamiento de RE en algunas de las estirpes celulares de
la hipdfisis, mientras que otras hormonas liberadoras, como la GHRH, no
afectan al contenido del Ca* reticular, sino que disparan otras rutas de
sefializacion que no implican el vaciamiento del RE. El alto K™ provoca, por
despolarizacion, la apertura de los VOC en las células hipofisarias,
permitiendo la entrada del Ca’* desde el medio extracelular al citosol,
desde donde lo capta en el RE, que se rellena por encima de la [Ca®*] basal
transitoriamente; al retirar el estimulo [Ca**]ze tiende a volver a la basal.
Por lo tanto, y al igual que en los islotes de Langerhans, en este érgano no
se da la potenciacion de la sefial de Ca®* citosdlico a través de CICR (Figura
49).
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Otro tejido de gran interés para el estudio del Ca®* reticular es el
hipocampo. En los cultivos neuronales mixtos de hipocampo (Figura 45)
erGAP2 registré liberaciones de Ca** desde el RE tras la estimulacién con
cafeina o con glutamato. Como se ve en la practica totalidad de los
resultados, la cafeina produjo un potente vaciamiento del RE en casi todas
las células estudiadas, especialmente en presencia del inhibidor de la
SERCA. El glutamato es un neurotransmisor que puede actuar a través de
receptores ionotrépicos o metabotrépicos (revisado por (Niswender y
Conn, 2010; Traynelis y cols., 2010)) y que, en general, produjo
liberaciones de Ca”* reticular de menor intensidad. Sin embargo, se
pueden observar célula a célula los distintos niveles de vaciado provocados
por el neurotransmisor. La diferencia entre el cociente normalizado, R/R,,
medido a nivel basal y en el vaciado total en estas células es amplio, siendo
la sefial basal de hasta 5 veces mayor que en el vaciamiento total,
seguramente debido a una mayor [Ca®*]qe basal (de 760 M) respecto a
otras células como los monocitos.

Los cultivos disociados de hipocampo permiten captar imagenes de
fluorescencia con buena resolucién, pero tienen la desventaja de que no
mantienen la estructura tridimensional con todos los circuitos neuronales
existentes en el tejido del que proceden; igualmente, las conexiones
originales se pierden. Por estas razones, hemos abordado el
comportamiento de los nuevos sensores en una preparacion del tejido
intacto, como es la rodaja aguda de hipocampo del ratén transgénico para
erGAP. Al contrario que en los islotes de Langerhans o la hipdfisis, en las
rodajas de hipocampo se observa la potenciacion de la sefial de Ca** por
CICR, ya que al aplicar alto K*, disminuye la [Ca**]ze. La secuencia de
eventos seria, en este caso: despolarizacién por K', entrada de Ca®,
aumento de [Ca®'],, liberacidn de Ca** desde el RE, disminucién de [Ca**]e.
La respuesta a glutamato o al ATP es menos potente y provoca
vaciamientos del RE discretos. En las rodajas de las lineas 1 y 10 se
monitorizaron simultaneamente la [Ca®*']c y la [Ca®*]xe con Rhod-3 y
erGAP3, respectivamente. Coherentemente a lo que describieron Power y
Sah (Power y Sah, 2002) observamos que sélo la region CA1 respondia a
acetilcolina con un vaciamiento del RE, mientras que las otras regiones del
hipocampo no respondieron a este neurotransmisor. El aumento de la
[Ca*]c tras la estimulacién con ACh alcanza su maximo antes de
completarse el vaciamiento (ver descenso de [Ca®] en la Figura 51). Este
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hecho, a primera vista paraddjico es, sin embargo, esperable. El Ca*
citosélico esta siendo aclarado continuamente por la mitocondria y otros
organulos, y por la bomba de Ca** de la membrana plasmatica (PMCA). De
este modo, si la velocidad de vaciamiento del RE cae por debajo de la
velocidad de aclaramiento por los otros organulos la [Ca**]¢ disminuye aun
cuando la [Ca*']pe siga bajando.

El principal objetivo de expresar un sensor de Ca’* en un animal
transgénico es poder realizar medidas in vivo. Desde los estudios pioneros
de Ringer en el corazén de rana (Ringer, 1883), es bien conocido que el
musculo cardiaco necesita Ca’* para la contraccion. En el musculo
esquelético el Ca®* necesario para la contraccién procede del RE, de donde
se libera en respuesta a la despolarizacion de la membrana plasmatica y el
sistema T por activacion del receptor de rianodina tipo 1. El estudio de
Rudolf y colaboradores (Rudolf y cols., 2006) ha sido el primero en medir
con un GECI el Ca** directamente en el RS del musculo estriado de ratén in
vivo. Se utilizd, en concreto, el camaledn D1ER, con el que se registraron
bajadas de [Ca®*]ge. Sin embargo, la calibracién de la sefial era un poco
retorcida, ya que a pesar de que el D1ER tiene dos Kgs (0.8 y 60 uM), los
investigadores alegaban que el sensor poseia una mayor y Unica Ky in situ
(200 puM), y asumian que el sensor estaba saturado en condiciones
basales, y que por tanto, la seial basal es la Ry, También el CatchER se
empled para medir [Ca®] en el RS de musculo (Tang y cols., 2011), aunque
en experimentos mas simples, ya que se utilizan fibras aisladas, y no se
muestran registros de las variaciones de la [Ca?'] durante la aplicacion de
un protocolo de estimulos, sino la correlacién de la [Ca**]ze basal con
respecto al voltaje aplicado a las fibras. Otro GECI de baja afinidad dirigido
al RS de células musculares fue el GCaMPer (Henderson y cols., 2015), con
el que se midieron las variaciones de [Ca**]xe €N cardiomiocitos disociados.

El estudio de los musculos estriados en moscas es mas sencillo que en
raton, utilizando el mecanismo de estimulacion fisiolégico a través de las
motoneuronas (Allen y Godenschwege, 2010), Es también una gran
ventaja, la disponibilidad de sistemas de expresidon especificas en el
musculo estriado con el sistema UAS:GAL4 y el promotor Mhc (Schuster y
cols., 1996). Los musculos indirectos del vuelo funcionan mediante un
mecanismo de contraccidn quasi-isométrica, que se basa en la contraccién
del musculo sin que se acorte notablemente su longitud, lo cual genera
una tensidon que imprime el movimiento vibratorio a las alas (Taylor y cols.,
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1999). Esto es una ventaja para realizar los experimentos de fluorescencia,
ya que al no haber acortamiento muscular se producen menos artefactos
de contraccidon. Se realizd un protocolo de tres trenes de impulsos
despolarizantes a diferentes frecuencias, con los que se pudo demostrar
que a cada estimulo el RS liberaba Ca**, ya que las dos longitudes de onda
de GAP cambiaban de forma especular. A pesar de que el mecanismo de
contraccion de los musculos indirectos del vuelo de los insectos es un
proceso mecanico mdas complejo que el de los musculos de mamifero, la
aportaciéon de Ca** desde el reticulo sarcopldsmico sigue siendo
indispensable para la iniciacidn de la contraccion. Esto se observa con cada
vaciado reticular que se produce cada vez que las motoneuronas
estimuladas eléctricamente envian un impulso nervioso. Esto se
correspondidé con los incrementos de calcio citosélico, como se confirméd
con las moscas transgénicas de GCaMP3 expresada en el citosol de los
musculos. Se descartd que los cambios obtenidos fueran debidos a
artefactos provocados por el movimiento de los musculos, realizando los
mismos protocolos en moscas transgénicas para la proteina pmGFP, no
sensible a Ca%', expresada en musculo, donde no se observaron cambios
de fluorescencia. Asi pues, cada estimulo de las motoneuronas resulté en
una liberacion quantal de Ca®* desde el RS. La liberacion es rapida,
completandose en menos de 0.1 s, mientras que el aclaramiento es mas
lento, con un t;;, de entre 0.5 y 1 s. Como consecuencia, cuando la
frecuencia de descarga de las motoneuronas es alta (1 Hz o mas) sucede
una fusion de las contracciones del musculo, desarrolldndose mas tension,
y puede graduarse esta tension desarrollada por el musculo a partir de la
frecuencia de estimulacion.
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Puede parecer raro que un relato empiece por el final, pero
todos los finales son también comienzos, lo que pasa es que

no lo sabemos en su momento.

Mitch Albom
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. In this work we have designed, constructed and tested a new family
of genetically-encoded fluorescent protein probes optimized for
measuring the high Ca®* concentrations found inside organelles
such as the endoplasmic reticulum or the Golgi apparatus of living
cells.

. We developed an original methodology for small scale bacterial
synthesis and plate reader screening of different mutants of a GFP-
Aequorin fusion protein (GAP). Among 22 mutants tested, the one
carrying D24N/D119A mutations, called GAP2, had a suitable Ca**
affinity with a K4 > 0.1 mM.

. GAP2 had two excitation maxima, at 405 and 470 nm, and one
emission peak at 510 nm. The ratio of the excitation fluorescences
(F470/Fags) increased gradually with the Ca®" concentration, and this
enables to perform ratiometric measurements and to calibrate
them in [Ca®']. Calibration follows the Hill function with a dynamic
range (Rmax/Rmin) Of about 3, a Ky of 400-500 uM, and a Hill
coefficient of 1. This makes GAP2 calibration much simpler than for
other existing probes. A variant (called GAP3) with codon
optimization for human expression and carrying mutations
L15Q/1167V/S175G/D180Y for fluorescence increase had the same
properties as GAP2 and can be used interchangeably.

. GAP2 fluorescence was neither affected by pH within the range 6.5
to 8.5, nor by Mg®* in the range 0.1-5 mM, and was quite resistant
to photobleaching. These properties, together with the capability
for ratiometric measurements, makes GAP2 suitable for performing
[Ca*"] measurements inside high-Ca®" intracellular organelles, such
as ER or Golgi apparatus. Both GAP2 and GAP3 were successfully
targeted to ER (erGAP) and to the Golgi apparatus (tgoGAP) in
several cell lines, where they were able to monitor changes induced
by physiological stimuli.

. In order to provide a proof of concept for the use of GAP in living
animals, transgenic mice expressing erGAP2 and erGAP3 under the
control of a ubiquitous promoter were created. The sensors were
expressed in most of the tissues with no phenotypic anomalies
caused by the constitutive expression of the transgene. The three
lines of transgenic mice studied behaved normally, were fertile, and
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had normal longevity. This outcome demonstrates the orthogonal
character of these sensors, with no interference with the
endogenous calcium-binding proteins, as one would expect from
the distant phylogenetic origin of the proteins used to construct our
probe.

6. Using cells, tissues or organs from the transgenic mice, we have
been able to measure [Ca’*]x and their changes induced by
physiological agonists both in cells in primary culture (monocytes,
mixed hippocampal neurons and glia), and under the more
physiological ex vivo condition (Langerhans pancreatic islets,
hypophysis, hippocampal slices). In all the cases our results
conformed to the known physiological paradigms.

7. We have created transgenic flies with specific expression of erGAP3
in the sarcoplasmic reticulum (SR) of skeletal muscle. Using these
flies we have been able to measure [Ca®']sz baseline levels in vivo as
well as to monitor changes that follow motor neuron stimulation in
the living animal. At low-frequency stimulation (0.25 Hz), each
stimulus of the motor neurons caused a rapid, quantal-like, release
of Ca®* from the sarcoplasmic reticulum. The release was completed
in less than 0.1 s and was followed by reuptake with a T;/, of 0.5-1s.
High-frequency stimulation (> 4 Hz) resulted in the summation of
the elementary SR release events with a larger SR emptying and a
bigger [Ca®*]. rise.
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