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() COMPARTIMENTOS DE LA ViA SECRETORA

La ruta secretora es la via que sigue el cargo después de sintetizarse en el reticulo
endoplasmatico (RE) para transportase a su destino final (que incluye los
compartimentos intracelulares, la membrana plasmatica o el medio extracelular).
Existen dos tipos de secrecion dentro de la via biosintética: la secrecidon constitutiva y la
secrecion regulada. La secrecion constitutiva es un proceso de transporte continuo que
utilizan todos los tipos celulares para liberar constantemente las proteinas y los lipidos
recién sintetizados (Kelly, 1985; Ponnambalam y Baldwin, 2003). Por el contrario, en la
secrecion regulada, el transporte final tiene lugar como respuesta a algin tipo de
estimulo (iones de calcio, hormonas o factores de crecimiento) (Blazquez y Shennan,
2000). La secrecion regulada solo se da en determinados tipos celulares como, por
ejemplo, neuronas y células (neuro)endocrinas. En este tipo de secrecion, el cargo se
almacena en vesiculas especializadas o granulos de secrecion como es el caso de la
insulina en las células del pancreas endocrino.

El objetivo de este primer apartado es describir las caracteristicas principales de los
diferentes compartimentos que participan en las etapas tempranas de la via secretora, lo
que nos servira de introduccidn al siguiente apartado, en el que abordaremos con mayor
detalle los mecanismos moleculares implicados en las vias de transporte entre el RE y el

Golgi.

1. El Reticulo Endoplasmatico (RE)

El reticulo endoplasmatico (RE) es el primer organulo de la via secretora. Todas las
células eucariotas presentan RE, siendo el organulo intracelular que ocupa un mayor
volumen (aproximadamente el 10% del volumen intracelular) y que presenta una mayor
superficie de membrana (aproximadamente, las membranas del RE contienen la mitad
de los lipidos de membrana de las células animales). El RE constituye una red
interconectada de sistema endomembranoso formada por tibulos y saculos aplanados
comunicados entre si, de forma que delimita un Unico espacio interno (el lumen del
RE). A nivel morfoldgico, una de las caracteristicas mas llamativas del RE es su
naturaleza extremadamente dinamica, lo que produce una remodelacion constante de su

estructura sin perder en ningun momento la continuidad de sus membranas. En las
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células animales, los tubulos de RE se generan por interaccion con proteinas motoras
del citoesqueleto de microtubulos, y se elongan siguiendo el camino marcado por los
microtubulos hasta fusionarse con una regién de RE adyacente (English et al., 2009;
Lee y Chen, 1988; Terasaki et al., 1986; Waterman-Storer y Salmon, 1998). Este
proceso de fusion homotipica da lugar a la caracteristica apariencia de red que podemos
observar por microscopia de fluorescencia, en la cual tres tubulos convergen en un nudo
(ejemplo de marcaje de RE por immunofluorescencia en la figura 1A).

A nivel funcional, el RE tiene un papel relevante en la sintesis y transporte de lipidos y
proteinas. En células de mamiferos, la traduccion de proteinas se inicia en el citoplasma,
y antes de que se complete la formacidn de la cadena polipeptidica, ésta se trasloca al
RE, donde finaliza su sintesis. Los ribososmas que dirigen el proceso de traducciéon de
las proteinas se encuentran unidos a la membrana del RE, creando regiones de
membrana conocidas como RE rugoso. Por otra parte, el RE también presenta regiones
de membrana que carecen de ribosomas y que se conocen como RE liso. En ocasiones
estas zonas también se conocen como RE transicional, debido a que en ellas se produce
la incorporacidn de lipidos y proteinas en intermediarios de transporte, lo que permite
su salida de RE a Golgi. Otra de las funciones relevantes del RE liso es la sintesis de
lipidos. De acuerdo con esta funcion, el RE liso es especialmente abundante en células

especializadas con un alto nivel de metabolismo lipidico.

2. Los sitios de salida del RE (ERES) y el compartimento intermedio entre RE y
Golgi (ERGIC).

Como hemos mencionado en el apartado anterior, en el RE existen regiones
especializadas en las cuales se produce la seleccion y salida de cargo que sigue la via
secretora. Estas regiones, las cuales forman un dominio de RE libre de ribosomas, se
conocen como sitios de salida del RE (ERES) o RE transicional (REt) (Merisko et al.,
1986; Palade, 1975). La salida de cargo del RE hacia el Golgi se produce en vesiculas
que contienen las proteinas de cubierta que forman el COPII (en el siguiente apartado
hablaremos con mas detalle de esto), por lo tanto, una forma de identificar los ERES es
mediante immunocitoquimica con anticuerpos contra proteinas del COPII (Kuge et al.,
1994; Orci et al., 1991; Paccaud et al., 1996; Rossanese et al., 1999; Shaywitz et al.,
1995; Shugrue et al., 1999; Tang et al., 1997). A nivel de microscopia de fluorescencia,
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los ERES se visualizan como estructuras puntiformes distribuidas por el citoplasma.
Estas estructuras presentan escasa movilidad, y se encuentran especialmente
concentradas en la zona perinuclear (Bannykh y Balch, 1997; Palade, 1975; Tang et al.,
1997) (figura 1A y 1B). Estudios recientes han planteado la hipdtesis de que la
localizacion perinuclear de los ERES en estrecha proximidad al Golgi, se debe a que los
ERES constituyen regiones expandidas del RE formadas como consecuencia de la
llegada de proteinas y membrana desde el Golgi al RE (transporte retrogrado)
(Hammond y Glick, 2000).

El siguiente compartimento de la via secretora es el compartimento intermedio de Golgi
y RE (ERGIC). El ERGIC presenta la caracteristica de no encontrarse en todas las
células eucariotas, ya que estd ausente en levaduras, y se observa como un
compartimento tibulo-vesicular de membrana adyacente a los ERES. Al igual que
éstos, por microscopia de fluorescencia el ERGIC presenta la apariencia de estructuras
vesiculares distribuidas por el citoplasma (figura 1B). Por otra parte, el ERGIC muestra
varias diferencias respecto los ERES. En primer lugar, en el ERGIC no encontramos
componentes del COPII, sino que se encuentra enriquecido en proteinas de la cubierta
del COPI, y en proteinas que constitutivamente ciclan entre el RE y el Golgi como el
receptor de KDEL o ERGIC-53 (Bannykh et al., 1996; Klumperman et al., 1998;
Schweizer et al., 1988). En segundo lugar, a diferencia de los ERES, parte de las

estructuras vesiculares del ERGIC presentan una elevada movilidad dependiente del

citoesqueleto de microtibulos.

Figura 1. Imdgenes por
microscopia de fluorescencia de
los primeros compartimentos de
la via secretora (RE, ERES y
ERGIC). A) Doble marcaje con
las proteinas calnexina (RE) y
sec23  (ERES). B) Doble
marcaje con COPII (ERES) y
ERGIC-53 (ERGIC).

Imagen extraida de (Szul and

Sztul, 2011)
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Estas dos evidencias claramente permiten definir el ERGIC como un compartimento
distinto de los ERES. Sin embargo, ;cudl es la naturaleza exacta del ERGIC? ;Existe
como un compartimento de membrana estable, o representa un compartimento de
membrana transitorio, formado por intermediarios de transporte que dirigen el trafico de
membrana y cargo del RE al Golgi?

Existen dos teorias sobre de qué forma el cargo es transportado de RE a Golgi en células
eucariotas (Bannykh y Balch, 1997; Beznoussenko y Mironov, 2002; Farquhar, 1985;
Glick y Malhotra, 1998; Lippincott-Schwartz et al., 2000; Pelham, 1989; Stephens y
Pepperkok, 2001; Storrie y Nilsson, 2002). En el modelo estable el ERGIC esta
representado como un compartimento de membrana independiente desde el que se
produce la seleccién y distribucion de cargo hacia el Golgi (transporte anterdgrado), o
de nuevo hacia el RE (transporte retrégrado). Segun el segundo modelo (modelo de
maduracion), tras su formacién en los ERES, las vesiculas COPII forman el ERGIC
como consecuencia de un proceso de fusion homotipica. A continuacion, las estructuras
de membrana que conforman el ERGIC seguirian un movimiento dirigido hacia la zona
perinuclear, donde su fusion originaria la cara del cis-Golgi. Por tanto, segun este
modelo el ERGIC no existiria como un compartimento de membrana estable, sino que
su naturaleza seria la de intermediarios de transporte viajando transitoriamente de RE a

Golgi (en la figura 2 se representan los modelos de formacion del ERGIC).

Existen datos experimentales que dan soporte a ambos modelos tedricos. La hipotesis de
maduracion estd principalmente apoyada en la visualizacion in vivo del trafico de
determinados cargos como la glicoproteina G del virus de la estomatitis vesicular
(VSV-G) (Lippincott-Schwartz et al., 2000; Presley et al., 1997; Scales et al., 1997).
Tras abandonar el RE, el VSV-G se concentra en estructuras de tipo vesicular que se
dirigen de forma unidireccional hacia el Golgi en un movimiento dependiente del
citoesqueleto de microtiibulos. El tamafio de estos intermediarios de transporte (similar
al de las estructuras del ERGIC), apoya la vision de que el compartimento intermedio
esta constituido por estructuras de membrana en transito del RE al Golgi. Sin embargo,
estudios mas recientes en los cudles se ha observado in vivo la dindmica de transporte de
cargo (el VSV-G y la proteina soluble ssDsRed) conjuntamente con el marcador de
compartimento intermedio ERGIC-53, han demostrado que mientras el cargo sigue un

movimiento dirigido hacia el Golgi, la proteina ERGIC-53 no sigue una direccionalidad
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concreta, aunque de forma mayoritaria se aleja de la zona perinuclear hacia regiones
mas periféricas de la célula (Ben-Tekaya et al., 2005). Ademds de esto, desde una
misma estructura vesicular marcada con ERGIC-53 se pueden producir varios ciclos de
salida de cargo sin que ello produzca la consumicién del ERGIC (Ben-Tekaya et al.,
2005). Estos datos, apuntan a la teoria estable, segiin la cual el ERGIC constituye un
compartimento de membrana desde donde el cargo seria seleccionado para dirigirse
hacia el Golgi (VSV-G) o hacia el RE (proteinas de reciclaje como el propio ERGIC-
53).
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Figura 2. Esquemas de los diferentes modelos de formacion del ERGIC. (4) En este esquema el ERGIC se representa
como un compartimento de membrana estable al que llega el cargo proveniente de los ERES (en rojo el cargo que sigue
la via secretora, por ejemplo VSV-G, y en verde una proteina residente de compartimento intermedio, por ejemplo
ERGIC-53). Desde el ERGIC se produce la salida de intermediarios de transporte hacia el Golgi (cargo secretado) o de
nuevo hacia el RE (proteinas residentes de compartimento intermedio). (B) En el modelo de maduracion las vesiculas
COPII abandonan los ERES para fusionarse formando el ERGIC. A continuacion el ERGIC prosigue el proceso de

maduracion dando lugar a la cara del cis-Golgi.

Imagen modificada de (Ben-Tekaya et al., 2005) y de (Nakano y Luini, 2010)

3. El aparato de Golgi

El siguiente compartimento de la via secretora es el aparato de Golgi. El Golgi supone
el organulo central desde donde proteinas y lipidos son seleccionados y dirigidos hacia
las diferentes zonas de la célula. A pesar de que las diferentes funciones del Golgi se
encuentran conservadas en los organismos eucariotas, la estructura del Golgi presenta

importantes variaciones entre diferentes organismos. A nivel morfolédgico, el Golgi
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Figura 3. Imdgenes por microscopia de fluorescencia y microscopia electronica del aparato del Golgi en
mamiferos. (A y B) Triple marcaje con las proteinas GMI130 (cis-Golgi), galactosiltransferasa (medial-Golgi) y
TGN46 (Red trans del Golgi). C) Tomografia electronica / reconstruccion 3D en la que se representan las 7

cisternas del Golgi.

Imagen modificada de (Szul and Sztul, 2011) y de (Ldzaro-Diéguez, 2008)

puede estar constituido por una red tubulo-vesicular (como en algas y portozoos), una
serie de cisternas aisladas (como ocurre en la levadura Saccharomyces cerevisiae), o un
conjunto de cisternas agrupadas formando los denominados stacks de Golgi. A su vez,
diferentes organismos presentan una gran variedad en cuanto al numero y localizacion
intracelular de los stacks. Especies de hongos y la levadura Pichia pastoris presentan
un Unico sfack, mientras que en células animales y vegetales encontramos multiples
stacks, ya sea distribuidos por el citoplasma de la célula (como en plantas y en
Drosophila) o agrupados en una region perinuclear adyacente a los centriolos, donde
forman una supraestructura que por microscopia de fluorescencia se observa como una
cinta alrededor del nucleo (daSilva et al., 2004; Hawes y Satiat-Jeunemaitre, 2005; He,
2007; He et al., 2004; Henderson et al., 2007; Kondylis y Rabouille, 2009; Ladinsky et
al.,, 1999; Lowe, 2011; Mogelsvang et al., 2003; Pelletier et al., 2002; Preuss et al.,
1992; Rambourg et al., 2001; Ramirez y Lowe, 2009; Rios y Bornens, 2003; Rossanese
et al., 1999). Otra de las caracteristicas del Golgi es la polarizacion de las cisternas que

conforman los stacks. En el Golgi se puede distinguir una cara cis- cuyas cisternas
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reciben el aporte del cargo procedente del RE, una cara trans- en la que tiene lugar la
salida del cargo procesado y un conjunto de cisternas intermedias muy compactas que
constituyen la parte medial del Golgi (medial-Golgi) (ejemplo en la figura 3).
Adyacentes a las cisternas del Golgi existen unas redes de estructuras tibulo-vesiculares
altamente dinamicas que actGian como una interfase entre el Golgi y otros
compartimentos de la via secretora. De esta forma, se ha caracterizado una red cis-Golgi
o cis-Golgi network (CGN) entre el RE y la cara cis-Golgi y una red trans-Golgi o
trans-Golgi network (TGN) entre la cara trans-Golgi y la membrana plasmatica o
compartimentos endosomales. La identidad de las cisternas viene determinada por la
presencia de proteinas estructurales y enzimas especificas cuya distribucion a lo largo
del stack se mantiene de forma compartimentalizada. De entre las enzimas de Golgi las
hay que catalizan la adicién o sustraccion de azucares (enzimas de glicosilacion), la
adicion de grupos sulfato (sulfatacion), o la adicidon de grupos fosfato (fosforilacion).
Teniendo en cuenta esta organizacion, el transito de las proteinas a través de las
cisternas determina la adquisicion de diferentes modificaciones post-traduccionales
antes de que abandonen el Golgi. Algunas de estas modificaciones post-traduccionales
actiian como sefiales de reconocimiento para la correcta distribucion de las proteinas
hacia sus compartimentos de destino, incluyendo los lisosomas y la membrana
plasmatica.

El transporte de cargo a través del Golgi se ha explicado desde dos teorias similares a
las expuestas en el apartado anterior, la teoria del transporte vesicular y la teoria de
maduracion (ver esquema en la figura 4). De acuerdo con el modelo de transporte
vesicular, el cargo se desplaza a través de las diferentes cisternas de Golgi en vesiculas.
Por lo tanto, las cisternas constituirian compartimentos de membrana preexistentes y
estables a través de los cuales el cargo iria desplazdndose, y adquiriendo las
correspondientes modificaciones post-traduccionales, desde el cis-Golgi hasta el trans-
Golgi. Apoyando esta teoria, a partir de la reconstitucion in vitro de membranas de
Golgi de mamifero, se han conseguido aislar vesiculas mediando el transporte de cargo
entre diferentes cisternas (Rothman y Wieland, 1996).

En el modelo de maduracion, el cargo se desplaza conjuntamente con las cisternas a

través de los diferentes compartimentos del stack. Segln esta hipotesis, la cisterna cis-
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Figura 4. Esquema de los diferentes modelos de formacion del Golgi. A) En el modelo vesicular las cisternas del
Golgi (del cis-Golgi al trans-Golgi) se mantienen estables y el cargo se transporta de forma anterégrada a través
de intermediarios de transporte intra-Golgi. B) En el modelo de maduracion, una cisterna del cis-Golgi madura a
una cisterna del medial-Golgi y después del trans-Golgi. En este modelo la polaridad de las cisternas (contenido de
proteinas, como por ejemplo enzimas de glicosilacion, que caracterizan las diferentes cisternas del cis-Golgi al

trans-Golgi) se mantiene a través de un tipo de transporte retrogrado que va del trans-Golgi al cis-Golgi.

Imagen extraida de (Malhotra y Mayor, 2006)

Golgi pasaria a convertirse en una cisterna del medial-Golgi y después en una cisterna
de trans-Golgi. Al igual que en el modelo vesicular, esta teoria también esta basada en
observaciones experimentales, como por ejemplo, la distribucion a lo largo de los stacks
de Golgi de las moléculas de procoldgeno. Debido al gran tamafio de los trimeros de
procolageno (unos 300nm), y a su rigidez estructural, resulta dificil explicar su
inclusion en vesiculas de transporte (inferiores a 100nm). De hecho, sélo se han
observado moléculas de procolageno asociadas a las diferentes cisternas (del cis-Golgi
al trans-Golgi) y nunca en estructuras vesiculares (Bonfanti et al., 1998). Mas
recientemente, han surgidos nuevas evidencias en apoyo al modelo de maduraciéon
(Losev et al., 2006; Matsuura-Tokita et al., 2006). En estos estudios los autores
utilizaron técnicas de microscopia confocal in vivo para seguir el proceso de maduracion
del Golgi de Saccharomyces cerevisiae, que como hemos apuntado estd constituido por
un conjunto de cisternas individualizadas esparcidas por el citoplasma. En el modelo de
transporte vesicular, una cisterna del cis-Golgi mantendria sus caracteristicas
moleculares de forma estable a lo largo del tiempo. De forma contraria, el modelo de
maduracidn prevé que una cisterna cis, maduraria a una cisterna medial y finalmente a
una cisterna trans. Utilizando proteinas caracteristicas de las diferentes cisternas y
acopladas a distintos fluoroforos, se ha observado in vivo cdmo una misma cisterna
varia su composicidn proteica, es decir, a lo largo del tiempo se van reemplazando los

marcadores de cis-Golgi, por marcadores de medial-Golgi y trans-Golgi. ;Sin embargo,
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cual seria la funcion de las vesiculas que se forman en el Golgi? De acuerdo con el
modelo de maduracion estas vesiculas servirian para mediar el transporte retrégrado de
proteinas y lipidos hacia las cisternas precedentes, de forma que la composicion
molecular (contenido de proteinas estructurales y enzimas) de las diferentes cisternas se

conservaria de forma estable a lo largo del tiempo.
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(II) TRANSPORTE ENTRE EL RE Y EL COMPLEJO DE GOLGI

El transporte de proteinas y lipidos entre el RE y el Golgi se produce de forma
bidireccional, denominando transporte anterogrado al que va de RE a Golgi y transporte
retrogrado al que sigue la ruta inversa de Golgi a RE. Llamamos intermediarios de
transporte a aquellas estructuras que median el trafico de proteinas y componentes de
membrana entre ambos compartimentos. Estos intermediarios de transporte (vesiculas o
tubulos) requieren de la accidn coordinada de una compleja maquinaria molecular para
su formacion, su fisién desde el compartimento de membrana de origen, su transporte y
finalmente su fusion al compartimento de membrana aceptor. Dentro de las proteinas
que forman parte de este proceso se encuentran las proteinas de cubierta o coats, cuya
funcion consiste en la deformacidon de las membranas y en la seleccion del cargo. En el
transporte entre el RE y el Golgi existen dos tipos de proteinas de cubierta: las que
componen el COPII y permiten la salida de cargo desde el RE, y el COPI, que media la

formacidn de intermediarios de transporte de Golgi a RE (figura 5).

o
»
\. : \

cOPI

Figura 5. Vias de transporte entre el RE y el Golgi. Aparecen representadas las vesiculas COPII (transporte

anterégrado) y COPI (transporte retrogrado y anterégrado de ERGIC a Golgi)

Esquema modificado de http://mcb.berkeley.edu/labs/schekman/
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1. Transporte anterogrado: vesiculas COPII

La maquinaria del COPII estd compuesta por cinco proteinas citosolicas: Sarl, sec23,
sec24, secl3 y sec31. Las proteinas sec23 y sec24 forman heterodimeros para dar lugar
a la cara interna de la cubierta, mientras que secl3 y sec31 se conjugan formando
heterotetrameros para constituir la cara externa (Barlowe et al., 1994). El reclutamiento
a nivel del RE de Sarl y estos dos tipos de complejos, se produce de forma secuencial
en dominios especificos de membrana, conocidos como sitios de salida del RE (ERES)
o RE transicional (tER) (Bannykh et al., 1996; Budnik y Stephens, 2009). Estos
dominios ayudan al mantenimiento de una concentracion dptima de los componentes
del COPII y a su reciclaje, permitiendo un proceso constante de formacion de vesiculas
(Orci et al., 1991). La primera proteina reclutada en los ERES es la GTPasa Sarl, cuya
actividad, como sucede con el resto de GTPasas, se encuentra regulada por su unién
transitoria a GTP o GDP. De esta forma, cuando se encuentra unida a GDP, Sarl
permanece en el citoplasma en estado inactivo. Por el contrario, cuando se une a GTP,
experimenta un cambio conformacional que induce la exposicion de su dominio N-
terminal amfipatico, el cual inserta Sarl en la membrana del RE (Bielli et al., 2005; Lee
and Miller, 2007). Una vez en la membrana, Sarl actda en el reclutamiento del siguiente
componente del complejo COPII, el heterodimero sec23-24. En este proceso se produce
una interaccion directa entre Sarl y sec23 (Bi et al., 2002), y a su vez, sec23 actda
promoviendo la inactivacion de Sarl al acelerar la hidrolisis de GTP a GDP. Sin
embargo, la inactivacidon de Sarl no llega a finalizarse hasta que el complejo sec13-31,
componente de la cara externa de la cubierta, se recluta en el COPII (Antonny et al.,
2001; Yoshihisa et al., 1993).

El reclutamiento de cargo en las vesiculas COPII, también tiene lugar durante la fase
inicial de formacién de la cubierta interna. Este proceso estd mediado por diferentes
mecanismos: 1) por la interaccién entre sec24 y secuencias consenso en la cara
citoplasmatica de las proteinas exportadas (Miller et al., 2002), 2) a través de proteinas
que ejercen funciones adaptadoras (Baines y Zhang, 2007), o 3) por un sistema de
difusion pasiva (bulk flow) (Thor et al., 2009).

Una vez formada la cara interna de la cubierta del COPIL, se produce la union del
heterotetramero secl13-sec31 para constituir la cara externa. El reclutamiento del

complejo sec13-31 se produce por una unidn directa entre sec31 con sec23 y sarl (Bi et
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al., 2007), y su polimerizacion da lugar a la extrusion de las membranas del RE hasta
producir la fisién de las vesiculas. Resulta interesante que a diferencia de otros tipos de
vesiculas, las COPII no requieren de la accidon especializada de GTPasas, como por
ejemplo dinamina, para completar el proceso de fision (Matsuoka et al., 1998). Las
vesiculas resultantes tienen un tamafio aproximado de 60-70 nm y contienen el cargo
que es transportado del RE al compartimento intermedio y al Golgi (esquema de
formacion del COPII en la figura 6).

© Sart
[x] Sec23/24

& » Sec13/31
Sar1-GDP )
O _ _ Gemacion de la
Cubierta Cubierta vesicula COPII
l interna externa
GTP (;::DP
-t Sar1-GTP

_Sec12_—bo—o-
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Reclutamiento
de cargo

Figura 6. Etapas de formacion de las vesiculas COPII. Los diferentes componentes de la cubierta interna y externa

del COPII aparecen representados

Esquema modificado de (Sato y Nakano, 2007).

2. Transporte retrogrado. Vesiculas COPI.

En el modelo mas aceptado actualmente, las vesiculas de tipo COPI se forman en el
compartimento intermedio (ERGIC) y el Golgi, desde donde respectivamente
promueven el transporte anterdgrado hasta el Golgi y el transporte retrogrado hacia el
RE. Las proteinas que constituyen la cubierta del COPI forman un complejo
heptamérico compuesto por las subunidades a, B, B’, €, v, 0 y { (Eugster et al., 2000;
Waters et al., 1991). Los componentes del coatdmero se reclutan en las membranas a
través de interaccion directa con la proteina de la familia de GTPasas Arf, Arfl (Eugster

et al., 2000; Waters et al., 1991). Como en el caso de sarl, Arfl también cicla entre dos
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estados, un estado inactivo cuando se encuentra unido a GDP, y uno activo cuando se
une a GTP. Las proteinas que promueven la sustitucion de GTP por GDP en los
diferentes miembros de Arf son conocidas como ArfGEFs. De entre esta familia de
proteinas, la ArfGEF GBF se localiza en los compartimentos en los que se forman las
vesiculas COPI (cis-Golgi y ERGIC). El reclutamiento de GBF1 en el Golgi es
dependiente de su union a Rablb (Monetta et al., 2007) y de la formacién de PI4P
(Dumaresqg-Doiron et al., 2010). Una vez que Arf-GDP y su GEF respectiva se
encuentran unidos a la membrana, se produce la activacion de Arf. En el caso concreto
de Arfl, la sustitucion de GDP por GTP induce un cambio conformacional que deja
expuesta su region amfipatica con estructura de hélice en el dominio N-terminal. Este
dominio actua anclando Arfl en la bicapa lipidica (Antonny et al., 1997a; Franco et al.,

1996).

Arfl
(citosol)

GEF
GDP GTP

GAP

Arfl L o
(membrana) T TTTTTtototts

Figura 7. Etapas iniciales de formacion del COPI. Vemos como la insercion de Arf1-GTP recluta los componentes
del coatémero a la membrana. La hidrdlisis del GTP de Arfl produce su liberacion de la membrana, lo cual
desestabiliza los componentes de la cubierta permitiendo el desensamblaje del coatomero tras la fision de la

vesicula.
Esquema modificado de (Antonny et al, 2005).

La insercién en la membrana de Golgi de Arf-GTP, recluta en bloque los componentes
del coatémero (Hara-Kuge et al., 1994; Sun et al., 2007; Zhao et al., 1997), y a
continuacion se produce la seleccion del cargo incorporado en las vesiculas COPI
(esquema de las etapas iniciales formacion del COPI en la figura 7). Una parte de las
proteinas incorporadas en las vesiculas COPI, interaccionan con componentes del
coatdmero a través de secuencias consenso situadas en su cara citosdlica (Eugster et al.,
2004; Fiedler et al., 1996; Sohn et al., 1996). Alternativamente, algunas proteinas

requieren de su unién a proteinas adaptadoras para su transporte en vesiculas COPL
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Este es el caso del receptor de KDEL, proteina de seis dominios transmembrana que
contiene la secuencia de interaccion con el coatdmero KKXSXXX en su extremo C-
terminal. Por otra parte, la region luminal del receptor de KDEL interacciona con
proteinas que presentan la secuencia KDEL en su extremo C-terminal (Lewis and
Pelham, 1992). Dicha interaccidon permite el transporte retrogrado de estas proteinas de
Golgi a RE (Majoul et al., 1998; Pelham, 1991), donde un cambio en el pH disociaria el
complejo (Wilson et al., 1993), dejando al receptor libre para ser transportado de nuevo

al Golgi.

2.1 Etapas finales en la fision de las vesiculas COPI.

Una vez caracterizados los principales componentes moleculares que participan en las
etapas iniciales de formacion del coatomero, asi como los mecanismos que operan en la
seleccion e incorporacidon de cargo en las vesiculas COPI, es momento de detallar los

procesos que conducen a la fision del COPI de las membranas.

En los estadios iniciales de deformacion de la membrana que conducen a la generacion
de una curvatura positiva, la insercion de Arf en la bicapa lipidica ocurre como un
proceso energéticamente favorable. Sin embargo, a medida que se produce la
elongacion de la vesicula va origindndose una creciente curvatura negativa en la base o
cuello de la vesicula. Esta curvatura negativa resulta desde un punto de vista energético
altamente desfavorable para la union de Arf. Un mecanismo posible para relajar las
tensiones energéticas a medida que el proceso avanza, es la difusion lateral de Arf desde
el cuello a la punta de la vesicula. Sin embargo, si la interaccion de Arf con los
componentes del coatdomero es demasiado fuerte para permitir esta difusion lateral, la
inestabilidad intrinseca a este estado solo puede relajarse si se produce el cierre del
cuello de la vesicula y su consiguiente fisiéon desde la membrana de origen (Holthuis y

Burger, 2003).

Son varias las moléculas cuya cooperacion en el proceso de fision del COPI resulta
necesaria, siendo tal vez las mas extensamente estudiadas aquéllas que pertenecen a la
familia de ArfGAPs (Cukierman et al., 1995), proteinas que hidrolizan el GTP a GDP
en las proteinas Arfs. Existen diferentes proteinas con accion GAP sobre diferentes

miembros de Arf, todas ellas caracterizadas por la presencia en el dominio catalitico de
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un dominio de dedo de zinc, seguido por un residuo conservado de arginina
(CX2CX16CX2CX4R) (Cukierman et al., 1995). A nivel del Golgi, ArfGAPI,
ArfGAP2 y ArfGAP3, han sido identificadas como componentes necesarios en la
formacion del COPL El silenciamiento de las tres isoformas incrementa los niveles de
Arfl unido a membranas, al tiempo que se observa una acumulaciéon del coatémero y
componentes del Golgi (como GM130) en el compartimento intermedio (Saitoh et al.,

2009).

Aparte de las proteinas ArfGAPs, en los tltimos afios otros componentes implicados en
la maquinaria de fision de las vesiculas COPI han sido identificados. Este es el caso
de la proteina BARS (brefeledin A ADP-ribosylated substrate), implicada en el proceso
final de constriccion del cuello de las vesiculas (Yang et al., 2005). Actualmente se
considera que BARS actuaria conjuntamente con ciertos lipidos para inducir curvatura
de membrana y promover la fision del cuello de las vesiculas (Yang et al., 2008; Yang
et al., 2006) (esquema completo de las etapas de formacion y fision del COPI en la
figura 8).

Reclutamiento Polimerizacion de los
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Figura 8. Esquema general de las etapas de formacion de las vesiculas COPI. El proceso se inicia con el
reclutamiento de los componentes del coatomero por la forma unida a GTP de Arfl, A continuacion el cargo se
recluta en la vesicula naciente por interaccion con componentes del coatomero o bien por interaccion con proteinas
adaptadoras. Finalmente se produce la hidrdlisi de Arfl-GTP por ArfGAP y la maquinaria de fision produce la

escision de la vesicula COPI de la membrana de origen.

Esquema modificado de (Hsu y Yang, 2009).
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3. Transporte retrogrado independiente de COPI y dependiente de Rab6

Hasta ahora hemos introducido los principios moleculares del transporte retrégrado
dependiente de COPI, sin embargo en los ultimos afios se ha descrito la existencia de un
tipo de transporte retrogrado independiente de COP-I y dependiente de Rab6. Esta via
de transporte fue inicialmente descubierta al comprobar que la inhibicioén del transporte
COPI por microinyeccion de anticuerpos contra componentes del coatomero, si bien
bloqueaba el tansporte retrégrado de ERGIC-53 o el receptor de KDEL, no afectaba al
trafico de Golgi a RE de la subunidad B de la Shiga toxin (STxB), ni al reciclaje de
enzimas de glicosilacion. En el mismo articulo, los autores identificaron que la Rab
GTPasa Rab6 es un componente necesario de esta via de transporte (Girod et al., 1999).
Al estudiar in vivo la salida de intermediarios de transporte marcados con Rab6 desde el
Golgi, se ha observado que éstos siguen un movimiento dependiente de microtibulos
principalmente dirigido hacia la periferia de la célula, donde se produce su entrada en el
RE. Dichos intermediarios de transporte no incorporan cargo que sigue la via de
transporte dependiente de COPI, y por el contrario contienen la STxB (White et al.,
1999). En el mismo estudio, los autores también observaron estructuras de tipo
vesicular marcadas con Rab6 desplazandose en estrecha asociacion a los extremos de
los tiibulos de RE, y que existia una segregacion a nivel de RE entre Rab6 y el receptor
de KDEL (White et al., 1999). La sobreexpresion de un mutante de Rab6 unido a GDP
inhibe el transporte retrégrado de la STxB (Girod et al., 1999; White et al., 1999),
mientras que la sobreexpresion de una forma constitutivamente activa (unida a GTP)
produce la redistribucion de enzimas de glicosilacion de Golgi a RE, causando un efecto
de fusidon de ambos compartimentos similar al observado tras tratamiento con brefeldina
A (Martinez et al., 1997). La dependencia del citoesqueleto de microtibulos en el
movimiento de las vesiculas Rab6 también se ha demostrado. La sobreexpresion del
dominio carboxi-terminal de Rabkinesina-6, proteina motora que interacciona con
Rab6, inhibe el efecto sobre el transporte de la sobreexpresion de Rab6-GTP (Echard et
al., 1998). Curiosamente, también se ha descrito una interaccion de Rab6 con Bicaudal-
D, proteina a través de la cual las vesiculas Rab6 se asociarian al complejo dineina-
dinactina, necesario para el transporte en la direccidon contraria, es decir, de la periferia

de la célula al Golgi (Matanis et al., 2002).
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Por otra parte, también se ha demostrado que Rab6 resulta necesario, si bien no
esencial, para el transporte de Golgi a membrana plasmatica, concretamente hacia
regiones enriquecidas en la proteina cortical de uniéon a Rab6 ELKS (Grigoriev et al.,
2007; Grigoriev et al., 2011; Miserey-Lenkei et al., 2010). Una posible explicacién a
esta diversidad en los efectos de Rab6 sobre el transporte, se ha propuesto recientemente
al describir que existe una interacciéon de Rab6 con la proteina miosina II a nivel del
Golgi. Esta interaccion permitiria acoplar Rab6 al citoesqueleto de actina a través de
miosina II, lo que resultaria necesario en el proceso de fision de intermediarios de
transporte desde el Golgi hacia la membrana plasmatica o el RE (Miserey-Lenkei et al.,

2010).
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(IIT) DINAMICA Y COMPOSICION DE LAS MEMBRANAS CELULARES

Los lipidos cumplen tres funciones principales: 1) son utilizados como reserva de
energia, 2) se organizan para formar las membranas externas e internas de las células, es
decir, cumplen un papel estructural y 3) acttian en procesos de sefializacion intracelular.
En la primera parte de este capitulo pretendemos ofrecer una vision general de los
principales lipidos de las biomembranas, detallando los aspectos mas relevantes en
referencia a su topologia y su metabolismo. Finalmente, desarrollaremos algunos
aspectos relativos a las propiedades biofisicas de los lipidos, y el papel que tienen estas
propiedades en la regulacion de curvatura de membrana, esencial para la formaciéon de

intermediarios de transporte.
1. Clasificacion de los principales lipidos de las membranas.

Los principales lipidos presentes en las membranas de las células eucariotas son los
glicerofosfolipidos. Este grupo de lipidos, cuya porcion hidrofdbica es el diacilglicerol
(DAG), pueden presentar uno o varios dobles enlaces cis en las cadenas de acidos
grasos que estan unidas al carbono sn-1 o sn-2 del glicerol. Ademas, a esta estructura
basica se le puede unir un grupo fosfato en el carbono sn-3 del glicerol (formando acido
fosfatidico; PA) y a este fosfato una molécula (R) que puede ser neutra como la serina o
el inositol [formando la fosfatidilserina (PS) o el fosfatidilinositol (PI)] o de carga
positiva como la colina o la etanolamina [formando la fosfatidilcolina (PC) o la
fosfatidiletanolamina (PE)]. El lipido mas comun es la PC, que constituye el 50% del

contenido total de fosfolipidos en la mayoria de las membranas de eucariotas.

Los esfingolipidos constituyen otra gran clase de lipidos estructurales. Su cuerpo
hidrofébico es la ceramida (Cer). Los principales esfingolipidos en células de
mamiferos son la esfingomielina (SM) y los glicoesfingolipidos (GSLs), los cuales
contienen mono-, di- u oligosacaridos basados en glicosilceramida (GlcCer) y en
ocasiones galactosilceramida (GalCer) (van Meer y Lisman, 2002). Los esfingolipidos
se caracterizan por tener cadenas saturadas (o insaturadas en frams), de tal forma que
presentan una estructura cilindrica mas compacta que las moléculas de PC, dotando a

las membranas de menor fluidez (estado de gel).
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Finalmente los esteroles constituyen la principal clase de lipidos no polares. Los
esteroles son esteroides con 27 o 29 atomos de carbono. Su estructura quimica deriva
del esterano, una molécula de 17 carbonos formada por tres anillos hexagonales y uno
pentagonal. En los esteroles, se afiade una cadena lateral de 8 o més 4tomos de carbono
en el carbono 17 y un grupo alcohol o hidroxilo (-OH) en el carbono 3. El principal
lipido del grupo de los esteroles en mamiferos es el colesterol, mientras que en
levaduras es el ergosterol. Los esteroles se encuentran principlamente en regiones de
membrana altamente ordenadas y enriquecidas en esfingolipidos (esquema de los

principales grupos de lipidos en la figura 9).

Fosfatidilcolina Esfingomielina Colesterol
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Figura 9. Representacion de la
estructura quimica de los principales
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Esquema modificado de (van Meer et

al., 2008)

Glicerofosfolipidos Esfingolipidos Esteroles

Tal y como hemos mencionado al inicio de este apartado, existen lipidos que aparte de
llevar a cabo una funcion estructural también actiian como moléculas sefializadoras. La
hidrolisis de glicerofosfolipidos produce los siguientes mensajeros lipidicos:
lisofosfatidilcolina (LPC), acido lisofosfatidico (LPA), &acido fosfatidico (PA) y
diacilglicerol (DAG). Por otra parte, a partir de la hidrdlisis de esfingolipidos se
producen: esfingosina (Sph), esfingosina-1-fosfato (S1P), ceramida-1-fosfato (C1P) y
ceramida (Cer). LPC, LPA, Sph y S1P contienen una unica cadena alifatica, lo que hace

que su insercién en la bicapa lipidica sea relativamente labil. Ejercen su funciéon
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sefializadora activando receptores de membrana (Meyer zu Heringdorf y Jakobs, 2007).
Por el contrario el PA, el DAG, la CIP y la Cer, permanecen en las membranas y su

funcién sefializadora estd principalmente relacionada con el reclutamiento de proteinas

citosolicas (figura 10).
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Figura 10. Esquema de los principales lipidos con funciones estructurales y sefializadoras y de sus relaciones
metabdlicas: PC (fosfatidilcolina), LPC (lisofosfatidilcolina), LPA (acido lisofosfatidico), AA (acido
araquidonico), SM (esfingomielina), GalCer (galactosilceramida), PI (fosfatidilinositol), PIP, (fosfatidilinositol
bifosfato),  CIP  (ceramida-1-fosfato), ~ SIP  (esfingosina-1-fosfato),  Sph  (esfingosina),  SPC
(esfingosilfosforilcolina), Cer (ceramida), DAG (diacilglicerol).

Esquema modificado de (van Meer et al., 2008)
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2. Curvatura de membrana. Conceptos generales

Hecha esta clasificacidn inicial sobre los principales grupos de lipidos en las células
eucariotas, en este apartado expondremos algunos conceptos relativos a las propiedades
fisicas de los lipidos, y como estas propiedades pueden regular la plasticidad de las

membranas, por ejemplo generando curvatura.

Para abordar esta cuestion en primer lugar debemos introducir una serie de conceptos
relativos a la curvatura de las membranas, empezando por la polaridad (positiva o
negativa) de la curvatura. Se considera curvatura positiva cuando la cabeza polar de los
lipidos, la que estd en contacto con el medio acuoso, se proyecta de forma convexa
hacia este medio acuoso, mientras que se considera curvatura negativa cuando la cabeza
polar de los lipidos se invagina, es decir, forma una curvatura concava, respecto al

medio acuoso (McMahon y Gallop, 2005).

En la figura 11 podemos observar cdmo en un corte frontal a través del eje mas largo de
una vesicula, la hemimembrana citosélica presenta curvatura positiva en la zona mas
apical, mientras que en el cuello formaria curvatura negativa. En cambio, en un corte
transversal realizado sobre el cuello de la vesicula observamos curvatura positiva en la

hemimembrana citosolica y curvatura negativa en la hemimembrana luminal.

En la membrana existen unas zonas especificas o microdominios que son susceptibles a
deformarse. En estos microdominos actian proteinas y lipidos de forma conjunta para
generar curvatura positiva y/o negativa. A nivel proteico, las proteinas de cubierta o
coats, como hemos visto en el apartado anterior, resultan necesarias para la formacion y
fision de las vesiculas. También resulta esencial el papel del citoesqueleto, tanto el de
microtibulos como el de microfilamentos de actina, y de las proteinas motoras
asociadas. Experimentos in vitro han demostrado que proteinas motoras de los
microtubulos, como la quinesina, se anclan por una parte en las membranas de Golgi y
por la otra en los microtibulos, generando una fuerza de tension sobre las membranas
capaz de producir su deformacion en estructuras tubulares (Roux et al., 2005). Por otra
parte, el citoesqueleto de actina proporciona un soporte estructural que facilita la

deformacion de la membrana en las porciones laterales del Golgi, bien a través de la
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Figura 11. Esquema en el que aparecen representados diferentes ejemplos de curvatura de membranas. A) En la
bicapa, la hemimembrana citosélica presenta curtura positva, mientras que la hemimenbrana luminal presenta
curvatura negativa. B) Esquema de las diferentes curvaturas que se observan en una vesicula, negativa en el
cuello y positiva en la parte superior. Por otra parte, al observar un corte transversal del cuello de la vesicula la
hemimembrana citosdlica presenta curvatura positiva, mientras que la hemimembrana luminal presenta

curvatura negativa.

Esquema modificado de (Shemesh et al., 2003) y de (Qualmann et al., 2011)

polimerizacion de actina de novo o bien empleando la fuerza generada por los motores
de actina (miosinas) (Buss et al., 2002). Al igual que en el caso del citoesqueleto de
microtibulos, existen evidencias experimentales del acoplamiento funcional entre
maquinaria de fisién y la polimerizacion de actina en el TGN (Antonny, 2006; Cao et
al., 2005; Carreno et al., 2004; Kerkhoff et al., 2001; Kessels y Qualmann, 2004;
Praefcke y McMahon, 2004; Rozelle et al., 2000).

Respecto al papel central de los lipidos, éstos pueden favorecer la formacién de
curvatura debido a sus propias caracteristicas estructurales., o bien a través de reclutar
proteinas citosolicas capaces de sensar, estabilizar y generar curvatura. En el siguiente

apartado desarrollaremos ambos conceptos.
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2.1 Cooperacion de lipidos y proteinas en la generacion de curvatura de

membrana.

Como ya hemos apuntado en la introduccidn, el principal lipido en las células eucariotas
es la PC. Debido a su caracter amfipatico, las moléculas de PC se organizan de forma
espontdnea en bicapas lipidicas, con las colas hidrofobicas en la parte central y la
cabeza polar en contacto con el medio acuoso. La presencia de un doble enlace en cis en
una de sus cadenas de dacidos grasos, permite que a temperatura ambiente las
membranas enriquecidas en PC sean fluidas. A nivel estructural su geometria es
cilindrica, cosa que favorece su disposicion en bicapas planas. Por el contrario, la
presencia de lipidos con geometria cdOnica causa alteraciones en el grado de
empaquetamiento de los lipidos de las membranas, lo que genera curvatura (Janmey y
Kinnunen, 2006; van den Brink-van der Laan et al., 2004). Lipidos como la PE, el PA o
el DAG tienen una cabeza polar relativamente pequefia en comparacioén con la PC, lo
que les confiere estructura conica. La geometria de los lipidos también depende de las
caracteristicas de las cadenas de 4acidos grasos. Una cadena oleil (C18:1) ocupa un
volumen superior al de una cadena palmitoil (C16:0) debido a la presencia de un doble
enlace, lo que genera una especie de pliegue en el centro de la cadena. Por lo tanto, los
defectos en el grado de empaquetamiento de los lipidos provienen de dos factores: la
ratio entre lipidos con cabezas polares grandes (cilindricos) y pequefias (cOnicos) y la

ratio entre lipidos saturados e insaturados (figura 12).

El nivel de empaquetamiento de los lipidos probablemente incrementa de forma gradual
a lo largo de la via secretora (Brugger et al., 2000; Holthuis y Levine, 2005; Klemm et
al., 2009). En un extremo, la membrana del RE se caracteriza por presentar un nivel
muy bajo de empaquetamiento. Esto es debido a la presencia de elevadas cantidades de
fosfolipidos insaturados y a la baja cantidad de colesterol, cuya sintesis esta
estrechamente regulada (Bretscher y Munro, 1993; Radhakrishnan et al., 2008). En el
otro extremo, los lipidos de la membrana plasmatica tienen un nivel de
empaquetamiento muy superior por la presencia de lipidos saturados y altos niveles de

colesterol.

La importancia de la presencia de lipidos que doten de fluidez (bajo nivel de

empaquetamiento) a la membrana del RE se ha demostrado experimentalmente. En un
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Figura 12. Lipidos y curvatura de membrana. A) Los lipidos pueden presentar diferentes geometrias dependiendo de
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su estructura molecular (principalmente determinadas por el tamaiio de la cabeza polar y la presencia de dobles
enlaces en la cadena de dcidos grasos). Lipidos como la fosfatidilcolina (PC) tienen estructura cilindrica, mientras
que lipidos como el diacilglicerol (DAG) o el dcido lisofosfatidico (LPA) tienen estructura conica. B) Representacion
del efecto de la presencia de un doble enlace en la geometria de una cadena de dcidos grasos. C) Representacion de
los efectos de la acumulacion de lipidos de estructura conica y lipidos insaturados en la generacion de curvatura de

membrana.
Esquema modificado de (Sprong et al., 2001) y (Bigay y Antonny, 2012)

estudio, para revertir el estrés de RE en levaduras con déficit de sintesis de fosfolipidos
insaturados, se analiz6 el efecto de afiadir 65 cadenas de acidos grasos con diferente
longitud y grado de saturacion (Deguil et al., 2011). Todas las cadenas de acidos grasos
pudieron incorporarse en los fosfolipidos, pero sélo las cadenas de acidos grasos
insaturados reestablecieron el crecimiento normal de las células. EI nivel de
empaquetamiento de las membranas también puede influir en el reclutamiento de
proteinas, como por ejemplo Sarl. Esta proteina, cuya funcién en la formacion del
COPII resulta esencial (ver apartado anterior), presenta la secuencia hidrofébica de
insercion en membrana mas larga que se haya descrito entre las diferentes proteinas de
la familia de las GTPasas (Huang et al., 2001; Lee et al., 2005). Sarl se inserta de forma
mas eficiente en membranas enriquecidas en fosfolipidos con acidos grasos insaturados
(especialmente C18:1-C18:1), demostrativo de que su dominio hidrofébico tiene
preferencia por bicapas lipidicas con un bajo nivel de empaquetamiento (Matsuoka et

al., 1998).

Otro ejemplo lo encontramos en las proteinas con dominios que actuan como sensores

del nivel de curvatura de membrana (dominios LPS, “lipid packing sensor’’), como por
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ejemplo ArfGAPI1. Estudios in vitro han demostrado que la actividad de ArfGAP1
incrementa a medida que disminuye el diametro de los liposomas (Bigay et al., 2003).
Esta sensibilidad al nivel de curvatura vendria determinada por el hecho de que la
insercion del dominio LPS (con estructura de hélice amfipatica), dependeria del grado
de empaquetamiento de los lipidos que conforman la bicapa. De esta forma, en
condiciones en que se producen asimetrias en el nivel de empaquetamiento de los
lipidos, como cuando se inicia el proceso de gemacidon de una vesicula, la curvatura
positiva de la hemimembrana externa crearia espacios entre los lipidos que permitirian
la insercidon del dominio LPS, reclutando ArfGAP1 a la vesicula en formacion (Bigay et
al., 2005). Por otra parte, la composicion lipidica de la membrana también podria
regular el reclutamiento de ArfGAP1 en ausencia de una curvatura inicial. Sobre este
punto se ha descrito que ArfGAP1 se une con poca afinidad a membranas enriquecidas
en fosfolipidos de estructura cilindrica, mientras que la presencia de lipidos de
estructura conica o lipidos insaturados, permitiria la insercion del dominio LPS entre los
espacios generados por la acumulacion de estos lipidos (Antonny et al., 1997b). Una
vez en la membrana, el dominio LPS podria actuar sinérgicamente con los lipidos de
estructura conica generando curvatura positiva de la hemimembrana externa. Tomando
como referencia un plano longitudinal, en una vesicula el punto de méxima curvatura
positiva de la hemimembrana externa se encontraria en la punta, mientras que en el
cuello observariamos curvatura negativa. Esta asimetria haria que la actividad catalitica
de ArfGAPI se produjese de forma localizada desde la punta de la vesicula a la base,
permitiendo que el proceso de desensamblaje del coatdometro no ocurra hasta que la

vesicula haya completado su formacion (figura 13).

Apoyando este modelo, estudios realizados in vitro en vesiculas unilamelares de gran
tamafio (GUVs) sobre las que se puede generar mecanicamente la formacion de tibulos,
han demostrado que ArfGAPI se distribuye en la region de mayor curvatura positiva (el
tubulo), quedando excluida del cuerpo de la vesicula (Ambroggio et al., 2010).
Respecto a estudios realizados in vivo, el silenciamiento de ArfGAP1 induce la
acumulacion de perfiles vesiculares adheridos a las membranas de Golgi, evidenciando
un impedimento en el proceso de fision de las vesiculas COPI (Asp et al., 2009). A

parte de ArfGAP1, también contienen dominios LPS la proteina de cis-Golgi GMAP, la
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Figura 13. Esquema de la insercion de ArfGAP1 en membranas. A) El dominio LPS se inserta con mayor eficiencia
en membranas que presentan un cierto grado de curvatura positiva en comparacion con membranas planas. B) El
dominio LPS se inserta con mayor eficiencia en membranas con un elevado contenido en lipidos de estructura
conica. A su vez, la insercion del dominio LPS puede actuar sinérgicamente con los lipidos de estructura conica en
la generacion de curvatura positiva. C) Lipidos con estructura de cono invertido, como el dcido lisofosfatidico,
pueden tener un efecto andlogo al dominio LPS en la induccién de curvatura positiva .D) Disposicion de ArfGAPI
en las vesiculas COPI. La maxima actividad de ArfGAP1 se conseguiria en las regiones de mayor curvatura positiva
de la hemimembrana externa, de forma que la hidrdlisis de Arfl se produciria de forma localizada desde la punta de

la vesicula (maxima curvatura positiva), al cuello (curvatura negativa).

Esquema modificado de (Holthius y Burger, 2003)

proteina de la envoltura nuclear (Nupl33) y la proteina de RE Atgl4l/BARKOR
(Cardenas et al., 2009; Doucet et al., 2010; Fan et al., 2011; Levi et al., 2008).

En la via endocitica, las proteinas con dominios BAR cumplen funciones analogas a las
proteinas con dominios LPS en la via secretora. Los dominios BAR forman dimeros a
partir de la yuxtaposicion de dos hélices alfa (estructura de hélice arrollada, “coiled-
coil”), dando lugar a una molécula de superficie concava y carga positiva (figura 14)
(Frost et al., 2009; Peter et al., 2004; Zimmerberg y McLaughlin, 2004). A partir de su
dimerizacion, los dominios BAR actian reconociendo, estabilizando y generando
curvatura en un proceso dependiente de su concentraciébn y su reclutamiento a
membranas (Frost et al., 2008; Galic et al., 2012; Peter et al., 2004). En relacién a la

uniéon a membranas de estas proteinas, juegan un papel importante las interacciones
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electrostaticas entre los fosfolipidos (carga negativa) y los aminodcidos con carga
positiva de los dominios BAR (Gallop et al., 2006; Masuda et al., 2006; Peter et al.,
2004; Takenawa, 2010). Hemos dicho que a nivel intracelular existe un gradiente de RE
a membrana plasmatica en cuanto al grado de ordenacidén (empaquetamiento) de los
lipidos. Curiosamente, la carga de las membranas también presenta un gradiente similar.
En células eucariotas, las propiedades electrostaticas de las membranas dependen
principalmente de las cantidades de fosfatidilserina (PS). En el RE los niveles de PS son
muy bajos, mientras que en la membrana plasmatica la PS constituye alrededor del

10% de los fosfolipidos.

Figura 14. Estructura de los dominios BAR y su interaccion con las membranas. Vemos como las estructuras de
hélice arrollada (“coiled coil ) de dos dominios BAR dimerizan formando una estructura coéncava. La cara interna
de esta estructura estd enriquecida en aminodcidos de carga positiva, lo que permite que se formen interacciones

electrostdticas con la carga negativa de los fosfolipidos de la membrana.

Esquema modificado de (MacMahon y Gallop, 2005)

Ademas de esta diferente concentracion, estudios recientes sugieren que en el RE la PS
se encuentra principalmente en la membrana luminal, mientras que en la membrana
plasmatica se encuentra en la capa citosélica (Fairn et al., 2011; Kay et al., 2012). En la
misma linea, se ha publicado que en la membrana plasmatica la formacion de PIP2 esta
restringida a la capa citosdlica (Di Paolo y De Camilli, 2006). Estos resultados indican
que la carga negativa de la membrana del RE en contacto con el citosol debe ser inferior
a la que encontramos en la membrana plasmadtica. Por tanto, resulta logico pensar que

las proteinas con dominios BAR, cuya unién a membranas depende de interacciones
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electrostaticas, se produzca preferentemente en regiones de la membrana plasmatica y
compartimentos endosomales. Reforzando esta hipotesis, al ser sobreexpresados, todos
los dominios BAR se asocian a compartimentos endosomales o de membrana
plasmadtica, mientras que ninguno se localiza en el RE (Peter et al., 2004). Esta
diferencia resulta especialmente significativa debido a que el didmetro de los tibulos de
RE (50 nm) encajaria perfectamente con la superficie concava de los dominios BAR
(Shibata et al., 2009). Probablemente, el hecho de que no se produzca esta asociacion,
se deba a las caracteristicas electrostaticas de las membranas citosdlicas de RE (con baja

carga negativa) (Fairn et al., 2011; Kay et al., 2012).

En resumen, a lo largo de la via secretora se produce un gradiente respecto al nivel de
empaquetamiento de los lipidos (ER< membrana plasmdtica) y su carga eléctrica
negativa (ER <membrana plasmadtica). Por una parte, estas diferencias determinan la
plasticidad de las membranas, entendida como capacidad para adoptar estructuras con
un requerimiento alto de curvatura (por ejemplo vesiculas o tibulos). Por otra parte,
resultan importantes en el reclutamiento de proteinas citosolicas que actian
sinérgicamente con los lipidos en la deformacidon de las membranas (proteinas con

dominios LPS o BAR).
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(IV) EL DIACILGLICEROL EN LA ViA SECRETORA

1. Caracteristicas generales de las moléculas de diacilglicerol

El DAG es un lipido neutro constituido por una cabeza polar muy pequefia, inicamente
un grupo —OH del glicerol. A este glicerol se le unen dos 4cidos grasos de 14 o mas
carbonos en las posiciones sn-1 y sn-2 de la cadena del glicerol. El acido graso
esterificado de la posicidon sn-1 generalmente es saturado (sin ningun doble enlace),
mientras que el de la posicién sn-2 es insaturado ya que presenta uno o varios (cis)
dobles enlaces (mono- o poliinsaturado). Esto comporta un plegamiento de la cadena
acil que disminuye el empaquetamiento. Los acidos grasos saturados presentes en las
membranas celulares son el dcido palmitico (16:0), el acido estedrico (18:0) y el acido
araquidico (20:0); los acidos grasos monoinsaturados son el 4cido oléico (18:1) y el
acido erucico (22:1); y los acidos grasos npoliinsaturados son el acido linoleico (18:2),

el acido linolenico (18:3) y el acido araquidonico (20:4) (figura 15).

A
AG saturados AG monoinsaturados AG poliinsaturados
| |
Acidoe Acido Acido Acids Acido Aeido Arido Acido
palmitico  estearico  araquidico oleico ercico linoleico linolenico araquidonico
(16:0) (18:0) (20:0) g (22:1) (18:2) (18:3) (20:4)
B
DAG saturados DAG maonoinsaturados DAG poliinsaturados
OH OH OH OH OH

-T T [

Figura 15. Tipos de AGs y DAGs en las membranas celulares. A. Tipos de dcidos grasos (AGs). La nomenclatura
de los AG se indica poniendo primero el nimero de carbonos que forman la cadena y después el nimero de
insaturaciones que presenta. Por ejemplo, en el caso del dcido palmitico (16:0) tiene 16 carbonos y ninguna
insaturacion. Los AGs mds abundantes en las células son el 16:0, 18:0, 18:1 y el 18:2). B. Tipos de DAGs. Los
DAG se forman por combinacion de dos de los AG mostrados en el panel A. En rojo se muestra la morfologia de

los AG que es importante para la topologia final de las membranas.

Esquema modificado de (Ferndandez-Ulibarri, 2008)
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Se han identificado més de 50 especies diferentes de DAG en base a la longitud del
acido graso y al grado de saturacion, y existen evidencias de la diferente participacién
de estas especies moleculares en diferentes procesos celulares (Deacon et al., 2002;
Pettitt et al., 1997). Hecha esta introduccion inicial, en los siguientes puntos
abordaremos la importancia de las vias metabdlicas implicadas en la sintesis de DAG en

las etapas de la via secretora.

2. Vias de sintesis del diacilglicerol en el Golgi.

Existen cuatro mecanismos para producir DAG en el Golgi: 1) el DAG puede formarse
por una accidn secuencial de la PLD (que formaria PA a partir de PC) y de las PAP2
(que defosforilarian el PA para formar DAG) (Long et al., 2005; Roberts et al., 1998a;
Waggoner et al., 1996). 2) La PI-PLC (Rhee, 2001) hidroliza el PI4P o el P1(4,5)P2 para
generar DAG (Carrasco y Merida, 2004) y 3) La esfingomielina sintasa (SMS)
transfiere la colina y el fosfato de la PC a la Cer para generar SM y DAG (Ichikawa y
Hirabayashi, 1998) (figura 16).

PC Pl14P/PI14,5P:
PLD PI-PLC
DAGK
PAT—, | DAG SM
PAP/LPP L X —
PC Cer
Golgi [ .~
................... cors
ER
$-1-P

Figura 16. Esquema de las diferentes vias de sintesis y degradacion del DAG en el Golgi.

Esquema modificado de (Ferndndez-Ulibarri et al, 2006)
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2.1 Papel de la fosfolipasa D y las fosfatasas del acido fosfatidico en el Golgi.

En relacion al papel de la PLD en la formacidn de intermediarios de transporte desde el
Golgi, se ha publicado que la sintesis de PA a partir de la hidrdlisis de PC por la PLD2,
actuaria sinérgicamente junto con las proteinas endofilina y BARS en el proceso final
de fisién de las vesiculas COPI (Yang et al., 2005; Yang et al., 2006). En el mismo
estudio demuestran que el silenciamiento de PLD2, causa la acumulacion de perfiles
vesiculares exhibiendo una fision incompleta de las membranas de Golgi. Este efecto
morfoldgico se correlaciona con una afectacion del transporte retrégrado hacia el RE
dependiente de COPI (Yang et al., 2008). Una cuestion objeto de controversia es si el
PA producido a partir de la accidon de PLD seria en si mismo un efector del proceso de
fision, o si bien seria necesario como intermediario en la produccion de otras especies
moleculares como el DAG. En relacion a este punto, se ha publicado que la inhibicién
por propanolol de las proteinas de la familia de las fosfatasas del acido fosfatidico
(PAP2), también conocidas como fosfatasas de fosfolipidos (LPPs) , causa una
inhibicién en el proceso de fision de las vesiculas COPI (Fernandez-Ulibarri et al.,
2007) (figura 17) (estos resultados se explicaran con mayor profundidad en el apartado

de Antecedentes y Objetivos).

Figura 17. Imagen de microscopia electronica que muestra los efectos del propanolol sobre la organizacion
estructural del Golgi. En el panel B podemos ver como el propanolol induce una desestructuracion de la morfologia
de cisternas aplanadas del Golgi, y especialmente un incremento del nimero de perfiles vesiculares proximos al
Golgi (magnificaciones del panel C). En los paneles inferiores (D1-D3) podemos observar por tomografia que estas

vesiculas estdn estrechamente asociadas a las cisternas del Golgi, evidenciando un proceso de fision incompleto.

Imagen extraida de (Ferndndez-Ulibarri et al, 2007)
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En un estudio posterior, utilizando una concentracion de propanolol superior que
inhibiria tanto a las proteinas de la familia de las PAP2, como a las proteinas de la
familia PAP1, los autores observan una inhibicion en el proceso de gemacion de
vesiculas COPI desde las membranas de Golgi, indicando que la generacion de DAG a
partir de PA puede ser necesaria en las fases iniciales de formacion del COPI (es decir,

durante el proceso de generacidon de curvatura positiva) (figura 18).
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Imagen adaptada de (Asp et al, 2007)

Mas recientemente se ha publicado un estudio en el cual relacionan actividades opuestas
de las enzimas acetil transferasas de lisofosfolipidos (LPAAT) y fosofolipasa A (PLA)
en la regulacion de la morfologia de los intermediarios de transporte formados en el
Golgi (Yang et al., 2011). Los autores de dicho estudio proponen que las enzimas
LPAATY, y PLD2, actuarian promoviendo el proceso de fision de las vesiculas COPI a
través de convertir el acido lisofosfatidico (LPA) (LPAATY) y la PC (PLD2) en PA. Por

otra parte, la PLA actuaria promoviendo la elongacion de las vesiculas nacientes a partir
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de la reaccidn inversa, es decir originando LPA a partir de PA. Este incremento de LPA,
por tanto, favoreceria un retraso en el proceso de fision del COPI, originando tubulos en
lugar de vesiculas (figura 19).

En el mismo estudio proponen que la morfologia de los intermediarios de transporte
(tabulos o vesiculas) puede ser importante para determinar el cargo que incorporan.
Segun los autores, en las vesiculas los componentes del coatdmero presentarian una
mayor densidad, lo que permitiria una incorporacién selectiva de cargo con destino
retrogrado, excluyendo el cargo anterégrado. Por otra parte en los tiibulos el coatdmero
se encontraria exclusivamente en la base y la punta, y esta menor densidad permitiria la
incorporacién de cargo con destino anterdgrado. Es decir, que a través de la regulacion
de los niveles de LPA y PA, se producirian vesiculas o tiibulos, que incorporarian cargo

dirigido hacia el RE (vesiculas) o hacia el TGN (tabulos).

@ L—_:.';-
v S~

COPI
( %. ’LJ PLD2

'

9

Figura 19. Esquema que muestra los roles opuestos de PLA2 (formacion de tubulos) y de LPAAT y PLD2 (formacion

de vesiculas) en la formacion de intermediarios de transporte tipo COPI a nivel del Golgi.

Imagen extraida de (Yang et al, 2011)

2.2 Papel de las esfingomielinas sintetasas en el Golgi

Otra de las vias de sintesis de DAG que tiene especial relevancia en la regulacion de la
morfologia del Golgi y en la formaciéon de intermediarios de transporte desde este
compartimento, es la que implica a las enzimas de la familia de la esfingomielinas
sintetasas (SMS). Se han descrito dos isoenzimas con actividad esfingomielina sintetasa
en el Golgi, las SMS1 y 2, y ambas producen DAG y SM a partir de PC y Cer. Al tratar
las células con ceramidas de cadena corta, se produce un incremento de DAG en el

Golgi en un proceso dependiente de SMS1 y SMS2 (Duran et al., 2012; Villani et al.,
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2008). Por otra parte el silenciamiento de SMS1 y 2 disminuye la asociacién de PKD en
el Golgi y retrasa el transporte de cargo del Golgi a membrana plasmatica (Subathra et
al., 2011). Més recientemente se ha publicado que si bien la adiciéon de ceramidas de
cadena corta incrementa los niveles de DAG y SM en el Golgi, esto conlleva un
impedimento en la formacion de intermediarios de transporte desde el Golgi sin afectar
a la llegada de cargo (Duran et al., 2012). En el mismo articulo demuestran que in vitro,
la incorporacion a vesiculas unilamelares de moléculas de SM de cadena corta impide la
formacién de dominios ordenados de membrana. En base a estos resultados, los autores
concluyen que la formacién de dominios ordenados de membrana enriquecidos en
colesterol y SM de cadena larga es necesaria para la correcta formacion de

intermediarios de transporte desde el Golgi (figura 20).

Membrana citosélica
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Figura 20. Esquema de la funcion de las enzimas esfingomielina sintetasas (SMS) en el Golgi. La esfingomielina
(SM) producida a partir de ceramida (Cer) y fosfatidilcolina (PC) por las SMS, juntamente con moléculas de
colesterol, forman balsas lipidicas en el TGN. Sin embargo, al afiadir como sustrato de las SMS ceramidas de
cadena corta (Cer-C6), las moléculas resultantes de esfingomielina no permitirian la estructuracion de estos

dominios de membrana ordenados, alterando la salida de cargo desde el Golgi.

Esauema adantado de (Duradn et al. 2012)
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2.3 Papel de la proteian cinasa C en el Golgi.

La formaciéon de DAG también resulta importante debido a que actua activando a
algunos miembros de la familia de proteinas con actividad treonina cinasa PKC
(proteina cinasa C). Existen once miembros descritos de esta familia, que se clasifican
en tres grupos en funcion de los cofactores que requieren para su activacion: 1) Las
PKCs clésicas (a, B, y) requieren DAG y calcio. Los miembros de esta clase tienen un
dominio C1 de unién a DAG y un dominio C2 de unién fosfolipidos dependiente de
calcio. 2) las PKCs noveles (9, €, 1y 0), requieren DAG pero no calcio, y al igual que
las PKCs clasicas tienen un dominio C1 y un dominio C2 (que en los miembros de esta
clase no une calcio). 3) Por tltimo las PKCs atipicas (1y ) no requieren ni de DAG ni
de calcio para su activacion, y no poseen los dominios C1 y C2.

La mayor informacion disponible sobre la funcion de PKC en el Golgi esta relacionada
con la salida de cargo desde el TGN a la membrana. En particular, se ha descrito que la
PKCp (también llamada PKD) juega un papel importante en este proceso. La
inactivacion de PKD por agentes quimicos, la expresion de un mutante cataliticamente
inactivo, o el silenciamiento de PKD, inhiben la salida de cargo del TGN con destino a
la membrana basolateral. En estas condiciones el cargo permanece atrapado en
estructuras tubulares (Bossard et al., 2007; Liljedahl et al., 2001). De forma contraria, la
sobreexpresion de una forma constitutivamente activa de PKD causa la vesiculacion del
Golgi (Bossard et al., 2007). El conjunto de estos resultados es indicativo de que la
PKD participa en el proceso de fision de intermediarios de transporte desde el TGN.
Existen tres isoformas de PKD en mamiferos (PKD1-3), y todas ellas estan implicadas
en el transporte de proteinas con destino a la membrana basolateral (Yeaman et al.,
2004). Estas proteinas forman homo- y heterodimeros y la inactivaciéon o el
silenciamiento por siRNAs de cualquiera de los componentes del complejo inhibe la
salida de cargo desde el TGN (Bossard et al., 2007).

Desde un punto de vista mecanistico, actualmente se considera que la PKD inicia una
cascada de procesos moleculares implicados en la formacion y fisién de intermediarios
de transporte. PKD se recluta en el TGN a través de su dominio Cla de unién a DAG
(Baron and Malhotra, 2002), mientras que a través del dominio Clb interacciona con

Arfl(Pusapati et al., 2010). Una vez en el Golgi, se ha publicado que otro miembro de la
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Figura 21. Esquema de la accion de PKD en la formacion de vesiculas en el TGN. La PKD se recluta
al Golgi por interaccion de su dominio Cl con DAG. Una vez en membrana puede activar a la
enzima PI4-KIIIB, que formaria PI4P, necesario para el reclutamiento de diferentes proteinas
implicadas en la generacion de intermediarios de transporte (ver texto). En este esquema, la proteina
Nir2 inhibiria la sintesis de PC a partir de la via de la CDP-colina, lo que incrementaria los niveles
de DAG. Este incremento de DAG por una parte favoreceria el reclutamiento de PKD, y por otra

parte, ayudaria a formar curvatura negativa en el cuello de la vesicula.

Esquema adaptado de (Bard y Malhotra, 2006)

familia de las PKCs, la PKCn, podria fosforilar y activar a PKD (Diaz Anel and
Malhotra, 2005). A su vez, PKD activa a la encima PI4KIIIB que genera PI4P,
necesario para el transporte hacia la membrana plasmatica en levaduras (Walch-
Solimena and Novick, 1999) y mamiferos (Hausser et al., 2005). La formacién de PI4P
permite la unién a TGN de otras proteinas como OSBP, CERT y FAPP2 (Godi et al.,
2004; Levine y Munro, 1998; Levine y Munro, 2002; Nishikawa et al., 1998)
implicadas en la transferencia de lipidos entre el RE y el Golgi. A modo de ejemplo, la
proteina CERT actia transfiriendo ceramida del RE al Golgi, que es utilizada como
sustrato por las esfingomielinas sintetasas (SMS) en la formacion de esfingomielina
(SM) y DAG (Hanada et al., 2009). Por otra parte, la unién de PKD a Arf incrementaria
la activacion de PLD, promoviendo la formacion de PA y su consiguiente
transformacion a LPA por la enzima fosfolipasa A2 (PLA2) (San et al., 2009). El
resultado de este conjunto de procesos metabdlicos seria el enriquecimiento de las
membranas del TGN en lipidos con capacidad de inducir curvatura positiva (LPA) y
negativa (DAG y PA), y por tanto, de generar vesiculas o tabulos. Al mismo tiempo,
también ayudaria a formar dominios especificos de membrana enriquecidos en SM y
colesterol, importantes en la seleccion y distribucion de cargo con destino a la

membrana plasmatica (Nhek et al., 2010).
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3. Vias de sintesis de DAG en el transporte de RE a Golgi.

El papel de los lipidos en la formacion de intermediarios de transporte de salida del RE
hacia el Golgi ha sido mucho menos estudiado. Sin embargo, existen estudios que
apuntan hacia una funcion relevante de enzimas implicadas en la sintesis y degradacioén
del DAG, en el mantenimiento de la estructura y el transporte desde el RE.

Uno de estos estudios ha demostrado que la proteina diacilglicerol cinasa delta (DGKJ),
cuya actividad catalitica produce PA a partir de la fosforilaciéon de DAG, regula la
salida de cargo del RE (Nagaya et al., 2002). La sobreexpresion de la DGKo inhibe el
transporte anterégrado de la proteina G del virus de la estomatitis (VSV-G) y causa una
redistribucién de proteinas residentes de Golgi y de compartimento intermedio al RE,
imitando el efecto de la brefeldina A. Curiosamente, en el mismo estudio los autores
demuestran que la sobreexpresion de un mutante cataliticamente inactivo de DAGK
causa el mismo efecto que la forma silvestre, indicando que o bien la actividad catalitica
de DAGK no estd implicada en los efectos observados sobre la salida de cargo de RE a
Golgi, o bien es necesario que exista un estrecho equilibrio entre los niveles de PA y
DAG para un correcto transporte anterégrado. En este caso, tanto la sobre activacion de
la via de sintesis de PA a partir de DAG, como su inhibicion por la sobreexpresion de
un dominante negativo cataliticamente inactivo, conducirian a un bloqueo de la
formacidn de intermediarios de transporte desde el RE.

En otro estudio los autores demuestran que Sarl activa a la PLD y que esta activacion
es necesaria para el reclutamiento de los complejos del COPII sec23/sec24 y sec13/31,
asi como para la formacién de tabulos desde los sitios de salida del RE (ERES) (Pathre
et al., 2003). Mas recientemente se ha publicado que la activacién de Sarl conduce a un
incremento en la formacién de P**-[PA] proveniente de alguna enzima diacliglicerol
cinasa de RE (Blumental-Perry et al., 2006). De forma global, el conjunto de estos
resultados indican que un correcto mantenimiento de la homeostasis lipidica, y mas
concretamente de un equilibrio entre los niveles de PA y DAG, puede resultar esencial

para la formacién del COPII y el transporte anterogrado de RE a Golgi.
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(V) LA VIA ENDOCITICA

La endocitosis es el proceso a través del cual las células transportan proteinas y lipidos
de la membrana plasmatica o del medio extracelular hacia compartimentos
intracelulares. Desde su internalizacién, el cargo incorporado en vesiculas de
endocitosis puede seguir diferentes rutas: seguir la via de degradacion hacia endosomas
tardios y lisosomas, ser enviado al Golgi y desde aqui al RE, o ser reciclado de vuelta a
la membrana plasmatica. El conjunto de estos mecanismos permite aportar nutrientes a
la célula, redistribuir proteinas de la membrana plasmatica hacia otros compartimentos,
o modular la sefializaciéon asociada a la activacion de determinados receptores de
membrana. Existen diferentes tipos de endocitosis dependiendo de las caracteristicas del
cargo internalizado y de los mecanismos moleculares que participan en cada proceso.
Por un lado tenemos procesos como la fagocitosis y la macropinocitosis, caracterizados
por mediar la entrada de particulas de gran tamafio hacia el interior de la célula. Por otra
parte, llamamos pinocitosis al proceso por el cual el cargo se endocita a través de
vesiculas de tamafio reducido. Entre los procesos de pinocitosis principalmente
podemos establecer dos categorias, la endocitosis dependiente de clatrina y la
endocitosis independiente de clatrina (principalmente endocitosis dependiente de
caveolina y dependiente de Arf6) (esquema de los diferentes procesos de endocitosis en
la figura 22). En el siguiente apartado nos centraremos en exponer los mecanismos

moleculares que caracterizan la endocitosis dependiente de clatrina.
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1. Mecanismos moleculares de la endocitosis dependiente de clatrina.

A pesar de que la cubierta de clatrina se puede encontrar en diferentes compartimentos
intracelulares, al utilizar el término endocitosis dependiente de clatrina, nos referimos
de forma exclusiva al proceso por el cual se internaliza cargo desde la membrana
plasmatica. Esta via de entrada la utilizan una gran variedad de cargos y se encuentra
presente en todos los tipos de células eucariotas.

El proceso de formacion de las vesiculas de clatrina se puede dividir en cinco fases:1) la
fase de inicio, 2) la fase de seleccion de cargo, 3) ensamblaje de la cubierta de clatrina,
4) fision y 5) desensamblaje de la cubierta (figura 23). La cubierta de clatrina estd
constituida por un trimero de heterodimeros, en el cual cada unidad estd formada por
una cadena pesada y una ligera formando una estructura denominada triskelion
(Kirchhausen et al, 2000). De forma aproximada, la endocitosis de vesiculas sinapticas
requiere de unos 100 triskelia. El reclutamiento de la clatrina a las vesiculas en
formacion no se produce de forma directa, sino que depende de su interaccion con
proteinas adaptadoras y proteinas accesorias. Al igual que sucede con la clatrina, el
conjunto de estas proteinas adaptadoras y accesorias se encuentra en el citosol, desde

donde se reclutan en la membrana durante el inicio de la formacion de las vesiculas.
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En el caso de algunos cargos, su endocitosis por clatrina se produce de forma
constitutiva (por ejemplo el receptor de transferrina), mientras que en otros casos, su
endocitosis se encuentra regulada por un mecanismo de unidn a ligando (por ejemplo el
receptor de EGF, EGFR) (Hopkins et al, 1985). Una vez el cargo se ha internalizado,
éste se distribuye a diferentes compartimentos endosomales desde donde es enviado de

nuevo a la membrana, al Golgi, o bien sigue la via de degradacion hacia los lisosomas.
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2. El diacilglicerol en la via endocitica

2.1. Papel de la fosfolipasa C en la endocitosis

En la membrana plasmatica, una de las vias de sintesis de DAG tiene lugar por la accién
de las enzimas de la familia de las fosfolipasas C (PLC). La PLC hidroliza el P1(4,5)P2
o el PI4P para producir inositol-3-fosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG).

A pesar del papel ampliamente estudiado de la PLC y de la produccién de DAG e IP3
en la activacion de mecanismos de sefializacion intracelular, mucho menos estudiada ha
sido su funcion en la endocitosis dependiente de clatrina. En este sentido, se ha
publicado un articulo en que relacionan la actividad de la enzima de Tripanosoma
brucei GPI-PLC (PLC especifica de glicosilfosfatidilinositol) con la endocitosis de
transferrina (Subramanya et al., 2009). En el citado articulo demuestran que la
sobreexpresion de la GPI-PLC o la adicion de andlogos de DAG estimulan la
endocitosis de transferrina, vinculando la actividad catalitica de GPI-PLC y la sintesis
de DAG con un incremento de la endocitosis constitutiva dependiente de clatrina. En la
misma linea, en otro articulo mas reciente demuestran que en diferentes especies de
tripanosomatidos, existen varias proteinas con actividad tirosina-cinasa (PTKs) que
presentan dominios con analogia al dominio C1 de uniéon a DAG (dominios C1 _5).
También demuestran que en Leishmania major, la estimulacién de la endocitosis de
transferrina al afiadir andlogos de DAG, no se produce en presencia de inhibidores de
PTKSs. A partir de estos resultados, los autores proponen que el DAG podria regular la
endocitosis de transferrina a través de la activacion de proteinas con actividad tirosina
cinasa y dominios C1_5 de unién a DAG (Subramanya y Mensa-Wilmot, 2010).
También se ha publicado que en mamiferos la PLCy actia como una GEF de dinamina,
y que la sobreexpresion de PLCy incrementa la endocitosis del EGFR. De acuerdo con
los autores de este estudio, la actividad GEF de PLCy dependeria de su union a
dinamina a través de su dominio SH3. También demuestran que células
sobreexpresando la PLCy presentan una mayor activacion de la via de ERK tras
estimulacién con factores de crecimiento, mientras que el silenciamiento de PLCy
produce el efecto contrario (Choi et al., 2004). A diferencia del estudio anterior, este
estudio supone un ejemplo de mecanismo de accién de la PLC en la regulacion de la

endocitosis por clatrina de manera independiente de su actividad catalitica.
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2.2. Papel de la fosfolipasa D y de las fosfatasas del acido fosfatidico en la
endocitosis

Otra via de sintesis del DAG es la que implica a la fosofolipasa D (PLD), juntamente
con proteinas de la familia de las fosfatasas del acido fosfatidico tipo 2 (PAP2), también
conocidas como fosfatasas de fosfolipidos (LPPs). La PLD hidroliza la PC para
producir PA, y las enzimas de la familia de las PAP2 hidrolizan el PA para producir
DAG. En relacién a la PLD y su papel en endocitosis, se ha publicado un trabajo en el
cual demuestran que la estimulacion de la endocitosis de los receptores p y & opioides
promovida por la activacion de la PLD2, es de hecho un proceso dependiente de la
conversion del PA generado por la PLD2 a DAG. Esta conversion estaria mediada por
la accién de las proteinas LPP1 y LPP2 (Yang et al., 2010).

Tanto el tratamiento con propanolol, como el silenciamiento de la LPP1 y la LPP2
conllevan una reduccién significativa de la endocitosis de los receptores opiodies tras
estimulaciéon agonista. En el mismo estudio demuestran que la adicion de 1,2-
dioctanoyl-sn-glycerol (DOG), un andlogo de DAG que penetra en el interior de la
célula, es capaz de revertir la inhibicion de la endocitosis causada por el propanolol y el
silenciamiento de las LPPs. (Yang et al., 2010).

En un trabajo anterior demuestran que la sobreexpresion de la PLD1 y 2 conlleva un
incremento en la internalizacion del receptor de EGF (EGFR) asi como una aceleracion
de su degradacion. Por otra parte la sobreexpresion de formas cataliticamente inactivas
de ambas PLD, o el tratamiento con alcoholes primarios, causa una inhibicion de la
degradacion del receptor de EGF (Shen et al., 2001).

Un nuevo grado de complejidad en el estudio del papel de la PLD en los procesos de
endocitosis, viene derivado de la demostracion de que los dominios PX de la PLD1 y 2
acttian como GTPasas de dinamina, desvinculando la actividad catalitica de la PLD de
su funcion en la internalizacién del EGFR (Lee et al., 2006), y dejando abierta la
posibilidad de que la PLD pueda jugar diferentes papeles (dependientes o no de la
produccion de PA y DAG) en diferentes etapas de la via endocitica (por ejemplo en la
membrana plasmatica y en los compartimentos endosomales).

Referente a las rutas de reciclaje, se ha publicado que el silenciamiento de la PLD2 pero
no de la PLDI inhibe el reciclaje de la transferrina aunque no su internalizacion.

Basandose en estos datos los autores proponen que la PLD2 seria responsable de la
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produccion de PA en células de forma constitutiva, y que la formacion de PA seria
necesaria para el correcto reciclaje de la transferrina, no asi para su internalizacion
(Padron et al., 2006).

El reciclaje de moléculas endocitadas por via independiente de clatrina y dependiente de
Arf6, como es el caso del MHCI, también ha sido abordado desde la perspectiva de la
implicacion de la PLD y la formacién de PA y DAG. En un estudio demuestran que el
tratamiento con 1-butanol inhibe el reciclaje del MHCI a membrana plasmatica, dando
lugar a un compartimento endosomal extensamente tubulado (Jovanovic et al., 2006).
En el mismo articulo demuestran que la sobreexpresion de un mutante de Arf6 incapaz
de activar la PLD, produciria un fenotipo similar al observado con el tratamiento con
alcoholes primarios, indicando que seria una inhibicion de la produccién de PA la causa
del bloqueo en el reciclaje del MHCI. Finalmente observan que el tratamiento con
propanolol (en este caso utilizado como un mecanismo para incrementar los niveles de
PA) revierte el fenotipo de endosomas tubulados, sin embargo no revierte la inhibicion
del reciclaje del MHCI, indicando que el DAG podria estar implicado en la fusion de

dichas vesiculas a la membrana plasmatica.

2.3. Papel de la proteina cinasa C en la endocitosis

A nivel de la via endocitica, diferentes miembros de la familia de las PKCs cumplen
funciones relevantes. Un papel esencial en el que han sido implicadas es la regulacion
de la sefalizacién y degradacion de diferentes receptores de membrana. A modo de
ejemplo, se ha descrito que la activacion de PKC por calcio y PMA actia fosforilando
el EGFR en la treonina 654 (Morrison et al., 1993), lo que reduce la actividad tirosina
cinasa del receptor (Lund et al., 1990), al tiempo que determina su trafico intracelular.
En referencia a esto ultimo, se ha propuesto que la fosforilacion en Thr654 favorece que
el EGFR se dirija hacia el compartimento de reciclaje, en lugar de hacia la via de
degradacion lisosomal (Bao et al., 2000).

En otro estudio mas reciente, se ha demostrado que la activacién de PKCo inhibe la
degradacion del EGFR al bloquear su transporte desde los endosomas tempranos. Este
bloqueo del transporte ocurriria por la formacion de una cubierta de F-actina en
asociacion a la membrana endosomal, en un mecanismo dependiente de la activacion de

PKC y regulado por calmodulina (Llado et al., 2008).
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A parte de regular la internalizacidon de receptores de membrana, las PKCs también se
han relacionado con la endocitosis de proteinas transportadoras y canales de la
membrana plasmatica. A modo de ejemplo tenemos el transportador de dopamina
(DAT), cuya redistribucion de la membrana plasmatica al compartimento endosomal se
produce por una activacion aguda de PKC (Blakely y Bauman, 2000; Loder y Melikian,
2003; Zahniser y Doolen, 2001). En otro estudio se ha publicado que la activacion de
PKC también regularia la ubiquitinacion de DAT, lo que aceleraria su transporte hacia
la via de degradacion lisosomal (Miranda et al., 2005). Esta ubiquitinaciéon también
resultaria importante para la interaccion de DAT con proteinas adaptadoras de las
vesiculas de clatrina (Sorkina et al., 2006).

Por ultimo, estudios mas recientes han demostrado que la activacion de ciertas formas
de PKC también puede controlar la distribucién de algunas proteinas de membrana. En
este sentido, se ha demostrado que el tratamiento prolongado con ésteres de forbol (30-
60min), produce la translocacion de las isoformas PKCo y PKCBII a un compartimento
de membrana perinuclear distinto del complejo de Golgi (Becker y Hannun, 2003) y
préximo al centrosoma, conocido como pericentrion (Becker y Hannun, 2003; Becker y
Hannun, 2004; Idkowiak-Baldys et al., 2006). Actualmente se considera que este
compartimento es el resultado de una relocalizacion de lipidos y componentes de la
membrana plasmatica (por ejemplo CDS59, caveolina o el receptor GM1) al
compartimento de endosomas de reciclaje (Idkowiak-Baldys et al., 2006). A nivel
funcional, la activacion prolongada de PKCa y PKCBII y la consiguiente formacion del
pericentrion produce una inhibicion del reciclaje de la transferrina hacia la membrana

plasmatica (Becker y Hannun, 2003).
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(VI) LAS FOSFATASAS DE FOSFOLIPIDOS (LPPs)

1. Clasificacion, estructura y localizacion.

La familia de las fosfatasas del 4cido fosfatidico tipo 2 (PAP2), también llamadas
fosfatasas de fosfolipidos (LPPs), estd constituida por 3 miembros: LPP1 (también
llamada PAP2A), LPP2 (PAP2C) y LPP3 (PAP2B). A nivel estructural, las proteinas de
esta familia tienen aproximadamente un peso molecular de 35 kDa, contienen seis
dominios transmembrana con estructura de hélice alfa, y sus extremos carboxi- y
amino-terminal se orientan, al igual que el dominio catalitico, hacia la membrana
luminal (en compartimentos intracelulares) o el medio extracelular (en la membrana
plasmatica). En los loops que conectan los segmentos transmembrana 3-4 y 5-6 (ambos
orientados hacia la region luminal) se encuentran tres dominios conservados que
resultan importantes para la actividad catalitica de estas enzimas (Barila et al., 1996;
Hooks et al., 1998; Kai et al., 1996; Leung et al., 1998; Roberts et al., 1998b; Zhao et
al., 2005). Adicionalmente, todos los miembros de esta familia son N-glicosilados en el
segundo /oop luminal (esquema de la estructura las LPPs en la figura 24). A pesar de
esto, en relacion a sus modificaciones post-traduccionales, existen diferencias
significativas entre las tres isoenzimas, e incluso, entre un mismo miembro de la familia
expresado en diferentes tipos celulares (Barila et al., 1996; Kai et al., 1997; Sciorra y

Morris, 1999).

Figura 24. Estructura de las proteinas de
la familia de las fosfatasas de fosfolipidos

dena de N- Domini
Ca . A2 (LPPs). Las tres isoenzimas (LPP1, LPP2 y

glicanos cataliticos

i / \ LPP3), presentan 6 dominios

transmembrana con el sitio catalitico en la
region luminal o extracelular. Estas

proteinas también se N-glicosilan en

Lumen
regiones conservadas del tercero de los
loops  que comectan los  segmentos
transmembrana.

citosol

Esquema adaptado de (Sciorra y Morris,
2002)
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En referencia a su localizacion, la falta de buenos anticuerpos contra las diferentes
isoformas de esta familia (con la excepcion de LPP3), ha hecho que la mayor parte de la
informacion que tenemos al respecto provenga de su sobreexpresion en diversas lineas
celulares. La proteina LPP1 unida a GFP se localiza de forma exclusiva en la membrana
plasmatica de fibroblastos (Jasinska et al., 1999). En células HEK293T tanto la LPP2
como la LPP3 al ser sobreexpresadas se localizan en una region perinuclear y en la
membrana plasmatica. Por otra parte, en fibroblastos de rata se ha descrito que la LPP2
colocaliza con el marcador de endosomas tempranos EEA-1 (Morris et al., 2006),
mientras que en células COS-7, la LPP3 colocaliza mayoritariamente con el marcador
de RE BiP (Sciorra y Morris, 2002). Respecto a la localizacion de la proteina enddgena,
se ha descrito que en células CHO tanto la LPP2 como la LPP3 se encuentran en
estructuras puntiformes citoplasmaticas, sin embargo, mientras la estimulacién con
ésteres de forbol (PMA) induce una redistribucion del marcaje de LPP3 hacia un
compartimento perinuclear, no afecta a la localizacion del marcaje de LPP2 (Long et al.,
2005). Curiosamente, no sélo la localizacion subcelular de LPP3 puede variar en
respuesta a estimulos externos, también se ha descrito que la LPP3 es la tunica
isoenzima de la familia cuyos niveles de expresion se encuentran regulados por factores
de crecimiento. En este sentido se ha publicado que en células HelLa una estimulacion
prolongada con EGF, incrementa significativamente (mas de tres veces) los niveles de
expresion de LPP3 (Kai et al., 1997).

En otro estudio, se ha descrito que en fibroblastos de ratéon (células swiss3T3), la LPP3
enddgena se encuentra en la membrana plasmatica y en una region perinuclear (Sciorra
y Morris, 1999). En el mismo articulo, demuestran que la LPP3 se halla enriquecida en
regiones de membrana resistentes a detergentes no idnicos (balsas lipidicas). Por otra
parte, mediante experimentos de pulso y caza tras marcaje con metionina radioactiva,
demuestran la existencia de dos formas de LPP3 estables, una que presenta glicanos
maduros y otra que corresponde a formas inmaduras (no glicosiladas) de la proteina. En
referencia a esto ultimo, es interesante que existan diferencias significativas en la
proporcidn de las formas glicosiladas y no glicosiladas dependiendo del tipo celular. A
modo de ejemplo, en COS-7 la LPP3 sobreexpresada se encuentra mayoritariamente en
su forma no-glicosilada, lo cual concuerda con su distribucion principalmente de RE en

esta linea celular (Sciorra y Morris, 2002). Mas recientemente se ha publicado que en
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células endoteliales la localizacion de la LPP3 endogena varia en relacion al grado de
confluencia (Humtsoe et al., 2010). Cuando en cultivo las células alcanzan el 100% de
confluencia, la LPP3 se encuentra asociada a la membrana plasmatica colocalizando con
p120-catenina, sin embargo, en niveles bajos de confluencia, la LPP3 se encuentra en
compartimentos intracelulares. Estos resultados indican que la LPP3 presenta diferentes
patrones de distribucion en funcion del tipo celular y de factores extrinsecos, como por
ejemplo el nivel de confluencia o la estimulacion con ésteres de forbol. En base a esto,
se ha propuesto que el transporte de LPP3 a lo largo de la via secretora puede estar
regulado por una serie de mecanismos moleculares, apuntando a la posibilidad de que la

LPP3 pueda ejercer diferentes funciones dependiendo de su localizacion intracelular.

2. Funciones y actividad de las LPPs

Las proteinas de la familia de las LPPs muestran actividad catalitica sobre diversos
fosfolipidos: el acido fosfatidico (PA), el acido lisofosfatidico (LPA), la ceramida-1-
fosfato (C1P) y la esfingosina-1-fosfato (S1P), con diferentes afinidades (PA ~ LPA >
C1P > S1P) (Long et al., 2005; Roberts et al., 1998b; Waggoner et al., 1996). Debido al
papel de estos lipidos como activadores de numerosos procesos celulares, la mayor
parte de estudios sobre las LPPs se han centrado en esclarecer su funcion en la
regulacion de diferentes mecanismos de sefializacion intracelular (Brindley y Pilquil,
2009; Pyne et al., 2009). A modo de ejemplo, el LPA y la SP1 se unen a receptores de
membrana acoplados a proteinas G (Rivera y Chun, 2008; Tigyi y Parrill, 2003),
desencadenando respuestas de crecimiento, proliferacidn, diferenciacion, motilidad y
supervivencia celular. El conjunto de estos mecanismos resulta esencial en procesos
como la cicatrizacion de heridas, la angiogénesis o el crecimiento de tumores (Brindley,
2004; Mills y Moolenaar, 2003; Moolenaar, 2002; Moolenaar et al., 2004; Pyne et al.,
2004).

Se ha demostrado que la sobreexpresion de LPP1 incrementa la defosforilacion de PA,
LPA y CIP cuando se encuentran en el medio extracelular (Jasinska et al., 1999). En el
mismo estudio, los autores demuestran que la sobreexpresion de LPP1 en fibroblastos
atenua la activacion en respuesta a LPA de ERK y la PLD, al tiempo que disminuye la
liberacion de Ca™ y la divisién celular. La sobreexpresion de LPP3 disminuye el

crecimiento, la supervivencia, y la tumurogénesis de células de cancer de ovario, e
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impide la formacidon de colonias a partir de células parentales (Tanyi et al., 2003a).
Significativamente, el efecto de inhibicion sobre la formacién de colonias mediado por
la sobreexpresion de LPP3, puede revertirse al afiadir exdgenamente un analogo de
LPA resistente a la accion catalitica de las LPPs. También se ha demostrado que en la
mayoria de canceres de ovario se produce una disminucidén de la sobreexpression de
LPP1 (Tanyi et al., 2003b). De forma similar a los efectos descritos para LPP3, se ha
demostrado que en células de cancer de ovario la sobreexpresion de LPP1 incrementa la
hidrélisis de LPA, disminuye la proliferacion celular y la formacién de colonias, y
estimula la apoptosis de estas células. En el citado estudio, los autores proponen que el
incremento de LPA que se observa en el medio extracelular en contacto con células de
cancer de ovario, se produce como resultado de una reduccion de la actividad catalitica
LPP y un incremento de la produccién de LPA por autotaxinas (ATX).

Otro lipido sustrato de la actividad catalitica de las LPPs con especial relevancia en
procesos de sefializacion intracelular es la esfingosina-1-fosfato (S1P). Al igual que su
analogo, el LPA, actia a través de la unién a una familia de receptores acoplados a
proteinas G, produciendo su consiguiente activacion. Respecto a su relevancia a nivel
fisioldgico, se ha publicado que la sefalizacion por S1P regula procesos de
diferenciacion celular, migracidon y proliferacion y promueve la angiogénesis (Ahn y
Schroeder, 2010; Huang et al., 2009; Moriue et al., 2008).

Al estudiar los niveles de diferentes lipidos en células HEK293T sobreexpresando LPP3
y LPP2, se ha comprobado que la LPP3, pero no la LPP2, disminuye los niveles totales
de SIP (Pyne et al., 2004). En la misma linea, estudios utilizando el andlogo de
esfingosina FTY720 (que puede ser fosforilado por la esfingosina cinasa-2 para formar
FTY720-P), han demostrado que la LPP3, pero no la LPP2 ni la LPP1, puede
defosforilar in vitro FTY720-P (Mechtcheriakova et al., 2007). Por otra parte, también
se ha publicado que la actividad catalitica de LPP1 sobre la SI1P extracelular estimula la
internalizacion de esfingosina por células endoteliales de pulmdén humanas (Zhao et al.,
2007). Esto promueve un incremento de los niveles intracelulares de S1P a partir de la
accion de la esfingosina cinasa-1 (Zhao et al., 2007), y una activacion de los procesos de
sefializacion dependientes de S1P.

Finalmente, debemos hablar de la relacion entre las LPPs y la formacion de DAG. Uno

de los efectos de la estimulacion agonista de los receptores acoplados a proteinas G o
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los receptores con actividad tirosina cinasa es una estimulacion de la actividad catalitica
de la PLD. La PLD puede producir PA a partir de PC, y el PA puede a su vez ser
defosforilado por las LPPs para producir DAG. Se ha demostrado que células MEFs
knockout para el gen que codifica la LPP3 tienen menos DAG y un incremento de PA
(Escalante-Alcalde et al., 2003). Por otra parte células HEK293T que sobreexpresan
LPP2 presentan niveles superiores de DAG (Long et al., 2005), mientras que la
estimulacion de PLD en células HEK293T sobreexpresando LPP3, produce un
incremento significativo de los niveles de DAG respecto a células transfectadas con
LPP1 y no transfectadas (Sciorra y Morris, 1999). En referencia a la relacidon secuencial
entre la estimulacion de PLD y la actividad catalitica de LPP3, también resulta
interesante que la LPP3 se encuentre en dominios de membrana enriquecidos en
caveolina-1 y PLD2 (Sigal et al., 2005).

El conjunto de estos resultados hacen evidente el papel de las enzimas LPPs en la
regulacion de procesos de sefializacion intracelular. Sin embargo, no todas las acciones
de las LPPs dependen de la modificacion de los niveles de diferentes lipidos tanto en
compartimentos intracelulares como en el medio extracelular, y esto es lo que veremos

en el siguiente apartado estudiando el ejemplo de la LPP3.

3. Funciones de la LPP3 en el desarrollo.

Tal vez los estudios con una mayor relevancia sobre la funcion de LPP3 son los que se
han realizado en ratones LPP3 . La completa delecién del gen que codifica para la
LPP3 hace inviable el desarrollo de los embriones de raton. Estos animales no forman
estructuras vasculares en la placenta corioalantoidea y el saco vitelino, y muestran una
duplicacién de las estructuras del eje dorsal, similar a la que se observa en condiciones
de sobreactivacion de la via de sefializacion de Wnt (Escalante-Alcalde et al., 2003). La
sefializacion por Wnt estd regulada por B-catenina y su interaccion con p120-catenina y
VE-cadherinas en la membrana plasmatica. La fosforilacién de B-catenina reduce su
afinidad por cadherinas, haciendo que pierda su localizacion de membrana y se
redistribuya al citosol. Una vez en el citosol, B-catenina puede ser ubiquitinada y seguir
la via de degradacidn lisosomal, o bien puede translocarse al nicleo, donde a partir de
su interaccion con el factor de transcripcion TCF/LEF (T cell factor (TCF)/lymphoid

enhancer binding factor (LEF)), activa la transcripcion de diversos genes regulados por
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Células subconfluentes Células confluentes

LPP3 LPP3

VE-cadherina

Proteosoma @ - m
@ ®/

— ..
\ .
Activacién de la transcripcion (e].:Fibronectina) Inhibicidn de la transcripcion (ej.:Fibronectina)
Migracion celular Interacciones célula-célula

Figura 25. Modelo propuesto para la funcion de LPP3 en células endoteliales. En condiciones de subconfluencia la
LPP3 pierde su localizacion en la membrana plasmdtica. Al encontrarse en zonas internas de la célula (no
especificadas en el articulo), interacciona con [-catenina protegiéndola de su degradacion, y por tanto
incrementando la transcripcion de genes como el que codifica para la sintesis de fibronectina, implicados en la
migracion celular. En condiciones de confluencia, LPP3 se encuentra de forma mayoritaria en la membrana
plasmatica, formando parte de un complejo con VE-cadherina en las uniones adherentes entre células. En este
estado, LPP3 no podria estabilizar a f-catenina, que seria degradada. En consecuencia, se inhibiria la transcripcion

de genes cuya expresion estd regulada por -catenina.

Esquema adaptado de (Humtsoe et al., 2010).

Wnt, incluyendo los que codifican para fibronectina, ciclina D y LEF-1 (Bazzoni y
Dejana, 2004; Grosheva et al., 2001) (esquema en la figura 25). Se ha publicado que la
transcripcion mediada por B-catenina y TCF/LEF estd sobreactivada en células madre
embrionarias de ratones LPP3 7, lo que indica que la LPP3 actia regulando
negativamente (inhibiendo) la via de sefializacion dependiente de Wnt (Escalante-
Alcalde et al., 2003). Curiosamente, en células HEK (las cuales no presentan actividad
de LPP3 endodgena), la transfeccion con la forma silvestre de LPP3 o un mutante
cataliticamente inactivo, es capaz de inhibir la transcripcion dependiente de TCF/LEF.
En embriones LPP3 7 de raton, la inyeccion del mRNA de las formas silvestre y
cataliticamente inactiva de LPP3 también inhibe el efecto de duplicacion de las

estructuras dorsales (Escalante-Alcalde et al., 2003). Por tanto, estos resultados indican
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que a nivel de su funcidn en el desarrollo, y en la regulacion de la via de sefializacion
por Wnt, la actividad catalitica de LPP3 no resultaria determinante. Sin embargo, de
forma sorprendente considerando estos resultados, recientes investigaciones han
demostrado que en células endoteliales subconfluentes, la sobreexpresion de LPP3
incrementa la expresion de fibronectina dependiente de TCF/LEF, y también inhibe la
degradacion de B-catenina (Humtsoe et al., 2010). En el mismo estudio demuestran que
el silenciamiento de LPP3 reduce los niveles de VE-cadherina, pl20-catenina y
fibronectina, e inhibe la migracién de células endoteliales sobre una matriz de colageno.
Por ultimo, la funcion de LPP3 en la formacion de estructuras vasculares también puede
estar de alguna forma regulada por su asociacion a integrinas (Humtsoe et al., 2005). En
este sentido se ha publicado que la proteina LPP3 humana contiene una secuencia RGD
a través de la cual es capaz de interaccionar con las integrinas avp3 y a581 (Jia et al.,
2003; Kai et al., 1996). El uso de anticuerpos contra LPP3 inhibe la formacioén de
capilares sanguineos en respuesta a VEGF y bFGF. Estos factores de crecimiento
estimulan la vasculogénesis, en parte, a través de un proceso dependiente de la adhesion
de integrinas a la matriz extracelular (Wary y Humtsoe, 2005). Sin embargo, la
relevancia del dominio RGD en la funciéon de LPP3 es controvertida, ya que tanto en
ratones como en ratas esta secuencia no se encuentra conservada (el motivo es RGE)
(Humtsoe et al., 2003). En cualquier caso, el mecanismo a través del cual LPP3 podria

regular la funcién de las integrinas es un tema que permanece sin resolver.

En este apartado, que supone el final de la introduccion, hemos descrito las funciones de
las proteinas LPPs tanto desde la perspectiva de su actividad catalitica, como en relacion
a procesos de sefalizacién intracelular. Sin embargo, como hemos visto en los
apartados anteriores, la composicion lipidica de las membranas resulta esencial en la
regulacion del transporte intracelular, y poco se sabe sobre el papel de los distintos
miembros de la familia de las LPPs en este aspecto. El esclarecimiento de esta cuestion,
tal y como se explica mas detalladamente en el siguiente apartado Antecedentes y

Objetivos, constituira la parte central de este trabajo
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

ANTECEDENTES (I): La LPP3 en la via secretora

En nuestro laboratorio hemos estudiado la funcion del DAG en la regulacion del
transporte en las etapas tempranas de la via secretora. Recientemente hemos publicado
un articulo en el que demostramos la importancia de las vias de sintesis de fosfolipidos
en la regulacion de los niveles de DAG, y que la alteracion de estas vias produce
cambios en la morfologia del Golgi y en el transporte desde este compartimento (Sarri
et al, 2011). En un estudio anterior demostramos que el tratamiento con propanolol,
inhibidor de la via de sintesis de DAG dependiente de la actividad de las PAP2, reduce
los niveles de DAG en el Golgi y causa un bloqueo del transporte retrégrado de Golgi a
RE (Fernandez-Ulibarri et al., 2007). También hemos demostrado que al tratar las
células con propanolol ArfGAPI pierde su asociacidén con las membranas de Golgi y
que a nivel ultraestuctural, se observa un incremento del nimero de vesiculas mostrando
una fisidén incompleta desde las cisternas. Ambos resultados, por tanto, apuntan a que el
DAG es necesario para la fision de los intermediarios de transporte formados en el
Golgi. Reforzando esta hipotesis, se ha demostrado que el silenciamiento de PLD2,
fosfolipasa que produce PA a partir de PC, causa unos efectos funcionales y
morfoldgicos similares a los caracterizados con el propanolol (Yang et al, 2008). Se ha
descrito que la sintesis de PA a partir de esta via seria importante para el reclutamiento
de BARS, molécula implicada en la maquinaria de fisién de las vesiculas COPI (Yang
et al, 2005; 2006 y 2008). Sin embargo, en base a nuestros resultados, también resulta
posible que la formacién de PA sirva como sustrato de alguna de las enzimas de la
familia PAP2 para producir DAG. De la familia de las PAP2, se ha descrito que la
isoenzima PPAP2B (LPP3) se encuentra parcialmente localizada en el Golgi, asi como
en la membrana plasmadtica y en dominios de membrana resistentes a detergentes no
ionicos donde colocaliza con PLD2 (Sciorra y Morris, 1999). A partir de estos
antecedentes nos planteamos que la LPP3 podria participar en la sintesis de DAG a
nivel del Golgi, siendo importante para el mantenimiento de su estructura y

funcionalidad.

Objetivo 1:

Determinar la localizacion subcelular de LPP3 en los diferentes compartimentos de la

via secretora
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Objetivo 2:

Caracterizar los mecanismos que regulan su localizacion y transporte a lo largo de la via

secretora.

Objetivo 3:

Determinar su contribucion en la formacién de DAG tanto a nivel del Golgi como en la

homeostasis lipidica en general.

Objetivo 4:

Determinar su contribuciéon en la formacion de intermediarios de transporte en las

etapas tempranas de la via secretora.

ANTECEDENTES (II): El DAG en la endocitosis dependiente de clatrina

Respecto al papel del DAG en endocitosis, una de las vias de sintesis de DAG mas
extensamente estudiada ha sido la que implica la activacién de la PLD. Recientemente
se ha publicado que la estimulacion de la endocitosis de los receptores i y 6 opioides
promovida por la activacion de la PLD2 es de hecho un proceso dependiente de la
conversion del PA a DAG por accién de la PLD2. Dicha conversion estaria mediada por
la acciéon de las proteinas LPP1 y LPP2 de la familia PAP2 (Yang et al, 2010). Sin
embargo, no se ha publicado ningun estudio en el cual se defina con exactitud el papel
del DAG procedente de la actividad de las PAP2 en la morfologia y funcionalidad de
los diferentes compartimentos que conforman la via endocitica. Por ello, En este

segundo apartado, nuestros objetivos son:

Objetivo 5:
Determinar si la actividad PAP2 participa en las primeras etapas de la endocitosis
clatrina dependiente, y en caso afirmativo saber si hay especificidad de cargo

dependiendo de si se trata de endocitosis constitutiva o regulada.
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Objetivo 6:

Determinar si la actividad PAP2 regula de algin modo la morfologia y funcionalidad

del compartimento endosomal.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

1. Anticuerpos

Anticuerpo Procedencia Utilizacion Marcaje
Beta-COPI Sigma Immunofluorescencia ERGIC y
(St.Louis, MO, USA) cis-Golg
EEA-1 BD Bioscience Immunofluorescencia Endosomas
tempranos

(San José, CA, USA)

FLAG Sigma Immunoblot

(St.Louis, MO, USA)

GFP Molecular Probes Immunoblot -

(Paisley, UK)

GM130 Sigma Immunofluorescencia cis-Golg

(St.Louis, MO)

Golgina 97 Molecular Probes Immunofluorescencia Trans-
Golgi/TGN
(Paisley, UK)
P
LPP3 Susan Pyne Immunofluorescencia / ERE/S C; ]?RGIC
(University of Immunoblot olst
Strathclyde, UK)
Myc Sigma Immunofluorescencia / -
) I blot
(St.Louis, MO) mmunoblo
Rabenosina 5 Silvia Corvera Immunofluorescencia ~ Endosoma temprano /

Endosomas de

(UMASS, MA, USA) reciclaje
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Anticuerpo Procedencia Utilizacion
Receptor de Santa Cruz Immunoblot
EGF

(Dallas,Texas, USA)

Marcaje

Receptor de Molecular Probes Immunofluorescencia  Endosoma temprano /
transferrina (Paisley, UK) Endosomas de
reciclaje
Receptor de Calbiochem Immunofluorescencia ~ ERGIC / cis-Golgi
KDEL

(Darmstadt, Germany)

Sec 31A BD Bioscience (San Immunofluorescencia
José, CA, USA)

ERES

a-Tubulina Sigma Immunofluorescencia Citoesqueleto de
microtubulos
(St.Louis, MO) Immunoblot
Anti [gG-488 Molecular Probes Immunofluorescencia -

(ratén y conejo) (Paisley, UK)

Anti IgG-Cy3  Jackson Laboratories ~ Immunofluorescencia
(raton y conejo)  (West Grove, PA,

USA)

Anti IgG-HRP Promega Immunoblot

(ratén y conejo) (Madison, WI, USA)
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2. Plasmidos

Plasmido Procedencia Yector Marcaje
C1b-PKCO I. Merida EGFP Golgi / citoplasma
(CSIC, Madrid)
ERGIC53-GFP H.P. Hauri EGFP ERGIC
(Biozentrum, University
of Basel, Suiza)
Gb3 sintetasa-myc Origene pCMV6-myc -
(Rockville, MD, USA)
LPP3wt-GFP H. Kanoh EGFP RE/ Golgi/ Membrana
lasmati
(humana) (University School of prasimatica
Medicine, Sapporo, Japon)
LPP3wt-FLAG S. Pyne pFLAG-CMV  RE/ Golgi/ Membrana
(humana) (University School of plasmatica
Medicine, Sapporo, Japon)
LPP3wt-myc Origene pCMV6-myc  RE/ Golgi/ Membrana
) plasmatica
(ratén) (Rockville, MD, USA)
LPP3S197T-GFP H. Kanoh EGFP RE/ Golgi
(humana) (U.n.iversity School of
Medicine, Sapporo, Japon)
Capside de los R. Rios psPAX2 -
lentivirus

(CABIMER, Sevilla)
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Plasmido Procedencia Vector Marcaje
Envoltura de los R. Rios PMD2.G -
lentivirus

(CABIMER, Sevilla)

shRNA LPP3 Open Biosystems pKLO -
(TCR49) (Huntsville, AL, USA)
SshRNA LPP3 Open Biosystems pKLO -
(TCR51) (Huntsville, AL, USA)
ssDsRed H.P. Hauri pCMV-DsRed RE/ERGIC/ Golgi

(Biozentrum, University
of Basel, Suiza)

Rab6-myc B. Goud pCMV-myc  RE/ERGIC/ Golgi

(Institut Curie, Paris)
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3. small interfering RNA (siRNA)

siRNA Gen Procedencia Secuencia
SiRNA J-017312-06 LPP3 Dharmacon 5’-GGGACUGUCUCGCGUAUCA-3’
(n°6) (humanA) (Lafayette, CO,
USA)
siRNA J-017312-07 LPP3 Dharmacon 5’-GGAAUUCUACCGGAUCUAU-3’
(n°7) (humana) (Lafayette, CO,
USA)
siRNA J-017312-08 LPP3 Dharmacon 5’-GGACAUUAUUGACAGGAAC-3’
(n°8) (humana) (Lafayette, CO,
USA)
SIRNA J-017312-09 LPP3 Dharmacon > “CAUCAAGUACCCACUGAAA-3'
(n°8) (humana) (Lafayette, CO,
USA)
On-TARGET plus LPP1 Dharmacon 5’-CUGUAUAUGUAUCGGAUUU-3’
SMART pool siRNA (humana) 5.CUACAUAUGUCGAGGGAAU-3’
o (Lafayette, CO,
(combinacidn de 4 USA) 5"GGAGGACUCUCAUACAACU-3’
secuencais)
5’-GGAGCGAUGUGUUGACUGG-3’
On-TARGET plus LPP2 Dharmacon 5’-CCGCGUGUCUGAUUACAAA-3’
SMART pool siRNA (humana) 5*.UGACAGACCUGGCCAAGUA-3’
Lafayette, CO,
(combinacién de 4 ( [};S A) 5’-CGACGACUCUGUUGGAAGU-3’
secuencais)
5’-GCUCGGACUUCAACAACUA-3’
Non TARGET pool Secuencias Dharmacon Informacién no disponible
siRNA sin
homologia (Lafayette, CO,

(combinacién de 4
secuencais)

USA)
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4. cebadores (“primers”)

Gen Procedencia Secuencia
Forward
LPP3 Universty of Massachussets 5 AGCCAGATCAACTGCTCTGAAA -3°
Medical School Reverse
(humana)
(MA, USA) 5’-GGCTCCTCGCCAAGTGAAG -3’
Forward
LPP2 Universty of Massachussets 5’-CTGCTCGGTCTATGTGCAGC -3’
Medical School Reverse
(humana)
(MA. USA) 5’-CACCATGCAGTACATCCCAAA -3’
Forward
LPP1 Universty of Massachussets  5°-GGCAGGTTGTCCTTCTATTCAG -3’
Medical School Reverse
(humana)
(MA, USA) 5’-CAGTGTGGGGCGTAAGAGT -3°
Forward
B-actina Universty of Massachussets 5 CCTGGCACCCCAGCACAAT -3°
Medical School Reverse
(humana)
(MA. USA) 5’- GCCGATCCACACGGAGTACT-3’
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5. Drogas y ligandos

Producto

[3 2C] Acetato

Funcion Concentracion Procedencia
Base conjuga conjugada del 4cido 1uCi/mL PerkinElmer Life
acético [C,H30,] utilizado en el Sciences

marcaje radioactivo de lipidos
(Waltham, MA, USA)

‘ 14
['P] Acido Grupo fosfato marcado con ["P]  1,Ci/mL  PerkinElmer Life
ortofosférico utilizado en el marcaje radioactivo de Sciences
fosfolipidos
(Waltham, MA, USA)
Brefeldina A Metabolito fungico que desorganiza  30uM Sigma
la estructura y al bloquear el ciclo (St Louis, MO)
GTP-GDP de Arfl
Cicloheximida Antibiotico que inhibe la sintesis 100pg/mL Sigma
proteica (St.Louis, MO)
DOG 1,2-diacilglicerol sintético con acidos 3uM Sigma
(2-dioctanoyl-sn- grasos de cadena corta (St.Louis, MO)
glycerol)
EGF Factor de crecimiento utilizadoenel  50ng/mL Invitrogen
estudio de la endocitosis por via de )
. (Paisley, UK)
clatrina
EGF unido a Factor de crecimiento utilizadoenel ~ 50ng/ml Invitrogen
biotina estudio de la endocitosis por via de )
. (Paisley, UK)
clatrina
Estreptavidina Ligando de unién a biotina acoplado ~ 1mg/ mL Invitrogen
al fluoréforo Alexa-488 :
(Alexa 488) (Paisley, UK)
Geneticina Antibidtico para la seleccion de 500pg/ml Invitrogen
células establemente transfectadas )
(G418) (Paisley, UK)
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Producto

Funcion Concentracion  Procedencia
PMA (Phorbol Ester de forbol que es analogo al 100nM Sigma
. diacilglicerol. Poco permeable a la
12-myristate 13- \- .
membrana plasmatica (St.Louis, MO)
acetate)
Propanolol Inhibidor de la fosfatasa de acido 100pM Calbiochem
fosfatidico (PAP/LPP)
(San Diego, CA)
Puromicina Antibidtico que selecciona células 3pug/mL Sigma
eucarioticas que son positivas para la '
puromicina acetiltransferasa (St.Louis, MO)
R59949 Inhibidor de las diacilglicerol 30uM Sigma
cinasas tipo I .
(St.Louis, MO)
Subunidad B de Toxina de Shigela que se 0,5ug/mL  Johannes Ludger
la toxina de internaliza hasta el RE. Se utiliza (Instituto Curie
Shicela (STxB como marcador dela via Paris) ’
igela (STxB) retrégrada dependiente de Rab6
Subunidad B de la Toxina de Shigela que se 0,5ug/mL  Johannes Ludger
toxina de Shigela internaliza hasta el RE. Se (Instituto Curie,
unida a la secuencia utiliza como marcador dela Paris)
KDEL (STxB-KDEL via retrograda dependiente de
(STx ) COPI
Transferrina Ligando utilizado en el estudio 20pg/mL Invitrogen
Alexa-488 de la endocitosis constitutiva Paislev. UK
dependiente de clatrina (Paisley, UK)

*Nota: Aquéllos productos que no aparecen en esta seccidon (equipos, reactivos de

transfeccion, software de analisis de imagen, etc), estan indicados en el siguiente apartado de
métodos.
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METODOS

1. Cultivos celulares

Las células HelLa, COS-7 y HEK 293T se obtuvieron de la casa comercial ATCC
(Manassas, VA, USA) y las HeLa que constitutivamente expresan Rab6-GFP y VSV-G-
GFP nos las proporcionaron los grupos de Bruno Goud (Institut Curie, Paris) y Vivek
Malhotra (Center of Regulatory Genomics, Barcelona) respectivamente. Todas las
lineas celulares crecieron en medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) con
suero bovino fetal (FBS) al 10 % (volumen/volumen) inactivado (ambos de GIBCO,
Paisley, UK). Los medios se suplementaron con penicilina (100 U/ml) y estreptomicina
(100 pg/ml), piruvato soédico (100 mM) y L-glutamina (200 mM). Las células crecieron
a 37 °C en atmosfera saturada de agua y 5 % de CO?2.

2. Silenciamiento por transfeccion de siRNAs

Para el silenciamiento de la expresion de LPP3, LPP1 y LPP2 en células HeLa o COS-7
se procedidé de acuerdo con las instrucciones recomendadas en la ficha técnica del
reactivo de transfeccion Hiperfect (Qiagen, Hilden, Alemania). Brevemente, las células
se plaquearon a una densidad de 10° células por pocillo en placas de 6 pocillos. Al cabo
de 24 horas, se transfectaron con los siRNAs dirigidos contra los cDNAs de las
proteinas LPP1, LPP2 o LPP3 humanas de forma individual o en combinacidn (segun se
especifique en la parte de resultados). La transfeccion se realizo preparando una mezcla
de 12uL de Hiperfect y 2,3uLL de siRNA (a 20uM) en 100uL. de OPTIMEM. Tras 10
minutos de incubacidn a temperatura ambiente la mezcla se afiadid a pocillos de p6 con
2,2 mL de DMEM completo. De esta forma, la concentracion final de los siRNA en el
medio fue de 20nM. En el caso de aquellos experimentos en que se utilizd una
combinacion de diferentes siRNAs, cada uno se afiadio a la concentracion proporcional
para que la concentracion total de siRNAs fuese 20nM (por ejemplo, cuando afiadimos
la combinacion de los siRNA n°6 y 8 de LPP3, cada oligémero se afiadi6 a 10nM). Tras
48 horas de la transfeccion, las células o bien se recogieron para analizar la disminucion
del mRNA por QRT-PCR (ver apartado 12), o bien se replaquearon (4 x 10’
células/pocillo) en placas de 6 pocillos. En este ultimo caso, tras 4 horas se sometieron

a un segundo proceso de transfeccidon (en las mismas condiciones que el primero) por
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24 horas. De esta forma, el tiempo total desde la transfeccion inicial de los siRNAs
hasta la realizacion de los experimentos fue de 72 horas, tras lo cual, las células se
recogieron para efectuar analisis de western blot o se fijaron y procesaron para analisis
de immunofluorescencia. Alli donde aparece indicado en el texto se utilizd6 como
control la transfeccion de un conjunto de secuencias comerciales sin homologia con
ninguna secuencia del transcriptoma humano (referido en el texto como non-target pool;
Dharmacon). En aquellos casos en que las células se sometieron a una transfeccion
adicional con plasmidos, ésta se efectud durante las ultimas 24 horas del proceso de

silenciamiento.

3. Transfecciones de plasmidos

Para la produccion de lentivirus, transfectamos células HEL293T con el reactivo
lipofectamine 2000 (Invitrogen). Brevemente, se prepararon dos tubos Eppendorf con
1,5mL de OPTIMEM (Gibco) cada uno. En uno de los tubos se afiadieron 60uL de
lipofectamine, y en el otro se afiadieron 9ug del plasmido de la envuelta (pPAX), 4,5ug
del plasmido de la cépside (pMD2.G) y 13,5ug del plasmido codificante para los
shRNA de LPP3. Tras 5 minutos de incubacion a temperatura ambiente se mezclaron
ambas soluciones y la mezcla se dejé incubando a temperatura ambiente por 20 minutos
mas. Finalmente la mezcla se afiadid a las células HEK293T, sembradas 24 horas antes
en placas de pl00 con 6mL de OPTIMEM. Tras 6 horas retiramos el medio con la
lipofectamina de las placas y lo substituimos por DMEM completo si antibidticos.

Para la transfeccion de plasmidos en células HeLa y COS-7 se utilizd el reactivo Fugene
(Promega) de acuerdo con las instrucciones de la casa comercial. Brevemente, para la
transfeccion sobre pocillos de una placa p6, se preparé una mezcla de 6uL de Fugene y
1-2pg del plasmido a transfectar en 100uL de OPTIMEM. Tras 10-15 minutos de
incubacion a temperatura ambiente se afiadid la mezcla a las células plaqueadas en un

pocillo de p6 (70-80% de confluencia) incubadas con ImL de DMEM completo.

4. Produccion e infeccion lentiviral
Para el silenciamiento de LPP3 en células Swiss3T3 se empled un sistema de infeccion
lentiviral, consistente en la introduccidn en el genoma de las células infectadas de una

secuencia de DNA cuya transcripcion da lugar a un RNA complementario (de aqui en
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adelante referido como shRNA) al de la proteina de interés, activando su degradacién y

por tanto reduciendo los niveles de expresion de la proteina silenciada.

4.1. Produccion de los shRNA LPP3 lentivirus

Células 293T se utilizaron como vector para la producciéon de las particulas lentivirales
al transfectarlas con los plasmidos de la capside, la envuelta y los sShRNA de LPP3
utilizando Lipofectamine 2000 (ver detalles en el apartado anterior).

Tras 48 horas de la transfeccion, el medio de incubacion (DMEM sin antibidticos) se
filtr6 utilizando un filtro de 45 hm. En este punto del protocolo, el medio con los
lentivirus se alicuot6 en fracciones de SmL, guardandolas a -80°C hasta el momento de

su utilizacion.

4.2. Infeccion de células swiss3T3 con las particulas lentivirales.

Para llevar a cabo la infeccién de células swiss3T3, 6x10° células por placa se
sembraron en placas de pl100. Tras 24h de ser plaqueadas, se reemplazo el medio
afiadiendo SmL de DMEM fresco. Por cada placa afiadimos SmL del medio conteniendo
las particulas lentivirales (obteniendo un volumen final de 10mL por placa). Tras 24
horas, el medio se reemplazé por DMEM suplementado con puromicina (3pg/mL). Los
experimentos se realizaron tras 96 horas desde el momento en que se afiadieron las
particulas lentivirales. Como control negativo en los experimentos de infeccién se
emplearon células swiss3T3 infectadas con particulas lentivirales vacias (esto es sin

contener los plasmidos correspondientes a los sShRNAs de LPP3).

5. Inmunofluorescencia

Los experimentos de immunofluorescencia indirecta se llevaron a cabo en distintas
lineas celulares adheridas sobre cubreobjetos de vidrio estériles con un grado de
confluencia entre el 70-80%. Teniendo en cuenta el tipo de experimento se llevaron a

cabo diferentes técnicas de fijacion y permeabilizacion:
5.1. Fijacion con PFA y permeabilizacion con saponina.

La fijacidn se realizé con paraformaldehido (PFA) al 4 % en PBS durante 15 min. Tras

el tiempo de fijacion, el PFA se retird y seguidamente los cubreobjetos se lavaron con
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una solucién 50 mM de NH4Cl (en PBS) durante 15 min para bloquear los grupos
aldehidos remanentes. A continuacidn las células se permeabilizaron durante 10
minutos con saponina (0.1 %) disuelta en PBS conteniendo un 1 % de BSA (soluciéon
de bloqueo). El marcaje de las diferentes proteinas ensayadas se realizd incubando las
células permeabilizadas con anticuerpos primarios diluidos en la solucién de bloqueo
(PBS, 1% BSA). El tiempo de incubacion con los anticuerpos primarios se adapto a las
caracteristicas dptimas de los diferentes anticuerpos empleados (generalmente 1 hora a
temperatura ambiente, o de forma alternativa durante 12-17 horas a 4°C). A
continuacion, se procedid al lavado (con PBS) de los anticuerpos primarios y a la
incubacidn de las células con anticuerpos secundarios acoplados a fluoréforos y diluidos
en la solucidon de bloqueo. El tiempo de esta ultima incubacion fue de 45-60 min a
temperatura ambiente. Finalmente los anticuerpos secundarios se lavaron y los

cubreobjetos se fijaron sobre portaobjetos con Mowiol.

5.2. Fijacion con PFA a 37°Cy permeabilizacion con saponina.

Excepcionalmente, en aquellos experimentos en que quisimos evaluar la formacion de
estructuras tubulares de membrana, realizamos una fijacion en PFA al 4% a 37°C para
preservar mejor dichas estructuras. La fijacion se completd a temperatura ambiente

durante 5 minutos. El resto del procedimiento fue igual al descrito en el punto anterior.
5.3. Fijacion con metanol

Este método conjunto de fijacion y permeabilizacidn se utilizo en aquellos experimentos
en que quisimos visualizar el citoesqueleto de microtiibulos. Se realizé incubando las
células durante Smin en metanol frio (-20°C). En este protocolo, la incubacién con
metanol conlleva la desestructuracion de la membrana plasmatica haciendo innecesaria

una posterior permeabilizacion con detergentes.
6. Microscopia en células fijadas y procesamiento de imagenes

Las preparaciones se visualizaron con un microscopio de epifluorescencia Olimpus
BX60 y las imégenes se captaron con una camara digital Olympus CCD (Lake Success,
NY). Para los estudios de cuantificacion y colocalizacidon se utilizd6 un microscopio

Leica TCS-SL (Leica Microsystems Heidelberg, Manheim, Alemania).
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El procesamiento y andlisis de las imagenes se llevd a cabo utilizando el programa
Image J 1.43 (NIH, Bethesda, MD). Brevemente, en el contaje del numero de particulas
de Rab6-GFP, KDELr y ERGIC-53-GFP las imdgenes analizadas para cada célula
fueron el resultado de la proyeccién de imagenes obtenidas en diferentes planos desde
su base hasta su parte mas apical (cada plano separado por 0,5 um de los planos
contiguos). Sobre la imagen resultante trazamos dos areas, una externa perfilando el
perimetro de las células y una interna perfilando el area correspondiente al Golgi. Sobre
el area delimitada entre el perimetro del Golgi y el perimetro de la célula aplicamos un
threshold de intensidad arbitrario (pero igual en todas las células analizadas),
obteniendo una imagen en binario de las estructuras por encima de dicho threshold. El
nimero de estas estructuras se contabilizé aplicando el pluggin “count particles”

(aceptando como particula cualquier estructura entre 5 y 200 pixeles).

En el caso del contaje de particulas de ERGIC53-GFP y KDELr los resultados se
normalizaron por el area celular (densidad de particulas por area). En la determinacion
del tamafio de las estructuras puntiformes de ERGIC53-GFP, a partir del 4rea promedio
en pixeles de las particulas cuantificadas por célula, calculamos el didmetro promedio

(expresado en nm) de dichas estructuras.

El niimero total de tibulos de Rab6-GFP por célula asi como su longitud promedio se
calculd resiguiendo manualmente cada una de las estructuras tubulares utilizando el
pluggin “NeuronJ” (entendiendo como estructura tubular cualquier cuya longitud

estuviese por encima de su amplitud maxima y de 5 pixeles).

El método para calcular el grado de colocalizacion de diferentes marcadores fue el
siguiente: se trazd el area de la célula y a continuacidn aplicamos un threshold para cada
uno de los marcadores analizados. Seguidamente, se utilizo el pluggin “colocalization
highlighter”, considerando colocalizacion cuando el ratio entre los diferentes valores de
intensidad por encima del threshold de cada marcador fue superior a 0,5. Aquellos
pixeles situados por encima del threshold cumpliendo el criterio de colocalizacion
aparecieron en una imagen binaria. Finalmente, el porcentaje de colocalizacion de cada
marcador se calculé como el ratio entre el drea en pixeles de la imagen binaria de
colocalizacion, respecto el area en pixeles del marcaje por encima del threshold en la

imagen original.
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En el caso de la colocalizacion entre LPP3wt-GFP, LPP3S197T-GFP y STxB-cy3,
buscamos una aproximacion alternativa que permitiese eludir el establecimiento de un
threshold, al ser la sefial de la STxB en el RE muy difusa, haciendo dificil establecer un
criterio de sefial especifica y sefial de fondo (background). Sobre las imdgenes de
LPP3wt-GFP mas STxB y LPP3S197T-GFP mas STxB-Cy3 ajustamos los niveles de
intensidad de cada marcador de tal forma que el valor promedio de intensidad fuese el
mismo. A continuacidn trazamos lineas de forma aleatoria sobre el marcaje de RE de
cada uno de los marcadores, obteniendo los respectivos perfiles de intensidad de
fluorescencia. Para cada pixel realizamos una substraccion de los valores de intensidad
de fluorescencia de los dos canales analizados (verde GFP, rojo STxB-cy3) expresando
el resultado en valor absoluto (|JGFP - cy3|), de tal forma que a mayor grado de
colocalizacion (es decir mayor solapamiento de los perfiles de intensidad de cada
marcador), menor diferencia. De cada linea trazada cuantificamos el valor promedio de
esta diferencia, para cada célula calculamos el valor promedio de 5 lineas, y de cada

experimento el valor promedio de 20 células.

7. Experimentos de microscopia confocal en células vivas

Los experimentos de microscopia confocal para el estudio de la dinamica de LPP3wt-
GFP, LPP3S197T-GFP, ERGIC53-GFP y Rab6-GFP se realizaron con un microscopio
Leica TCS-SL (ver apartado anterior) equipado con un sistema de control de la
temperatura y CO,. Las imagenes que aparecen en las peliculas 1-6 se adquirieron con
un objetivo PL APO 100x (apertura numérica 1,4), excitando a una longitud de onda de
488-nm (intensidad del laser 15%) y fijando la apertura del pinhole en 1 A.U. (airy
units). La ventana de longitudes de onda para el registro de la fluorescencia se fijo entre
500 y 610 nm. Las imagenes se adquirieron cada 0,6 segundos por los tiempos
especificados en el texto y se procesaron utilizando el software ImgeJ (version 1.43).
Diferentes filtros para la reduccion de la sefial inespecifica (background) se aplicaron a
cada experimento para lograr una optimizacion de las imagenes mostradas. En los
estudios de tubulacion de ERGIC53-GFP y Rab6-GFP las primeras imagenes se
adquirieron inmediatamente después de cambiar las células de un dispositivo de control

de temperatura a 15°C al sistema de control de temperatura a 37°C (5% CO,) acoplado
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a la platina del microscopio. Alli donde se especifica en el texto, el propanolol se afiadid
a una concentracion final de 100uM cinco minutos antes (ERGIC53-GFP) o justo en el
momento de iniciar la grabacion (Rab6-GFP). En el experimento de reversion de los
efectos del propanolol (ERGIC53-GFP), la droga se retird cuidadosamente del medio al
cabo de 6 minutos de grabacidn, tras lo cual afiadimos a las células 1mL de DMEM

fresco.

8. Experimentos de FRAP e iFRAP

En los experimentos de FRAP e iFRAP células COS-7 se plaquearon sobre
cubreobjetos de vidrio de 22mm para obtener una confluencia proxima al 70% tras 24
horas. Tras este tiempo, las células se sometieron a transfeccion con los plasmidos de
LPP3wt-GFP y VSV-G-YFP. En el caso de las células transfectadas con el VSV-G-
YFP, éstas se incubaron a 40°C desde el momento de su transfeccion para inducir la
acumulacién de la proteina en el RE. Aproximadamente tras 24 horas de la transfeccion
iniciamos la captura de imagenes manteniendo las células a 33°C y 5% de CO,. Para
lograr el apagado de la fluorescencia correspondiente al area del Golgi aplicamos 40
pasadas a la maxima potencia del laser de 488 nm. A continuacidn las imagenes se
adquirieron cada 0,657 segundos utilizando un objetivo de 63x (NA 1,32), laser de
excitacion a 488 nm, filtro de emision entre 500 y 610 nm y apertura maxima del
pinhole (5 A.U), para garantizar la mayor amplitud posible en el registro de la
fluorescencia emitida y evitar pérdidas de sefial como consecuencia del movimiento de
particulas fuera de foco. La recuperacion de la fluorescencia asociada al area de Golgi
se registrd durante un tiempo total de 30 minutos.

De las imagenes adquiridas cuantificamos la evolucion temporal de la fluorescencia en
diferentes areas correspondientes al Golgi, el citoplasma de la célula y la sefial de fondo
(background, area fuera de la célula). Cada imagen de la secuencia temporal fue

analizada aplicando las siguientes formulas:

a.) Recuperacion de la fluorescencia a lo largo del tiempo normalizada sobre el

valor de intensidad inicial correspondiente al area del Golgi:

I[tx]: (I GOlgi[tX] /1 GOlgi[tO] ) x 100

77



MATERIALES Y METODOS

Donde I Golgipy) representa el valor de intensidad del area del Golgi en el
tiempo x (tx) tras el apagado de la fluorescencia e I Golgiyg) representa el valor

de intensidad del area de Golgi en los instantes previos al fotoblanqueado (t0).

b.) Recuperacion de la fluorescencia a lo largo del tiempo en relacion a la sefial del
citoplasma , normalizada sobre los valores de intensidad iniciales del Golgi y del

citoplasma.

I[t] =(I GOlgi[tx]/ I GOlgi[to]) x (I citoplasma[to]/ )| citoplasma[tx]) x 100

Donde I Golgij e I Golgip; representan los valores de intensidad del area del
Golgi antes (t0) y x segundos después del fotoblanqueado (tx). De igual forma I
citoplasmayg; € 1 citoplasmayy representan los valores de intensidad del area del

citoplasma antes (t0) y x segundos después del fotoblanqueado (tx).

En los experimentos en que estudiamos la recuperacion de la fluorescencia asociada al
reticulo, se emplearon 80 pasadas del laser 488 a méaxima intensidad sobre el area fuera
del Golgi. Tras la eliminacidon de la fluorescencia fuera del Golgi las imégenes se
adquirieron utilizando un objetivo de 63x (NA 1,32; pinhole a 1 A.U.) y ajustando el
zoom para visualizar con detalle el area adyacente al Golgi (incluyendo el perimetro
nuclear). En este caso, con el propdsito de obtener imagenes de elevada resolucion que
nos permitieran observar la estructura tibulo-reticular del RE, optamos por fijar la
intensidad del laser 488 al 25% y adquirir las imagenes cada 5 minutos por un periodo
maximo de 20 minutos.

Tanto en los experimentos de recuperacion de la fluorescencia del Golgi, como en los
experimentos de recuperacion de la fluorescencia asociada al RE, antes de iniciar las
grabaciones se afiadi6 al medio de las células cicloheximida a una concentracion final

de 0,1 mg/mL.

9. Experimentos de microscopia TIRF
Para los experimentos de microscopia TIRF se utilizd6 un microscopio Olympus IX81

invertido modificado acoplado a una camara CCD de 640x448 pixeles desarrollada por
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los laboratorios Lincoln (MIT, MA, USA). La adquisicion de las imagenes se hizo con
un objetivo Olympus Plan APO 60x (NA 1,45). La iluminacion TIRF se introdujo
aplicando un angulo entre 65-68°, adquiriendo una profundidad de 90-121nm al excitar
con el laser de 488nm y de 106-141nm con el laser de 568nm. La temperatura del
microscopio, incluido en su totalidad dentro de una camara de control temperatura, se
mantuvo a 35°C. Al carecer de un sistema de control de CO, las células se incubaron en
un buffer KRH 1x (125mM NaCl, 5SmM KClI, 1,3 mM CaCl2, 1,2 mM MgSO4, 25 mM
Hepes) suplementado con piruvato sdédico (2Mm) y BSA (0,5%) y ajustando el pH a
7,4. En el estudio de la internalizacion conjunta de EGF-568 y transferrina-488 ambos
ligandos se afiadieron conjuntamente a 20pug/mL y 50ng/mL respectivamente. En las
células tratadas con propanolol se afiadid a una concentraciéon de 100pM conjuntamente
con la transferrina y el EGF. Tras 5 minutos de internalizacion se reemplazo el medio
con EGF y transferrina por medio sin los ligandos (pero manteniendo la misma
concentracion de propanolol en las condiciones de tratamiento). El seguimiento de la
internalizacion conjunta del EGF y la transferrina se realizé durante 20 minutos,
adquiriendo imagenes para cada uno de los laseres (488 y 568) cada dos segundos, de
tal forma que en total registramos 600 iméagenes de la transferrina-488 y 600 imagenes
del EGF-568.Cada una de las imagenes se procesé sustrayendo el background (sefial de
fondo) y el bleeding (excitacion del laser a 488 sobre el fluoréforo de 568) entre los
diferentes laseres. Luego se establecio un threshold para ambos canales (el
correspondiente a la transferrina-Alexa488 y el EGF-568) a partir del cual generamos
una imagen binaria, y se analizd el numero de pixeles de cada marcador dentro de la
zona TIRF y el grado de colocalizacion de ambos marcadores a lo largo de los 20min de

internalizacion.

10. Microscopia electronica

Para los experimentos de microscopia electronica de transmision (TEM) utilizamos
células Swiss3T3 control o silenciadas para LPP3 mediante infeccidn lentiviral. Tras 96
horas de la infeccion, las células se fijaron con 1.25 % glutaraldehido en tampdn PIPES
que contiene sacarosa (2 %) y Mg,SO4 (2 mM) durante 60 min a 37 °C. Seguidamente
las células se lavaron con tampon PIPES (3 x 5 min) y se levantaron suavemente de la

placa de cultivo con la ayuda de un raspador o scraper. A continuacidn, se centrifugaron
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a 100 g durante 5 min. Posteriormente, las células se postfijaron en 1 % OsO4, 1 %
K3Fe (CN)g en tampon PIPES durante 1 h a temperatura ambiente en la oscuridad.
Luego se lavaron con PIPES (3 x 5 min) y se incubaron con 0.1 % acido ténico en
tampon PIPES durante 5 min para aumentar su contraste. Tras varios lavados con
PIPES (3 x 5 min), las c€lulas se deshidrataron con soluciones crecientes de etanol (80
%, 90 %, 95 % y 3 x 100%) y finalmente se incluyeron en resina Epon EMbed-812
polimerizando a 60 °C durante 48 h. Las secciones ultrafinas (40-60 nm) se contrastaron
con acetato de uranilo (30 min) y citrato de plomo (10 min). La observacion de las
secciones ultrafinas se realizoé en un microscopio electrénico de transmision JEOL 1010
operando a 80-90 kV equipado con una cdmara digital modelo Gatan BioScan 792. Para
la captacion digital de las imagenes se utilizo el programa DigitalMicrograph 3.11.0

(Gatan, Inc., Pleasanton, CA, USA)

11. Experimentos de transporte

11.1. Adquisicion de la Resistencia a EndoH del VSV-G

Células HeLa establemente expresando VSV-G-GFP control y silenciadas para LPP3
se incubaron a 40°C las ultimas 24 horas del protocolo de silenciamiento.
Seguidamente, afiadimos a las células cicloheximida (100ng/mL) y las cambiamos a
32°C, permitiendo la salida del VSV-G desde el RE. Las células se lisaron retirando el
medio y afladiendo una solucién con 0,5% SDS y 1% 2-mercaptoetanol (0,1 ml por
pocillo de 35 mm) a diferentes tiempos: en el momento previo al cambio de temperatura
(0 minutos), y tras 15 min, 30 min y 60 min del cambio de temperatura a 32°C. Tras
desnaturalizar las proteinas de los lisados hirviendo las muestras, 20ug de proteina por
lisado se trataron de acuerdo con el protocolo de un kit comercial para la digestion por
Endo-H (New England Biolabs; Ipswich, MA, USA). Brevemente, combinamos 20ug
de los lisados con 1uL de 10x Glycoprotein Denaturing Buffer (0.5% SDS, 40 mM
DTT), enrasando la mezcla con H,O hasta un volumen de 10uL. A continuacién
desnaturalizamos las proteinas a 100°C durante 10 minutos. Tras la desnaturalizacidn,
afladimos a la mezcla 2uL de 10x G5 Reaction Buffer (50mM de citrato de sodio), 1puL
de la Enzima EndoH, H,O hasta un volumen final de 20pL y dejamos incubando la

solucion por 1 hora a 37°C. Finalmente las muestras se cargaron en un gel de

80



MATERIALES Y METODOS

electroforesis (SDS-PAGE al 8% de acrilamida) y los niveles de VSVG-GFP se

analizaron por immunoblot con un anticuerpo anti-GFP.

11.2. Transporte desde el ERGIC al Golgi de la proteina ssDsRed.

Para estudiar el transporte anterogrado de la proteina ssDsRed, células HeLa control y
silenciadas para la expresion de LPP3 se cotransfectaron con los plasmidos de
ERGCI53-GFP y ssDsRed durante las ultimas 24 horas del protocolo de silenciamiento.
Tras 17-20 horas de expresion, las células se incubaron a 15°C por 2 horas para
bloquear la salida de cargo desde el ERGIC. A continuacion las células se incubaron
nuevamente a 37°C por 20 minutos, momento en el cual se procedié a su fijacion en
PFA al 4%. La cuantificacion del transporte de la proteina ssDsRed desde el ERGIC al
Golgi se llevé a cabo midiendo el porcentaje de colocalizacion de ssDsRed con
ERGIC53-GFP (excluyendo el area perinuclear correspondiente al Golgi) respecto el
marcaje total de ssDsRed y ERGIC53-GFP.

11.3. Transporte de la STxB silvestre

Para estudiar el transporte de la subunidad B de la Shiga toxin salvaje (STxB-cy3)
utilizamos dos lineas celulares: células HeLa (establemente expresando Rab6-GFP o no,
segun especifiquemos en el texto) y células COS-7 cotransfectadas con LPP3wt-GFP o
LPP3S197T-GFP, conjuntamente con un plasmido codificando la enzima Gb3 sintetasa.
La transfeccion de las células COS-7 con la Gb3 sintetasa fue necesaria debido a los
bajos niveles de globotriaosilceramida 3 que presentan las células COS-7.

Brevemente, las células se incubaron durante 15 minutos a 4°C en presencia de 0,5
ng/mL de la STxB-cy3. A continuacidn retiramos el medio con la toxina, realizamos 3
lavados con PBS frio y afiadimos DMEM fresco antes de pasarlas nuevamente a 37°C
por espacio de 2 horas (tiempo suficiente para permitir la llegada de la STxB-cy3 al
Golgi). Tras este tiempo de incubacién a 37°C pasamos las células a 15°C por 1 hora
(sincronizando el transporte de la STxB entre el Golgi y el RE), y finalmente incubamos
nuevamente las células a 37°C por 10 minutos (en células HeLa) o 1 hora (en células

COS-7) y las fijamos en PFA al 4%.

11.4. Transporte de la STxB-KDEL
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Para el estudio del transporte de la subunidad B de la Shiga toxin fusionada a la
secuencia de retencion en el RE (STxB-KDEL-cy3), células swiss37 control y
silenciadas para la expresion de LPP3 mediante infeccidon lentiviral con shRNAs se
incubaron con la STxB-KDEL-cy3 (4 pg/mL) por 45 minutos a 4°C. Posteriormente, la
toxina no unida al receptor se retird del medio y lavamos las células 3 veces en PBS
frio, pasandolas a continuacion a 19°C por espacio de 2 horas (forzando la acumulaciéon
de la STxB-KDEL-cy3 a nivel de los endosomas tempranos). Finalmente las células se
incubaron a 37°C y las fijamos en PFA al 4% tras diferentes tiempos del cambio de

temperatura.

11.5. Transporte de la transferrina y el EGF

Para los experimentos de endocitosis incubamos células COS-7 en DMEM sin suero 30
minutos antes de afiadir simultdneamente la transferrina (20pg/mL) y el EGF
(50ng/mL). En el caso de la transferrina afladimos una forma acoplada al fluoroforo
Alexa-488 (Invitrogen), mientras que para el EGF, lo preparamos combinando 50uL de
EGF unido a biotina (40pg/mL) con 32uL de estreptavidina-568 (2mg/mL). Tras afiadir
los ligandos (a 37°C), al cabo de Sminutos eliminamos el EGF y la transferrina no
internalizados reemplazando el medio por DMEM sin suero. Finalmente las células se
fijaron a diferentes tiempos de internalizacién (ver el apartado de resultados) en PFA al
4%.

Cuando se afiadié propanolol (100uM), se hizo conjuntamente con los ligandos y se
mantuvo en el medio durante todo el tiempo de internalizacion. En los experimentos en
que se utilizaron el inhibidor de las DGK de clase I R9949 (30uM) o el PMA (100nM),
se afiadieron al medio 30 minutos antes que la transferrina. Cuando utilizamos el DOG
(BuM) se afiadid 10 minutos antes de afiadir la transferrina. Cuando estudiamos la
internalizacion de transferrina en células tratadas con nocodazol, el nocodazol

(10png/mL) se afiadié 1 hora antes de afiadir la transferrina.

12. Extractos celulares y western blotting

Para los analisis de western blot, lisamos las células en hielo durante 10 min en tampdon

de lisis Tris-ID NP40 (pH ~ 7.5) (50 mM Tris; 150 mM NaCl; NP40 1 %; azida 0.02
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%). Posteriormente las muestras se centrifugaron a 500 g durante 20 min a 4 °C y el
sobrenadante se cuantifico por el método de Lowry. Luego se afiadio el buffer de carga
y se hirvid durante 5 min. Para la electroforesis, 20 pg de proteinas se cargaron en un
gel de acrilamida (SDS-PAGE) (diferentes concentraciones dependiendo de la proteina).
A continuacion las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y, por
ultimo, se realizo la inmunodeteccion mediante la técnica de western blotting. Primero,
estas membranas se bloquearon con una solucion de TBS-T (150 mM NacCl, 20 mM
Tris- HCI, pH ~ 7.5, 0.05 % Tween-20) que contiene 5 % de leche en polvo libre de
grasas. Una vez bloqueadas, se incubaron durante toda la noche a 4 °C con el anticuerpo
primario. Al dia siguiente, tras varios lavados en TBS-T, las membranas se incubaron
con el anticuerpo secundario. Para visualizar el reconocimiento del antigeno se utilizo el
ECL (Enhanced Chemiluminiscence Luminol, Santa Cruz) y la reaccién se reveld
mediante la exposicion sobre una pelicula fotografica dentro de un casete protegido de

la luz.

13. PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

13.1. Extraccion de RNA

Para los experimentos de PCR en tiempo real, el RNA total de células COS-7 control y
transfectadas con siRNAs especificos para las diferentes isoenzimas de la familia de las
PAP2 (LPP1, LPP2 y LPP3) se obtuvo tras 48 horas de la transfeccion utilizando el
reactivo Trizol (Invitrogen). Brevemente, células plaqueadas en pocillos de p6 al 70-
80% de confluencia se incubaron durante 5 minutos a 4°C en ImL de Trizol.
Seguidamente recuperamos las células rascando los pocillos y los lisados se
transfirieron a tubos de polipropileno de 1,5mL. Por cada tubo se afiadieron 0,5mL de
cloroformo y las muestras se centrifugaron durante 15 minutos a 4°C y 12000 g. A
continuaciéon recuperamos la fraccion del sobrenadante evitando cuidadosamente la
interfase de proteinas y afiadimos 0,5 mL de isopropanol a cada tubo. Las muestras se
centrifugaron a 4°C durante 30 minutos (12000 g), tras lo que retiramos el sobrenadante
y resuspendimos el pellet en etanol al 75%. Finalmente, las muestras se centrifugaron
una ultima vez durante 10 minutos a 7500g, tras lo que retiramos el sobrenadante y
dejamos secar completamente el pellet de RNA. El RNA se resuspendié en 20puL de

H,O libre de RNAsas y se almaceno a -80°C hasta el momento de su utilizacion.
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13.2. Obtencion de cDNA por PCR de transcriptasa reversa (RT-PCR)

Para la sintesis de cDNA a partir del RNA purificado utilizamos el kit iScript cDNA
Synthesis (BIO-RAD) siguiendo las instrucciones indicadas en el manual. Brevemente,
en cada reaccion afiadimos 1pug de RNA, 4uL de 5x iScript Reaction Mix, 1uL de iScrpt
Reverse Transcriptase, y enrasamos la reaccion con H,O libre de RNAsas hasta un
volumen final de 20pL. La reaccién de PCR reversa se realizdo en un dispositivo
termociclador (MJ Mini™ Personal Thermal Cycler, BIO-RAD) aplicando un programa
de 5 minutos a 4°C, 30 minutos a 42°C y 5 minutos a 82°C. El cDNA obtenido se
diluy6 1:4 en H,O libre de RNAsas y se guardé a -20°C hasta su utilizacion.

13.3. PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) y analisis de resultados.

Para cada muestra de cDNA, se realizo una mezcla con iQ SYBR Green
(20,6pL/muestra) (BIO-RAD; Hércules, CA, USA), primers del gen analizado
(1,6uL/muestra), cDNA (6,6uL/muestra) y H,O (12,4uL/muestra), distribuyendo el
volumen final en 3 pocillos (triplicados) de una placa de 96 pocillos (12,5uL/pocillo).
Para la reaccion de QRT-PCR se utiliz6 el dispositivo MyiQ single-color real-time PCR
detection system (BIO-RAD). Para la cuantificacion de los resultados se utilizo el
método 2221, Donde:

Cr (cycle threshold): Numero del ciclo a partir del cual la sefial fluorescente supera el
umbral determinado por el programa.

ACy (delta cycle threshold): Diferencia entre los valores de Cr del gen de estudio
(LPP1, LPP2 o LPP3) y el gen houskeeping utilizado como control de carga (en nuestro
caso actina).

AAC (delta delta cycle threshold): Diferencia entre los valores ACT del gen de estudio

en células control y células silenciadas.

14. Determinacion de lipidos mediante marcaje radioactivo

Células HeLa control y silenciadas para la expresion de LPP3 se sometieron a marcaje
radioactivo con [**P] 4cido ortofosférico (5 nCi/Ml) o ['*C] acetato (1pCi/mL) durante
las ultimas 24 horas del protocolo de silenciamiento. La fraccidn lipidica de las células

control y silenciadas se obtuvo en hielo aplicando una soluciéon de metanol (2 mL para
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placas de 60 cm” al 80% de confluencia celular). A continuacién las células fueron
cuidadosamente recogidas (por el método de rascado) y depositadas en tubos de vidrio
conteniendo un solucién (50% de volumen) de cloroformo. Tras 5 minutos en hielo las
diferentes fases de cada muestra (soluble y orgénica) se separaron aplicando un 65% de
volumen de agua destilada y cloroformo. Seguidamente agitamos los tubos y los
sometimos a una centrifugacion de 3000 g durante 10 minutos. La fase organica, situada
en la parte inferior de los tubos, se lavd en una soluciéon de agua/metanol (1:1) y a
continuacion se dejé evaporar aplicando una corriente de N».

Las diferentes especies moleculares de los extractos lipidicos se separaron por
cromatografia de capa fina (TLC). Brevemente, los principales fosfolipidos
(fosfatidilcolina,  PC;  fosfatidiletanolamina, = (PE);  esfingomielina, = (SM);
fosfatidilinositol, (PI); fosfatidilserina, (PS), y dacido fosfatidico, (PA)) marcados
radioactivamente con [**PJacido ortofosférico y [“Clacetato se separaron por TLC de
forma bidimensional aplicando las siguientes fases moviles: en la primera dimension
cloroformo/metanol/NH4OH (relaciéon de volumenes 65:35:10); en la segunda
dimension cloroformo/metanol/acetona/acido acético/agua (relacion de volumenes
10:2:4:2:1). Los lipidos neutros como el triacilglicerol (TAG) y diacilglicerol (DAG) se
separaron bidimensionalmente aplicando las siguientes fases mdviles: primero
cloroformo/metanol (1:1) y después hexano/dietiléter/acido acético (70:30:1).
Finalmente, la sefial radioactiva de los fosfolipidos y lipidos neutros marcados con
['*Clacetato y [**P]acido ortofosforico se cuantificd con el dispositivo Phospholmager
(Typhon TRIO, Amersham Biosciences) y analizada con el software de procesamiento

de iméagenes ImageQuant (Amersham Biosciences).

15. Analisis estadistico.

A menos que en el apartado de resultados se especifique de otra forma, todos los
resultados presentados corresponden a la media + s.e.m (error estandar de la media) de
al menos 3 experimentos. El andlisis estadistico se llevo a cabo utilizando el método de
la T de Student para muestras aparejadas, o el método ANOVA de una via seguido del
test Tukey de comparacion multiple. En todos los anélisis utilizamos el software

GraphPad (San Diego, CA; www.graphpad.com)
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(I) La LPP3en la via secretora
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1. Localizacion subcelular de la LPP3

Para determinar la localizacion subcelular de la LPP3 enddgena en células HelLa,
empleamos anticuerpos especificos descritos con anterioridad (Long et al., 2008). Los
anticuerpos marcaron numerosas estructuras puntiformes especialmente concentradas a
nivel perinuclear, colocalizando en gran medida con el marcador de compartimento

intermedio ERGIC53-GFP (Fig.1A).

A LPP3 ERGIC53-GFP

Control

B LPP3 ERGIC53-GFP

+ BFA 30min

1h 15°C

Figura 1. Andlisis de la localizacion subcellular de LPP3. (A). Células HeLa transfectadas con ERGIC-53-GFP
v procesadas por immunocitoquimica (ICC) utilizando anticuerpos anti-LPP3. (B) Células HeLa transfectadas
con ERGIC53-GFP se trataron con brefeldina A (BFA) durante 30 minutos (panel superior) o bien se incubaron
durante 1 h a 15°C (panel inferior). En ambos casos observamos un extensa colocalizacion de LPP3 y ERGIC53-

GFP a nivel perinuclear y en las estructuras puntiformes periféricas. Barra 10um.
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Para una caracterizacion mas detallada de la LPP3 en el compartimento intermedio,
estudiamos su localizacion tras tratar las células con brefeldina A (BFA) y al incubarlas
a 15°C. La incubacidn a bajas temperaturas (15-16°C) bloquea el transporte anterégrado
y retrégrado desde el ERGIC (Klumperman et al., 1998b; Lippincott-Schwartz et al.,
1990; Saraste y Svensson, 1991) y las proteinas de ERGIC y ERES se observan en
estructuras vesiculares de tamafio superior al observado en condiciones fisiologicas
(Hammond y Glick, 2000). Respecto al tratamiento con BFA, las proteinas de ERGIC y
ERES mantienen la misma distribucion que en condiciones basales, mientras que las
proteinas residentes de Golgi se relocalizan al RE (Klumperman et al., 1998; Hammond
y Glick, 2000). Tras ambos tratamientos observamos que la LPP3 mantenia su
colocalizacion con ERGICS53 (Fig. 1B), lo que es demostrativo de que se comporta
como una proteina de ERES/ERGIC.

Con el objetivo de analizar si parte de la localizacidn perinuclear de LPP3 correspondia
al Golgi, tratamos las células con el agente despolimerizador de microtubulos
nocodazol. La despolimerizacién del citoesqueleto de microtibulos induce la formaciéon
de stacks de Golgi individualizados en proximidad a los ERES (Dejgaard et al., 2007;
Ho et al., 1989). Tales ministacks preservan la polaridad cis / trans de las cisternas de
Golgi, lo que facilita un analisis mas detallado de la distribucidn de las proteinas en las
diferentes cisternas. Tras 3 horas de tratamiento con nocodazol, las células se fijaron y
se realizaron dobles marcajes con LPP3 y con diversos marcadores de la via secretora:
sec31A (ERES), KDELr (ERGIC), GM130 (cis-Golgi) y Golgina97 (trans-Golgi/TGN).
El analisis de la distribuciéon de LPP3 en relacion a estos marcadores, dio como
resultado una extensa colocalizacion de LPP3 con sec31A y KDELr (ERES y ERGIC),
y en menor medida con GM130 y Golgina97 (Fig 2), mostrando un gradiente de
colocalizacion ERES/ERGIC > cis > trans.

El andlisis mediante crioimmunocitoquimica de la localizacién de la LPP3 enddgena
mostr6 marcaje en estructuras vesiculares adyacentes al Golgi (82 + 8%) y en menor
medida en las cisternas de Golgi (18 £ 2%) (Fig. 3).

Estos resultados confirman que la LPP3 enddgena se encuentra enriquecida en los
ERES y el compartimento intermedio (ERGIC), es decir, aquellos compartimentos que

median la transicion de proteinas de la via secretora entre el Golgi y el RE.
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Sec3A KDELr GMI30 Golgin 97

Figura 2. Andlisis de la localizacion subcelular de LPP3 en células HeLa tras tratamiento con nocodazol. (A)
Células HeLa tratadas con nocodazol (NZ) por 3 h y procesadas por ICC con los anticuerpos anti-LPP3 mds
sec314, KDELr, GM130 y Golgina97. A la derecha, magnificaciones de regiones en las que podemos observar la
colocalizacion de LPP3 con los diferentes marcadores, y el valor promedio de sus respectivas intensidades de
fluorescencia a lo largo de la longitud maxima de los ministacks analizados (30 stacks por célula, 10 células por
experimento, N=3). (B) Cuantificacion del grado de colocalizacion de LPP3 respecto a sec314, KDELr, GM130 y
Golgina 97, expresado como porcentaje de marcaje de LPP3 que colocaliza con cada marcador en relacion al
marcaje total de LPP3 (media + s.e.m). En la figura podemos observar como existe una colocalizacion gradual de

ERES/ERGIC a trans-Golgi/TGN. Barra 10um.
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Figura 3. Distribucion de LPP3 en
vesiculas proximas al Golgi. (A).
Imagen de microscopia electrénica
correspondiente a una seccion ultrafina
de células HelLa procesadas por
crioimmunocitoquimica con anti-LPP3
seguido de marcaje con particulas de
oro acopladas a proteina A. Podemos
observar marcaje en estructuras de
membrana en proximidad a las cisternas

de Golgi. Barra, 200nm

2. Parte de la LPP3 cicla de forma constitutiva entre el RE y el Golgi.

Para confirmar los resultados obtenidos por immunocitoquimica sobre la LPP3

endogena, sobreexpresamos en células COS-7 y HelLa una forma recombinante de la

LPP3 humana unida a GFP. En concordancia con lo observado respecto a la proteina

enddgena, vimos una localizacion parcial de LPP3 en el Golgi en ambas lineas celulares

(Fig 4A), en el reticulo endoplasmatico (especialmente apreciable en las células COS-7)

y en la membrana plasmatica (especialmente apreciable en las células HeLa).

hLPP3wt-GFP GM130

COSs-7

hLPP3wt-GFP Golgin 97

Cos-7 Hela

hLPP355197T-GFP
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Figura 4. Localizacion subcelular de las formas
salvaje y cataliticamente inactivas de LPP3
expresadas en células COS-7 y HeLa. (A). Células
COS-7 (panel superior) y HeLa (panel inferior)
transfectadas con hLPP3wt-GFP y procesadas por
ICC con anti-GM130 (COS-7) y Golgina97
(HeLa). En las células COS-7 podemos observar
una clara  distribucion de la  proteina
sobreexpresada en el RE (ver envoltura nuclear) y
en el Golgi. En células las Hela, ademds de su
localizacion en el Golgi observamos una clara
distribucion en la membrana plasmatica. (B)
Células COS-7 (panel de la izquierda) y Hela
(panel de la derecha) transfectadas con el mutante
cataliticamente inactivo de LPP3 (mutacion de la
Ser 197 por Thr en el sitio catalitico,
hLPP3S1977). Las imdgenes muestran una
distribucion mayoritariamente de RE en ambos

tipos celulares, perdiéndose el marcaje de Golgi y

de membrana plasmadtica. Barras 10um.



RESULTADOS

Cuando transfectamos una forma mutante cataliticamente inactiva de la LPP3-GFP
(substitucion de la serina 197 del dominio catalitico por una treonina; de aqui en
adelante LPP3S197T-GFP; Escalante-Alcalde et. al., 2003) observamos diferencias
respecto la forma silvestre, siendo su localizacién mayoritariamente de RE (Fig. 4B).
Esta diferencia nos llevd a analizar por microscopia confocal in vivo la dindmica de la
proteina silvestre y la cataliticamente inactiva a nivel del RE (Fig 5). En referencia a la
forma silvestre (hLPP3wt-GFP), la vimos localizada tanto en las cisternas del RE como
en estructuras de tipo vesicular. Estas mostraron un movimiento lento, en ocasiones
desplazéndose entre cisternas contiguas de RE, aunque sin presentar una direccionalidad
concreta (Fig 5, panel superior y magnificaciones y pelicula 1). Es interesante destacar
que este comportamiento dinamico concuerda con el que se ha descrito para proteinas
transmembrana asociadas a los ERES (Kano et al.,, 2004). En relacion a la
hLPP3S197T-GFP, observamos un movimiento similar de los tibulos del RE, pero no
que la proteina se acumulase en estructuras vesiculares como sucedia con la forma

silvestre (Fig 5, panel inferior y pelicula 1).

- v
o .
¥ -

i

P
oua3". 03T
.’-
o % “-. i ‘. -

Figura 5. Andlisis del movimiento de las formas silvestre y cataliticamente inactivas de LPP3 en asociacion con el
RE. Imdgenes extraidas de la pelicula 1 en las que podemos observar in vivo el movimiento de la hLPP3wt-GFP
(panel superior) y la hLPP3S197T-GFP (panel inferior) en asociacion a la membrana del RE. Las magnificaciones
de la derecha corresponden al seguimiento temporal del movimiento de LPP3wt/S197T en las regiones encuadradas.
Destaca la presencia de la hLPP3wt-GFP en estructuras de tipo vesicular en estrecha asociacion al RE. En las
magnificaciones de la derecha podemos observar como una de estas estructuras inicia un desplazamiento entre
filamentos de RE contiguos arrastrando consigo parte de la membrana del RE. Por el contrario, en las
magnificaciones correspondientes al movimiento de la hLPP3S197T-GFP no observamos las estructuras vesiculares,
si bien la membrana del RE muestra una dindamica de remodelacion muy similar a la observada con la hLPP3wt-

GFP. Barras 10um.
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Para entender mejor la distribucién subcelular de la hLPP3wt-GFP entre el RE y el
Golgi, realizamos experimentos de recuperacion de la fluorescencia tras el fotoblanqueo
(FRAP) del area del Golgi. Analizamos el transporte de la hLPP3wt-GFP entre el RE y
el Golgi, comparandolo con la dindmica de transporte de la glicoproteina G del virus de
la estomatitis (VSV-G). En el caso del VSV-G, la incubacién a 40°C induce un mal
plegamiento de la proteina, lo que hace que quede retenida en el RE y no se transporte
al Golgi. Sin embargo, al pasar las células a 32°C, la proteina se pliega correctamente,
permitiendo su salida del RE al Golgi y finalmente a la membrana plasmatica. En base a
esto, transfectamos células COS-7 con la proteina VSV-G  fusionada a YFP y las
incubamos a 40°C durante toda la noche. Al dia siguiente las células se incubaron a
32°C durante 15 minutos, tras lo que fotoblanqueamos la fluorescencia del Golgi. A
partir de este instante, iniciamos un registro de la recuperacion de la fluorescencia en el
Golgi durante 30 minutos. En las imagenes correspondientes a la figura 6, podemos
observar como a lo largo del tiempo se produjo una recuperacion casi completa de la
fluorescencia en el Golgi (figura 6A y 6B). También vemos que dicha recuperacion se
produjo en paralelo a una disminucién en la fluorescencia del RE (figura 6A y 6E).
Respecto al transporte de la hLPP3wt-GFP, observamos que la recuperacion de la
fluorescencia asociada al Golgi se daba con una dinamica muy similar a la observada
para el VSV-G (figura 6A y 6C). Sin embargo, a diferencia del VSV-G, la
fluorescencia asociada al RE se mantuvo estable a lo largo del tiempo (figura 6A y 6F).
Este resultado podria interpretarse de dos maneras: por un lado podria deberse a que la
fraccion movil de la LPP3 en el RE fuese menor en comparacion a la del VSV-G, con lo
que solo un determinado porcentaje de la proteina abandonaria el RE en un determinado
lapso temporal, permaneciendo el resto establemente asociada al RE (o por mayor
tiempo que en el caso de una proteina tipicamente secretora). Por otro lado, podria ser
consecuencia de que parte de la proteina llegada al Golgi se transportase de nuevo al
RE, manteniendo de esta forma un equilibrio en la distribucién de la proteina entre
ambos compartimentos. Para comprobar esta ultima posibilidad realizamos el
experimento inverso: fotoblanqueamos el area correspondiente a la hLPP3wt-GFP
localizada fuera del Golgi y monitorizamos la recuperacion de dicha sefial a lo largo del

tiempo. Tras aproximadamente 20 minutos después del fotoblanqueo fuera del Golgi,
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observamos que la LPP3-GFP volvia a marcar el RE, lo que indica que parte de la

LPP3-GFP se transporta retrégradamente del Golgi al RE (figura 7).
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Figura 6. Comparativa del transporte del VSV-G y la LPP3 entre el RE y el Golgi. (4).En células COS-7
expresando VSV-G-YFP (paneles superiores) y hLPP3wt-GFP (paneles inferiores) medimos la recuperacion de la
Sfluorescencia asociada al Golgi tras fotoblanqueo. En el caso de las células transfectadas con VSV-G-YFP, éstas se
incubaron durante toda la noche a 40°C para acumular la proteina en el RE. La imagen previa al bleach se obtuvo
tras 15 minutos de incubacion a 33°C. En la parte inferior de la figura mostramos la evolucion de la fluorescencia
en la region fotoblanqueada a lo largo del tiempo. Recuperacion de la fluorescencia del VSV-G (B) y LPP3 (C) a lo
largo del tiempo expresado como porcentaje respecto a la intensidad registrada antes del bleach. Recuperacion de
la fluorescencia del VSV-G (D) y LPP3 (E). Cada valor en la escala temporal es el resultado porcentual de la ratio
entre la fluorescencia del drea fotoblanqueada (Golgi) y la fluorescencia del drea del citoplasma, respecto la ratio
de ambos valores (fluorescencia del Golgi y fluorescencia del citoplasma) en los momentos previos al bleach. Las

grdficas representan la media £ s.e.m de 5 células. Barras 10um.

Finalmente, profundizamos en las causas de la diferente distribucion subcelular de la
forma silvestre y del mutante cataliticamente inactivo de la LPP3. Una posible
explicacion de esta divergencia seria que la mutacién S197T en el dominio catalitico
indujese un mal plegamiento de la proteina, impidiendo su salida del RE. Otra posible
explicacion, es que la actividad catalitica de la LPP3 fuese necesaria para el transporte
de proteinas de RE a Golgi, incluyendo a la propia LPP3. Una forma de inhibir la
actividad catalitica de LPP3 es tratar las células con propanolol (inhibidor de la
actividad de las PAP1 y 2; (Billah et al., 1989). Por ello, nos planteamos estudiar
mediante el FRAP del Golgi el transporte anterogrado de la hLPP3wt-GFP en presencia
de propanolol. En la figura 8 se muestra cdmo en presencia de propanolol la
recuperacion de la fluorescencia en el Golgi se produce mas lentamente y en un menor

porcentaje que en las células control (cuantificacién en 8B y 8C).

El conjunto de estos resultados indican que la LPP3 no puede ser considerada como una
proteina residente de RE o de ERES, ni tampoco como una proteina que
transitoriamente se asocia a compartimentos intracelulares en ruta hacia la membrana
plasmatica (como por ejemplo el VSV-G). Su comportamiento se asemeja, al menos
parcialmente, al de una proteina de compartimento intermedio, ciclando entre el RE y el
Golgi. Por otra parte, tanto la sobreexpresion de una forma cataliticamente inactiva de
LPP3, como la inhibicidn de la actividad catalitica de las enzimas de la familia de las
fosfatasas del acido fosfatidico (PAP), producen una mayor asociacion de la LPP3 en el
RE en detrimento de su localizacion a nivel del Golgi. Curiosamente, estudios
anteriores han demostrado que el propanolol no afecta al transporte del VSV-G de RE a

Golgi (Fernandez-Ulibarri et al; 2007), indicando que el transporte de LPP3 puede estar
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regulado por mecanismos moleculares diferentes a los del VSV-G. En el apartado de

discusidn desarrollaremos con mayor detalle esta hipotesis.

Post-bleach

LPP3wWt-GFP

Figura 7. Transporte retrogrado de la LPP3. Células COS-7 se transfectaron con la hLPP3wt-GFP. Tras
aproximadamente 20 horas de expresion ariadimos cicloheximada a las células, momento en el que
fotoblanqueamos la fluorescencia filera del drea del Golgi. En la imagen se muestra el marcaje de hLPP3wt-GFP
en los momentos previos al apagado de la fluorescencia, justo después del fotoblanqueo y tras 20 minutos. Las
flechas sefialan la recuperacion del marcaje asociado a la envoltura nuclear, indicativo de la llegada de la proteina

al RE. Barra, 10um.
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Figura 8. Andlisis del transporte de LPP3 en presencia de propanolol. (4). En células COS-7 medimos la
recuperacion de la fluorescencia asociada al Golgi tras fotoblanqueo en condiciones control (paneles superiores y
magnificaciones de la derecha) y de tratamiento con propanolol (paneles inferiores y magnificaciones de la
derecha). En las magnificaciones podemos observar un retraso en la recuperacion de la fluorescencia asociada al
Golgi a lo largo del tiempo en las células tratadas con propanolol. (B) Andlisis cuantitativo de la recuperacion de
la fluorescencia en el Golgi en las células control y tratadas con propanolol. Cada valor en la escala temporal es el
resultado porcentual de la ratio entre la fluorescencia del drea fotoblanqueada (Golgi) y la fluorescencia del darea
del citoplasma, respecto la ratio de ambos valores (fluorescencia del Golgi y fluorescencia del citoplasma) en los
momentos previos al bleach. (C) Promedio del porcentaje de fluorescencia que se recupera en las células control y
tratadas con propanolol. Las grdficas representan la media + s.e.m de 5 células (control y tratadas con propanolol).

Barras 10um.

3. La inhibicion de la actividad PAP regula la formacion de tubulos asociados a las
membranas del compartimento intermedio.

Para profundizar en la importancia de la actividad de las PAP en la formaciéon de
intermediarios de transporte entre el RE y el Golgi, analizamos los efectos del
propanolol en el transporte de la proteina de compartimento intermedio ERGIC-53-
GFP. Células HeLa se transfectaron con un pldsmido que codifica para la proteina
ERGIC-53-GFP vy tras aproximadamente 20-24 horas de expresion, las incubamos a
15°C por espacio de 1 hora. A continuacidén incubamos las células a 37°C, momento en
el que iniciamos un registro por microscopia confocal in vivo de las estructuras
marcadas con ERGIC53-GFP. De forma consistente con lo publicado en trabajos
previos (Ben-Tekaya et al., 2004), justo tras el cambio de temperatura observamos la
acumulaciéon de ERGIC-53-GFP en estructuras puntiformes estaticas y de tamafio
superior al observado en condiciones fisioldgicas. Sin embargo, durante los primeros
instantes tras el cambio de temperatura, pudimos ver la formacion de intermediarios de
transporte de morfologia tibulo-vesicular surgiendo de las estructuras puntiformes
iniciales. Al poco tiempo encontramos la mayor parte del marcaje de ERGIC53-GFP
asociado a estructuras de movilidad rapida, morfologia transitoria entre puntiforme y
tubular (sin aparente direccionalidad hacia el Golgi o el RE) y a menudo presentando
procesos de fusidn y fision con otras estructuras tanto moviles como estaticas (Fig. 9A
y pelicula 2). Contrariamente a lo observado en condiciones control, al afadir
propanolol al medio durante los 5 ultimos minutos de incubacion a 15°C, tras el cambio
a 37°C no observamos la formacion de tubulos. En estas condiciones, la proteina

permanecié acumulada en las estructuras puntiformes engrosadas y de escasa movilidad
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que observamos a 15°C (Fig. 9B y pelicula 3). Posteriormente, al retirar el propanolol
volvieron a formarse tabulos (Fig. 9C y pelicula 4).

Estos resultados indican que la actividad catalitica de las proteinas de la familia de las
PAP regula la morfologia y la formacion de intermediarios de transporte desde el

ERGIC.
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Figura 9. Inhibicion de la tubulacion del ERGIC en células tratadas con propanolol. Imdgenes obtenidas de las
peliculas adjuntas 2, 3 y 4. Células HeLa transfectadas con ERGIC53-GFP se incubaron a 15°C por 1 hora (A) tras
lo que las pasamos a 37°C iniciando un registro del movimiento de las particulas marcadas con ERGIC53-GFP a
lo largo del tiempo (A y magnificaciones). En el caso de la células tratadas con propanolol (panel B y
magnificaciones), la droga se afiadio durante los ultimos 5 minutos del tiempo de incubacion a 15°C, estando
presente durante todo el tiempo de la grabacion. Comparativamente podemos observar una inhibicion casi total de
la tubulacion del ERGIC en las células tratadas con propanolol. Tras retirar el propanolol del medio (C y paneles)

observamos una recuperacion progresiva de la formacion de tiubulos a lo largo del tiempo. Barra, 10um.

4. Silenciamiento de la LPP3 y efectos sobre la tubulacion del compartimento
intermedio.

Teniendo en cuenta la localizacidon a nivel de ERGIC de la LPP3 enddgena, y que la
inhibicion de la actividad de las PAP mediante el uso de propanolol dio como resultado
un bloqueo de la tubulacidon asociada al compartimento intermedio, nuestro siguiente

paso fue averiguar si este efecto se debia a una inhibicion de la actividad de LPP3. Con
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este objetivo silenciamos la expresion de LPP3 en dos lineas celulares distintas:
Swiss3T3 (silenciamiento por infeccion lentiviral de shRNAs) y Hela (silenciamiento

por transfeccion de siRNAs).
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Figura 10. Silenciamiento de la LPP3. (A) Lisados de células HeLa transfectadas con: a) hLPP3wt-FLAG, b)
SIRNAs inespecificos (non-traget pool, N-T) o dirigidos contra la LPP3 humana (combinacion de oligonucledtidos
n’6yn°8) y ¢ ) siRNAs N-T o 6+8 mds transfeccion con la mLPP3wt-myc. Los lisados se analizaron por immunoblot
con anticuerpos anti-LPP3, anti-FLAG y anti-myc.(B) Anadlisis cuantitativo de los niveles de LPP3 en células HeLa
control (sometidas al protocolo de transfeccion sin afiadir ninguna secuencia de siRNA), transfectadas con siRNAs
inespecificos (N-T), transfectadas con los siRNAs de LPP3 n°6 y n‘8, y transfectadas con una combinacion de ambos
tras 72 horas de silenciamiento (media + s.e.m, ***p < 0,001).(C) Células HeLa control y transfectadas con los
SIRNAs de LPP3 (6+8), teiiidas con anti-LPP3 tras 72 horas de silenciamiento. En la imagen podemos observar
como la transfeccion de los siRNAs de LPP3 produce una disminucion del marcaje de LPP3. (D) Lisados de células
swiss3T3 se obtuvieron tras 96 horas de la infectar las células con lentivirus vacios (control), o conteniendo dos
secuencias de shRNAs (TCR49 y TCR51) contra la LPP3 y se analizaron por immunoblot con anti-LPP3 (media +

s.e.m. ***p <0,001). La cuantificacion de los niveles de LPP3 en las diferentes condiciones ensayadas se muestra en

la grdfica de la derecha.

En células HelLa, al transfectar individualmente o en combinacién 2 secuencias de
siRNA dirigidas contra la secuencia codificante de la LPP3 humana, obtuvimos un nivel

de silenciamiento de la proteina del 70% (Fig. 10A y 10B). Como control de
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especificidad de nuestro anticuerpo, utilizamos lisados de células HelLa previamente
transfectadas con un plasmido codificante de la hLPP3wt unida a un tag FLAG. En la
figura 10A, se muestra como nuestro anticuerpo reconoce la LPP3 ectopicamente
expresada, obteniendo el mismo patrén de bandas cuando empleamos un anticuerpo
anti-FLAG. En la misma figura, también vemos como la LPP3 enddgena disminuye tras
72 horas de la transfeccion con los siRNAs. Al analizar el silenciamiento por
immunocitoquimica, también obtuvimos una disminucidén general, si bien no completa,
del marcaje de LPP3 (Fig. 10C). Finalmente, transfectamos una forma murina de LPP3
(mLPP3-myc) en células HelLa previamente transfectadas con los siRNAs contra la
secuencia humana de la proteina. Tras 24 horas de expresion, lisamos las células y
analizamos el contenido de LPP3 por immunoblot con anticuerpos anti-LPP3 y anti-
myc. En la figura 10A mostramos que la transfeccion de los siRNAs dirigidos contra la
secuencia humana de LPP3 no afecta a la expresion de la forma murina. Este resultado,
por una parte demuestra la especificidad de los siRNAs empleados, y por la otra da
validez a la forma murina de la LPP3 en experimentos de rescate (ver mas adelante).
Respecto al silenciamiento por infeccion lentiviral de shRNAs en células Swiss3T3,
obtuvimos resultados similares a los mostrados en células HeLa (Fig. 10D).

Como primera aproximacion al estudio de la funciéon de LPP3 en la regulaciéon de la
formacion de intermediarios de transporte entre el RE y el Golgi, estudiamos los
efectos del silenciamiento sobre la tubulaciéon del ERGIC. Para ello, transfectamos
células HeLa con los siRNAs de LPP3 y como control utilizamos un combinado de
secuencias de siRNA inespecificas (non-target pool) o bien células transfectadas sin
afiadir ninguna secuencia de siRNA (“células mock transfectadas™”). Las células se
incubaron a 15°C durante 30 minutos y luego las pasamos a 37°C durante 10 minutos,
tiempo suficiente para observar la aparicién de estructuras tubulares tras liberar el
bloqueo de temperatura. A continuacion, fijamos las células e hicimos
immunocitoquimica con anticuerpos anti-KDELr. Observamos que las células
silenciadas presentaban un menor nimero de estructuras tubulares tefiidas con KDELr
(Fig. 11A, cuantificacion en 11B).

Para comprobar que la inhibicién de la tubulacion causada por el silenciamiento de
LPP3, no fuese consecuencia de una alteracion en el citoesqueleto de microtubulos,

comprobamos su estado empleando anticuerpos anti-alll tubulina tanto en células HeLa
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control como en células silenciadas para LPP3. Ni el silenciamiento de LPP3 ni los
cambios de temperatura causaron alteraciones significativas en la integridad del

citoesqueleto de microtibulos (Fig. 11C).

Cambio a 37°C

Control

sIRNA
&
1

:

% de células con tubulos
(tras 10min. a 37°C)

0- T T
Control N-T LPP3

SIRNA

Cambio a 37°C

alll-tubulina

Figura 11. El silenciamiento de LPP3 inhibe la tubulacion del ERGIC. (4) Células HeLa control y silenciadas para
LPP3 se incubaron a 15°C durante 30 minutos (a y c) y después a 37°C por 10 minutos (b y d). A continuacion se
fijaron y tifieron con anti-KDELyr. En las magnificaciones de los paneles by d podemos ver como las células control
exhiben numerosas estructuras de morfologia tubular (ver flechas) que no aparecen en las células
silenciadas.(B)Andlisis cuantitativo del porcentaje de células control (sometidas al protocolo de transfeccion sin
ariadir siRNAs), transfectadas con los siRNAs inespecificos (N-T), o transfectadas con los siRNAs de LPP3 (6+8)
exhibiendo tubulacion del ERGIC (media £ s.e.m.,*p < 0,05).(C) Células HeLa control y silenciadas se sometieron al
mismo protocolo de cambios de temperatura, se fijaron en metanol y se tifieron con anti-alll tubulina. No se observan
diferencias en la integridad del citoesqueleto de microtubulos entre las células control y las silenciadas, ni tampoco
entre las células fijadas tras el tiempo de incubacion a 15°C y después de 10 minutos de cambiarlas a 37°C. Barras,

10um.
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Por ultimo, en un estudio anterior realizado en nuestro laboratorio demostramos que el
efecto del propanolol en la formacion de intermediarios de transporte, esta directamente
relacionado con una disminucion del contenido de DAG en el Golgi (Fernandez-
Ulibarri et al., 2007). Los efectos del propanolol pueden revertirse afiadiendo
exogenamente un analogo de DAG (2-dioctanoil-sn-glicerol (DOGQG)), cuya estructura de
acidos grasos de cadena corta permite su internalizacion hasta compartimentos de
membrana intracelulares. Profundizando en la relacion entre la actividad catalitica de
LPP3 y su funcion en el ERGIC, repetimos el experimento de tubulacion en células
control y silenciadas, pero afiadiendo DOG durante los 10 ultimos minutos de
incubacién a 15°C. La adicion de DOG en las células silenciadas produjo un incremento
significativo de la tubulacién asociada al ERGIC (Fig. 12). Este resultado permite
establecer una conexion entre los efectos del silenciamiento y la actividad catalitica de
LPP3, mas concretamente con su funcidén en la regulacion del metabolismo del DAG.

A modo de resumen, el conjunto de estos resultados indica que la LPP3 participa en la

formacidon de tibulos desde el ERGIC, y que este efecto estd asociado a la formacién de

DAG.

% de células con tubulos
(tras 10min. a 37:C)
8

Camblo a 37°C+ DOG

§.°

Control siRNA

Figura 12. El DOG revierte los efectos del silenciamiento de LPP3 sobre la tubulacion del ERGIC. Células Hela
control y silenciadas con los siRNAs de LPP3 se incubaron a 15°C durante 30 minutos, afiadiendo en los ultimos 5
minutos del tiempo de incubacion DOG. A continuacion se pasaron a 37°C por 10 minutos, se fijaron y se tifieron con
anti-KDELr. La adicion de DOG incrementa el porcentaje de células silenciadas mostrando tubulacion del ERGIC

(media + s.e.m., p < **0,01; ***p <0,001). Barras 10um.

5. La LPP3 no esta implicada en el transporte anterégrado entre el RE y el Golgi

Nuestro siguiente paso fue examinar si la inhibicion de la tubulacion del compartimento
intermedio causada por el silenciamiento de LPP3 conllevaba algln tipo de alteracion
en el trafico anterdgrado entre el RE y el Golgi. Con este objetivo utilizamos dos

marcadores ampliamente empleados en estudios de transporte en la via secretora: la
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proteina transmembrana VSV-G y la proteina luminal ssDsRed (soluble signal
sequence-tagged DsRed). Células HeLa constitutivamente expresando la proteina VSV-
G unida a GFP, control y silenciadas para LPP3, se incubaron a 40°C durante toda la
noche para acumular el VSV-G en el RE. A continuacién incubamos las células a 32°C,
obtuvimos lisados de las células control y silenciadas tras diferentes tiempos y los
sometimos a un test de resistencia a la enzima Endo H. En este ensayo, las proteinas que
llegan al Golgi y completan su glicosilacion presentan resistencia a EndoH y una menor
movilidad electroforética, mientras que las proteinas que no alcanzan el Golgi y por
tanto no finalizan su glicosilacién son sensibles a la accién de la EndoH y presentan
mayor movilidad electroforética. En la figura 13 podemos ver como la dindmica de
adquisicion de resistencia a EndoH se produjo al mismo tiempo en la células control y
en las silenciadas, lo que es demostrativo de que el silenciamiento de LPP3 no impide el

transporte entre el RE y el Golgi ni tampoco el transporte intra-Golgi (cis / medial).

Figura 13. El silenciamiento de LPP3 no afecta el transporte
Omin 15min  30min 60 mn
- + - + - + - + anterogrado entre el RE y el Golgi del VSV-G. Células HelLa

- .. e :g establemente expresando la proteina VSV-G-GFP control y
silenciadas para LPP3 se incubaron a 40°C durante las ultimas

- 24 horas del protocolo de silenciamiento. A continuacion las

e el el ]

siRNA  Contral

células se incubaron a 33°C en presencia de cicloheximida y

obtuvimos lisados celulares tras diferentes tiempos del cambio
I Control de temperatura. Cada lisado se sometio al protocolo de
60 [] siRNA digestion por la enzima EndoH, tras lo que procesamos las

muestras por immunoblot con anti-GFP. En la figura podemos

R/I(R+8)%

observar como el ratio entre la fraccion de VSV-G-GFP

resistente a EndoH respecto la proteina total no varia entre las

o células control y las silenciadas a los diferentes tiempos
i T T T T

Omin  15min  30min 60 min analizados (media = s.e.m. N=2).

En nuestro segundo ensayo, cotransfectamos células HeLa control y silenciadas con
plasmidos codificando las proteinas ssDsRed y ERGIC53-GFP. Sincronizamos el
transporte del ssDsRed desde el ERGIC incubando las células durante 2 horas a 15°C.
Tanto en células control como en las silenciadas pudimos observar el ssDsRed
acumulado en estructuras puntiformes citoplasmaticas. Por el contrario, al pasar las
células a 37°C, se produjo una disminucidén de estructuras puntiformes, aumentando

paralelamente el marcaje en el Golgi (Fig. 14A). Medimos el porcentaje de
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colocalizacion del ssDsRed con ERGIC53-GFP respecto al marcaje total de ssDsRed
(excluyendo el area del Golgi), pero no hubo diferencias entre las células control y las
silenciadas (Fig. 14D). Sin embargo, el porcentaje de colocalizacién de ERGIC53-GFP
con el ssDsRed respecto al marcaje total de ERGIC53-GFP (exceptuando el area
perinuclear correspondiente al Golgi) fue significativamente superior en las células
silenciadas (Fig. 14B, paneles ¢ y f y magnificaciones; cuantificacion en Fig. 14C). Este
resultado se correlacionaba con una disminucion del nimero de estructuras puntiformes
marcadas con ERGIC53-GFP asi como con un incremento de su didmetro medio,
sugiriendo que de la deplecion de LPP3 induce un cambio en la morfologia del

compartimento intermedio (Fig. 14E y 14F).
Figura 14. El silenciamiento de LPP3

altera la morfologia del ERGIC sin
impedir la salida de cargo del ERGIC
al Golgi. (4). Células HeLa control y
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(B) Imdgenes representativas de la distribucion de ssDsRed en relacion a ERGIC53-GFP en células control y
silenciadas. En los paneles ¢ y d destaca una disminucion del nimero de estructuras puntiformes marcadas con
ERGIC53-GFP en las células silenciadas siendo éstas de mayor tamario. En los paneles e y f destaca un incremento de la
colocalizacion de ERGIC53-GFP con el ssDsRed (ver magnificaciones de la region encuadrada), sin embargo en ambos
casos el marcaje de ssDdRed se encuentra mayoritariamente fuera del ERGIC.(C) Porcentaje de colocalizacion de
ERGIC53-GFP respecto ssDsRed. (D) Porcentaje de colocalizacion de ssDsRed respecto ERGIC53-GFP. (E) Densidad
de estructuras puntiformes de ERGIC53-GFP. (F) Diametro promedio de las estructuras puntiformes marcadas con
ERGIC53-GFP. Las grdficas C, E y F muestran que el silenciamiento de LPP3 causa un incremento de la colocalizacion
de ERGIC53-GFP con ssDsRed que se acompaiia con una disminucion del nimero de estructuras puntiformes y un
incremento de su diametro promedio. Sin embargo, el porcentaje de colocalizacion de ssDsRed con ERGIC53-GFP no
muestra variaciones (F), indicativo de que el ssDsRed abandona el ERGIC a una dindmica similar en las células control

y silenciadas. Media +s.e.m., *p <0,05. Barras, 10um
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Figura 15. La densidad de particulas del KDELr disminuye al silenciar LPP3. Células HeLa control y
silenciadas para LPP3 se fijaron y tifieron con anti-KDELr. En la figura mostramos como en condiciones basales
las células silenciadas para LPP3 presentan una disminucion de la densidad de estructuras puntiformes (niimero
de particulas divido por drea de la célula, excluyendo el Golgi) marcadas con KDELr. Media + s.e.m., *p < 0,05.

Barra, 10um.

A modo de confirmacién, medimos en condiciones fisiologicas (es decir, sin
manipulacion de temperatura) la densidad de estructuras puntiformes del compartimento
intermedio en células control y silenciadas. De acuerdo con los resultados previos, se
produjo una disminucion de la densidad de estructuras puntiformes marcadas con el

KDELr en las células silenciadas (Fig. 15).

En referencia a este resultado, se ha descrito que el silenciamiento de algunas proteinas
que actlian como receptores transmembrana en el compartimento intermedio impide el
reclutamiento de B-COP, causando alteraciones morfoldgicas en el ERGIC similares a
las aqui descritas, es decir, disminuciéon del numero de estructuras puntiformes
(Mitrovic et al., 2008). En base a esto, examinamos la distribucién de B-COP en células
HeLa control y silenciadas para LPP3. Ni la incubacién a 15°C (1h), ni el paso de las
células a 37°C (10 minutos), produjo diferencia alguna en cuanto a la localizacidon de

B-COPI en el ERGIC y el Golgi (Fig. 16).
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El conjunto de estos resultados indica que la LPP3 participa en el mantenimiento de la
estructura y la formacion de intermediarios de transporte desde el ERGIC, pero no en el

transporte anterdgrado entre el RE y el Golgi.

Control . ] siRNA

37°C (10 min.)

Figura 16. El silenciamiento de LPP3 no
produce alteraciones en el reclutamiento
del COPL Células HeLa control y
silenciadas para LPP3 se incubaron a 15°C
por 1 hora y seguidamente a 37°C por 10
minutos. Las células se fijaron en metanol a
y se tifieron con anti-fCOPI.  Podemos
observar cémo no existen diferencias

aparentes en la distribucion del PCOPI a

: nivel del Golgi ni de las estructuras

puntiformes correspondientes al ERGIC

entre las células control y silenciadas.

Igualmente, no observamos diferencias
entre las diferentes temperaturas de

incubacion (15°C y 37°C). Barra, 10um.

6. La LPP3 participa en el transporte retrogrado del Golgi al RE

Una vez caracterizado el papel de la LPP3 en las etapas mas tempranas de la via
secretora, y basandonos en la localizacion parcial de la LPP3 enddgena y
sobreexpresada a nivel del Golgi, pasamos a estudiar la funcién de la LPP3 en la
estructura del Golgi asi como en la formacion de intermediarios de transporte del Golgi

al RE (transporte retrogrado).

Al igual que hicimos en el estudio sobre el ERGIC, analizamos en primer lugar la
tubulacion del Golgi. Se ha publicado que la incubacion de las células a 15°C induce la
formacion de estructuras tubulares desde el Golgi estando enriquecidas en proteinas Rab
(Rab6) y SNAREs (Gos28 y GS15) (Martinez-Alonso et al., 2007). Células Hela que
expresaban niveles moderados de la proteina de fusion Rab6-GFP se incubaron a 15°C
por espacio de 1 hora. Tras este tiempo, pasamos las células a 37°C e iniciamos una

grabacion del Rab6-GFP por microscopia confocal in vivo. Justo en los instantes
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iniciales tras el cambio de temperatura, pudimos ver estructuras tubulares y puntiformes
de Rab6-GFP tanto en el citoplasma como asociadas al Golgi. La mayor parte de los
tubulos iniciales se fisionaron rapidamente tras el cambio de temperatura, dando lugar a
la formacion de intermediarios de transporte de morfologia vesicular. A lo largo del
tiempo de grabacion, observamos la salida de nuevas vesiculas desde el Golgi, la
mayor parte dirigidas principalmente hacia la periferia de la membrana, en donde se ha
descrito que se produce su entrada en el RE (White et al., 1999) (Fig. 17 y pelicula 5).
Al afiadir propanolol justo en el momento de efectuar el cambio de temperatura,
pudimos ver una disminucién notable de la salida de vesiculas de Rab6-GFP desde el
Golgi asi como que los tubulos adquirian una mayor longitud (Fig. 17 y pelicula 5).
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Figura 17. El propanolol altera la formacion de intermediarios de transporte Rab6. Imdgenes extraidas de la

pelicula 5. Células HeLa establemente transfectadas con Rab6-GFP se incubaron a 15°C por 1 hora, tras lo cual

iniciamos un registro de la formacion y movimiento de los intermediarios de transporte marcados con Rab6-GFP
en condiciones control (panel de la izquierda y magnificaciones debajo) y de tratamiento con propanolol (panel de
la derecha y magnificaciones debajo). Las flechas de las imdgenes correspondientes a la secuencia temporal
sefialan intermediarios de transporte saliendo del Golgi. En las células tratadas con propanolol podemos observar

como las estructuras tubulares adquieren una mayor longitud que en las células control, tardando mds en

producirse su fision desde el Golgi. Barra, 10um.
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A continuacién estudiamos si el silenciamiento de LPP3 podia afectar a la formacion de
intermediarios de transporte de Rab6. Siguiendo el mismo protocolo, células HeLa que
expresaban constitutivamente Rab6-GFP, control y silenciadas, se incubaron a 15°C
para acumular vesiculas y tibulos marcados con Rab6-GFP en el citoplasma. Tras este
periodo de incubacidn, no observamos diferencias aparentes entre las células control y
las silenciadas (Fig. 18A, paneles a y ¢). Sin embargo, tras pasar las células nuevamente
a 37°C, las células silenciadas presentaron una menor densidad de particulas Rab6-GFP
(vesiculas y tabulos) en el citoplasma (Fig. 18B), un menor numero de tibulos por
célula (Fig. 18C) y un incremento de la longitud promedio de dichos tubulos (Fig.

18D). El conjunto de estos resultados es indicativo de que la LPP3 participa en la

formacidn y salida de intermediarios de transporte de Rab6 desde el Golgi.

A 15°C 37°C (10 min)
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Figura 18. El silenciamiento de LPP3
disminuye la formacion de intermediarios
de transporte Rab6. (A) Células Hela
establemente expresando ~ Rab6-GFP
control 'y silenciadas para LPP3 se
incubaron a 15°C por 1 hora (paneles ay c)
y se pasaron a 37°C por 10 minutos
(paneles b y d). Las cuantificaciones que
aparecen en B, C y D corresponden a los
10 minutos de incubacion a 37°C. (B)
Numero de intermediarios de transporte
marcados con Rab6-GFP en las células
silenciadas respecto las células control. (C)
Cuantificacion del niuimero de tubulos de
Rab6-GFP por célula. (D) Longitud
promedio de los tibulos de Rab6-GFP.
Colectivamente las células silenciadas
presentan un numero inferior de particulas
Rab-6 (B) y del mimero de tubulos (C),
acompariado de un incremento  de la
longitud de éstos (D). Media £ s.e.m., *p <
0,05. Barra 10um.

Para comprobar esta hipdtesis estudiamos el trafico del Golgi al RE de una proteina

cuyo transporte retrogrado es dependiente de Rab6: la subunidad B de la Shiga toxin
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unida al fluoréforo Cy3 (STxB-Cy3). Células HeLLa Rab6-GFP control y silenciadas se
incubaron a 4°C con la STxB-Cy3 (Fig. 19A, paneles a y d), permitiendo la unién de la
toxina a su receptor de membrana (el glicoesfingolipido Gb3). Tras retirar la toxina no
unida a membrana reemplazando el medio, pasamos las células a 37°C durante 2 horas,
tiempo suficiente para que se produjese la llegada de la STxB-Cy3 al Golgi. En la
figura 19A (paneles b y e) mostramos que la internalizacidon hasta el Golgi se produjo
de forma simultdnea en las células control y las silenciadas. A continuacién incubamos
las células a 15°C por espacio de 1 hora, sincronizando el transporte de la STxB-Cy3
entre el Golgi y el RE. En este punto pudimos ver un cambio en la distribucion de la
STxB, que pasé a verse tanto en el Golgi como en estructuras vesiculares distribuidas
por el citoplasma (Fig. 19A, ¢ y f). Tras pasar a 37°C, en las células control
observamos una rdpida desapariciéon del marcaje en vesiculas, al tiempo que
observamos la aparicion de un marcaje de RE (evidente por la tincidon de la envoltura
nuclear) (Fig. 19B, panel a).Sin embrago, en las células silenciadas la localizacion de la
STxB-Cy3 en el RE fue significativamente inferior, y en la mayoria de las células la
STxB-Cy3 permanecio retenida en el Golgi y en las estructuras vesiculares formadas
tras la incubacién a 15°C (Fig. 19B, panel c, cuantificacion en 19C). También resulta
interesante que en las células control en ocasiones observamos colocalizaciéon de Rab6-
GFP con la STxB en intermediarios de transporte (vesiculas y tibulos), especialmente
en regiones proximas a la periferia celular (Fig. 19B, panel b). Sin embargo, en las
células silenciadas, en concordancia con la disminucidn de vesiculas y tibulos Rab6-
GFP positivos (Fig. 18B), la mayor parte de las estructuras vesiculares marcadas con
STxB mostraron un bajo nivel de colocalizaciéon con Rab6-GFP (Fig. 19B, panel d).
Para comprobar que los defectos en el transporte dependiente de Rab6 no eran
inespecificos, al cabo de 48h de haber transfectado con los siRNAs de LPP3, las células
se transfectaron de nuevo con un plasmido codificante para la forma murina de la LPP3
(mLPP3wt-myc). Ya mostramos anteriormente que la expresion de la mLPP3wt-myc no
se veia afectada por los siRNAs contra la forma humana (Fig. 10A). Tras 72 horas de
silenciamiento (las ultimas 20 horas expresando la mLPP3-myc) sometimos a las
células al protocolo de internalizacién de la STxB empleado anteriormente, y vimos que
la sobreexpresion de mLPP3-myc rescataba el defecto en el transporte hasta el RE de la

STxB-cy3 (figura 20).
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Figura 19. El silenciamiento de LPP3 retrasa el transporte retrogrado del Golgi al RE de la STxB. (4) Células
HeLa establemente expresando Rab6-GFP control y silenciadas para LPP3 se incubaron a 4°C por 15 minutos en
presencia de la STxB-cy3 (a y d). Tras este tiempo retiramos el medio con la toxina, lo reemplazamos por DMEM
fresco, e incubamos las células a 37°C por 2 horas (b y d) seguido de 1 hora a 15°C (e y f). A este tiempo no
observamos diferencias en la distribucion subcelular de la STxB entre las células control y las silenciadas. (B)
Tras la incubacion a 15°C, las células se incubaron nuevamente a 37°C por 10 minutos. A este tiempo observamos
una mayor proporcion de células control exhibiendo localizacion de la STxB en el RE (panel a, las flechas sefialan
el marcaje de envoltura nuclear propio de las proteinas de RE) respecto las células silenciadas (panel b). Por otra
parte, en las células control pudimos observar una mayor colocalizacion de la STxB con rab6-GFP (panel b y

magnificaciones de la derecha) en comparacion con las células silenciadas (panel d y magnificaciones de la

derecha). (C) Cuantificacion del porcentaje de células control y silenciadas mostrando llegada de la STxB-cy3 al

RE. Media + s.e.m., *p <0,05. Barras, 10um.

\

Figura 20. Rescate de los efectos del silenciamiento de la LPP3 sobre el transporte de la STxB por la
sobreexpresion de mLPP3wt-myc. Células Hela silenciadas para LPP3 se transfectaron con un plasmido
codificando la forma murina de LPP3 (mLPP3wt-myc) durante las ultimas 24 horas del protocolo de silenciamiento.
Al cabo de 20-24 horas las células se sometieron al mismo protocolo de internalizacion de la STxB especificado en la
figura 19. En la figura se muestra la distribucion de la StxB en células silenciadas sobreexpresando (asteriscos) o no
(flecha) la mLPP3wt-myc. Podemos observar como en las células que expresan la mLPP3wt-myc la STxB-cy3
presenta una distribucion de RE, mientras que en la célula contigua que no sobreexpresa la mLPP3wt-myc, la STxB-

cy3 muestra marcaje exclusivamente de Golgi. Barras, 10um.

El conjunto de estos resultados indica que la LPP3 regula el transporte de Golgi a RE
Rab6-dependiente.
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7. La sobreexpresion de un mutante cataliticamente inactivo de LPP3 reproduce

los efectos del silenciamiento de LPP3 sobre el trafico Rab6-dependiente.

Nuestro siguiente paso consistié en examinar si la expresion de la forma silvestre de
LPP3 (LPP3wt) o del mutante cataliticamente inactivo (LPP3S197T) causaban
alteraciones en el transporte entre el Golgi y el RE. En primer lugar estudiamos la
formacion de intermediarios de transporte Rab6. Con este proposito, cotransfectamos
células Hela con el plasmido Rab6-myc, conjuntamente con la hLPP3wt-GFP. El
analisis de la distribucion de ambos marcadores reveld un alto grado de colocalizacion
tanto a nivel del Golgi, asi como en estructuras de tipo vesicular y en la membrana
plasmatica (Fig. 21A). Se ha publicado que Rab6 participa ademés de en el transporte
del Golgi a RE, en el del Golgi a la membrana plasmatica (Grigoriev et. al., 2007 y
2011, White et al., 1999). Para determinar si una parte de la colocalizacion de LPP3 y
Rab6 se encontraba en intermediarios de transporte dirigidos al RE, utilizamos la STxB.
A un tiempo en que la STxB ya ha alcanzado el Golgi y se dirige hacia el RE, pudimos
observar colocalizacidon de la toxina con LPP3-GFP en estructuras vesiculares (Fig.

21B).

Figura 21. Colocalizacion de la
hLPP3wt-GFP con Rab6 y la STxB.
(4) Células HeLa se cotransfectaron

con la hLPP3wt-GFP y Rab6-myc y

tras aproximadamente 20 horas se
fijaron y tifieron con anti-myc. En la
imagen podemos ver como LPP3 y
Rab6 colocalizan en el Golgi, en
regiones de la membrana plasmdtica y
en estructuras de morfologia vesicular

(sefialadas por las puntas de flecha en

las magnificaciones).

(B) Células HeLa transfectadas con hLPP3wt-GFP se incubaron por 15 minutos a 4°C en presencia de la STxB,
tras lo cual las células se incubaron 2 horas a 37°C y 1 hora a 15°C. En las imdgenes podemos observar
colocalizacion de la hLPP3wt-GFP con la STxB-cy3 en estructuras de tipo vesicular (puntas de flecha), sin
embargo también observamos vesiculas marcadas con hLPP3wt-GFP en las que no hay colocalizacion con la

STxB-cy3 (flechas). Barras 10um.
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Este resultado demuestra que al menos una parte de las vesiculas que contienen Rab6 y
LPP3 se dirigen hacia el RE. Es importante remarcar que esta colocalizacion a nivel del
Golgi sélo se observo en células que presentaban niveles medios /bajos de expresion de
Rab6. Las células con altos niveles de expresidon, por el contrario, mostraron una
localizacion de Rab6 casi exclusiva en el RE (Fig. 22A, paneles a y ¢). Ello coincide
con lo publicado sobre el efecto equivalente al de la brefeldina A cuando se
sobreexpresa la forma silvestre de Rab6 o también la constitutivamente activa (Rab6-
GTP) (Martinez et. al., 1997). Al sobreexpresar conjuntamente con Rab6 el mutante
cataliticamente inactivo de LPP3, se redujo significativamente el porcentaje de células
que mostraban Rab6 en el RE (Fig. 22A, paneles b y d, cuantificacion en Fig. 22B).

A

Figura 22. La sobreexpresion de la

hLPP3S197T-GFP  inhibe la

LPP3wt-GFP

relocalizacion de Rab6-myc al RE.
(4) Células HeLa se cotransfectaron
con la hLPP3wt-GFP (paneles
superiores) o hLPP3S197T-GFP
(paneles inferiores) mds Rab6-myc.
Tras 20 horas de expresion las
células se fijaron y tifieron con anti-
LPP381-??TZGFP myc. En las imdgenes mostramos
colocalizacion en el RE de la
hLPP3wt-GFP y Rab6-myc en
células con elevados niveles de
expresion de Rab6. Contrariamente,
no observamos esta redistribucion

de Rab6 al RE en aquellas células

que  conjuntamente con  Rab6

expresan la hLPP3S197T-GFP. (B)

B 180 B RE Cuantificacion del porcentaje de
o 80 | [] Golgi + RE ] célula transfectadas con Rab6-myc,
% | hLPP3wt-GFP mds Rab6-myc o
£ hLPP3S197T-GFP mds Rab6-myc,
E N mostrando Rab6 exclusivamente en
g 20 - I ﬂ el RE o bien en el Golgi y el RE.
0 | ‘ i Media + s.e.m. N = 2. Barra, 10um

T T
Rab6  Rab6+ Rab6 +
LPP3wt LPP3S197T
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A continuacidon examinamos si este bloqueo de la redistribucién de Rab6 al RE en las
células que expresaban la LPP3S197T, se debia a una inhibicién del transporte
retrégrado de Rab6. Con este propdsito, estudiamos la dinamica de llegada al RE de la
STxB en células sobreexpresando las formas silvestre y mutante de LPP3.
Transfectamos células COS-7 con la hLPP3wt-GFP o la hLPP3S197T-GFP y las
sometimos al protocolo de internalizacion de la STxB. En la figura 23A, vemos
colocalizacion en el RE de la STxB con la hLPP3wt-GFP, pero no con la
hLPP3S197T-GFP (cuantificacion en 23B).

Internalizacién de STxB [37°C (2 h) > 15°C (1 h) = 37°C (1h} ]

Figura 23. La sobreexpresion de
hLPP3S197T-GFP retrasa el transporte de
la STxB del Golgi al RE. (4) Células COS-7
se cotransfectaron con hLPP3wt-GFP o
hLPP3S197T-GFP  mads un  pldsmido

codificante para la Gb3-sintasa. Tras
aproximadamente 20 horas de expresion las
células se incubaron a 4°C por 30 minutos
en presencia de la STxB. Tras retirar la
toxina del medio las células se incubaron a

37°C por 2 horas, seguido de 1 hora a 15°C

— SixB-cy3 —hLPP3wt / S19TT-GFP — {I LPP3 - 1 SxB) Yy una hora mas a 37°C. Las imdgenes

muestran cémo a este tiempo en las células

LPP3wtL-GFP

2 que sobreexpresan la hLPP3wt-GFP la StxB

™ 200
= 150 se encuentra localizada en el RE, sin

£ ;

= embargo en las células que sobreexpresan la
o hLPP3S197T-GFP la STxB se encuentra
distribuida entre el Golgi y estructuras de
tipo vesicular. (B) En la grdfica, el nivel de

250
Eow localizacion de la STxB en el RE se calculo

£150
£100 s b como el promedio de la diferencia entre los

il:} ‘,:“ )
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(I 8TxB = | LPP3)

LPP3wt S197T

114

LPP3wt-GFP y LPP3S197T-GFP a lo largo
de lineas trazadas aleatoriamente sobre el
marcaje  reticular de LPP3wt-GFP y
LPP3S197T-GFP. A mayor solapamiento de
ambos marcajes, menor diferencia respecto
los valores de intensidad de cada marcador.

Media + s.e.m. N=2. Barra, 10um
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Estos resultados demuestran que la LPP3 se asocia con Rab6 en intermediarios de
transporte, parte de los cuales estdn dirigidos del Golgi al RE. Por otro lado, la
sobreexpresion del mutante cataliticamente inactivo de LPP3, reproduce los defectos

sobre el transporte retrogrado dependiente de Rab6 obtenidos tras silenciar LPP3.

8. El silenciamiento de la LPP3 produce alteraciones en la ultraestructura del

Golgi

A continuacidn analizamos si las alteraciones funcionales descritas se correlacionaban
con algin de tipo de alteracidn a nivel de la ultraestructura del Golgi. Con este objetivo,
silenciamos la LPP3 en células swiss3T3 por infeccidn lentiviral de shRNAs. Al cabo
de 96 horas, fijamos las células y las observamos por microscopia electrénica. A
diferencia de las células control (Fig. 24A), las células silenciadas mostraron una cierta
dilatacion de las cisternas de Golgi acompafiada de un incremento del numero de
perfiles vesiculares, algunos en proceso incompleto de fision (Fig. 23B-C). De forma
significativa, algunas de estas estructuras vesiculares mostraron una cubierta de material

electrodenso, lo cual es indicativo de la presencia del coatdmero (Fig. 23D).

Figura 24. El silenciamiento de LPP3 causa
alteraciones en la ultraestructura del Golgi.
Células swiss3T3 control (infectadas con lentivirus
vacios) 'y silenciadas para LPP3 (infectadas con
lentivirus conteniendo los shRNAs de LPP3) se
fijaron y analizaron por microscopia electronica
tras 96 horas del protocolo de infeccion lentiviral.
(4) Apariencia del Golgi en células control.
Observamos la caracteristica morfologia de
cisternas aplanadas (B-D) En las células
silenciadas observamos un incremento notable de
perfiles vesiculares en la proximidad de cisternas
de Golgi engrosadas (ver circulos en B) .En (D)
observamos  una  magnificacion  del  drea
encuadrada en (C). Las flechas sefialan la
presencia de vesiculas en proceso de gemacion de
la parte lateral de las cisternas. Observamos que
algunas  estan  cubiertas de un material

electrodenso, caracteristico de la presencia de

COPI Rarra 200nm
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Esta observacion hizo que nos plantedsemos si tal y como sucede con el transporte
retrogrado dependiente de Rab6, el transporte dependiente del coatomero (COP-I) podia
verse igualmente alterado tras el silenciamiento de LPP3. Para analizar esta hipdtesis
monitorizamos el transporte de la STxB que contiene en su COOH la secuencia KDEL.
Dicha secuencia permite la interaccion de las proteinas con el receptor de KDEL en el
Golgi, tras lo que son transportadas al RE en vesiculas COP-1. Células Swiss3T3 control
y silenciadas con los shRNAs de LPP3 se incubaron con la STxB-KDEL-Cy3 a 19°C
para bloquear el transporte desde los endosomas tempranos (Fig. 25A-J). A
continuacion, cambiamos las células a 37°C y las fijamos a diferentes tiempos para
evaluar la llegada de la STxB-Cy3 hasta el RE. En la figura 25 (paneles E-P, y gréafica),
observamos que en las células silenciadas se produjo un retraso en el transporte de la
STxB-KDEL-Cy3 desde el Golgi, indicativo de que la LPP3 también regula el
transporte retrogrado dependiente de COP-1.

Contro! ShRNA
SDEKOEL SIS KOEL Sl Figura 25. El silenciamiento de LPP3

causa un retraso en el transporte
retrogrado de la STxB-KDEL de Golgi a
RE. Células siss3T3 control y silenciadas
se incubaron con la STxB-KDEL-cy3 a

Giantin Giantin

19°C por 3 horas. La localizacion de la
STxB-KDEL-cy3 en este compartimento
se determino haciendo ICC con anti-
EEAl (4, B, I, J). Seguidamente las
células se incubaron a 37°C por
diferentes tiempos, tras lo que se fijaron
y procesaron por ICC con anti-giantina
(C-H, K-P). Podemos observar como tras
4 y 6 horas de efectuar el cambio de
temperatura a 37°C en las células control
la STxB-KDEL-cy3 ha llegado al RE,

mientras en las células silenciadas

——— todavia la vemos asociada al Golgi. En la

3 :hRNA .
grdfica se muestra el porcentaje de
células control y silenciadas presentado

STxB-KDEL-cy3 en el RE a diferentes

Marcaje de la STxB-KDEL
en el Golgi (%)

tiempos de internalizacion. Media +

s.e.em. N = 2. Barra, 10um.

H
Tiempo (h.)
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Colectivamente estos resultados indican que la LPP3 es necesaria para el correcto
mantenimiento de la estructura y funcionalidad del aparato de Golgi, regulando la
formacion de intermediarios de transporte COP-I y Rab6 dependientes, y por tanto, el

transporte retrogrado de cargo del Golgi al RE.

9. Relacion entre el DAG y la tubulacion del Golgi y alteraciones en la homeostasis
del DAG en células silenciadas para LPP3

Una vez determinados los efectos del silenciamiento de la LPP3 en la funcionalidad y
morfologia del ERGIC y el Golgi, y habiendo establecido una relacion entre la actividad
catalitica de LPP3 y sus efectos en el transporte (reproduciéndolos al tratar las células
con propanolol y mediante la sobreexpresion de una forma cataliticamente inactiva de la
proteina), nos planteamos estudiar si existia una conexion directa entre el conjunto de
las alteraciones morfoldgicas y funcionales descritas y la sintesis de DAG dependiente
de LPP3.

Como primera aproximacion, estudiamos la relacién entre el DAG y el transporte
retrégrado dependiente de Rab6. Para ello transfectamos células Hel.a con el dominio
C1b de PKCO unido a GFP, caracterizado en estudios previos como sensor de los
niveles de DAG en el Golgi (Carrasco y Mérida, 2004; Fernandez-Ulibarri et al., 2007)
y las sometimos al protocolo de internalizacién de la STxB descrito anteriormente: 2
horas de internalizacion a 37°C, seguido de 1 hora de incubacién a 15°C para observar
la formacion de intermediarios de transporte entre el Golgi y el RE. A este tiempo
iniciamos una grabacidn in vivo de las células presentando doble marcaje de STxB y el
dominio Cl1.Tras la incubacion a 15°C observamos numerosos tubulos formados desde
el Golgi y tefiidos con el dominio C1 y con la STxB. También vimos colocalizacion de
ambos marcadores en vesiculas proximas al RE (Fig. 26 y pelicula 6). Estos resultados
demuestran que los tibulos de Rab6 con direccion al RE contienen DAG, de lo que
hablaremos con mayor profundidad en el apartado de discusion.

A continuacién utilizamos el dominio C1b de PKCHO para evaluar si el silenciamiento de
LPP3 se correlacionaba con una disminucién de los niveles de DAG en el Golgi.
Células swiss3T3 control y silenciadas para la expresion de LPP3 se transfectaron con

el plasmido de PKCO-C1b-GFP. Como podemos observar en la figura 27, las células

117



RESULTADOS

STxB-Cy3 LPP3-GFP

LPP3-GFP STxB-Cy3
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Figura 26. Colocalizacion de la STxB con el dominio C1b de PKCO en intermediarios de transporte dirigidos al
RE. Imdgenes extraidas de la pelicula 6. Células HeLa expresando PKCO-C1b-GFP se incubaron en presencia de la
STxB-cy3 a 4°C por 30 minutos, tras lo cual, la toxina fue retirada del medio y las células se incubaron a 37°C por
2 horas, seguido de 1 hora a 15°C. En este momento se inicio una grabacion a 37°C registrando simultaneamente el
marcaje de PKCOC1b-GFP y STxB-cy3. En la imagen podemos observar como existe colocalizacion entre la STxB-
cy3 y la PKCOC1b-GFP a nivel del Golgi y en las estructuras tubulares originadas durante el periodo de incubacion
a 15°C. En la parte inferior de la imagen mostramos magnificaciones de las regiones encuadradas, en las que se
observa colocalizacion de la STxB-cy3 y la PKCOC1b-GFP en estructuras de tipo vesicular en estrecha asociacion a

los filamentos del RE (ver flechas y pelicula numero 6). Barra, 10um.

silenciadas presentaron una disminucién notable de la intensidad de fluorescencia
correspondiente al dominio C1 en el Golgi.

Finalmente nos planteamos estudiar a nivel bioquimico los efectos del silenciamiento
sobre la homeostasis del DAG. Con este objetivo células HeLa control y silenciadas
para la expresion de LPP3 se incubaron en presencia de [C'*]acetato durante las Gltimas
24 horas del protocolo de silenciamiento. Al dia siguiente, lisamos las células y
analizamos el contenido de fosfolipidos y lipidos neutros por cromatografia de capa

fina (TLC). Como podemos ver en la figura 28 tanto el nivel de los principales
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control shRNA

GFP-C1-PKC

GM130

GFP-C1-PKC

3

Figura 27. El silenciamiento de LPP3 causa una disociacion del dominio C1b de PKCO del Golgi. Células
sxwis3T3 control y silenciadas para LPP3 se transfectaron con PKCO-C1b-GFP las ultimas 24 horas del protocolo
de silenciamiento. Tras aproximadamente 16-17 horas de expresion las células se fijaron y procesaron por ICC con
anti-GM130. En las imdgenes podemos observar una disminucion en la intensidad del marcaje correspondiente al

dominio CI en el Golgi en las células silenciadas respecto las células control. Barra, 10um.

fosfolipidos (fosfatidilcolina, PC; fosfatidilserina, PS; fosfatidiletanolamina; PE,
esfingomielina, SM, fosfatidilinositol; PI y acido fosfatidico; PA) como el nivel de
lipidos neutros (suma de diacilglicerol, DAG; triacilglicerol, TAG y colesterol, Chol),
expresado como marcaje por microgramo de proteina, experimentd un descenso
significativo en las células silenciadas respecto las células control. Por otra parte, al
expresar los niveles de los diferentes fosfolipidos como porcentaje respecto al total de
fosfolipidos, las cantidades relativas de cada una de las especies moleculares analizadas

no experimentaron ninguna variacion.
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Figura 28. El silenciamiento de LPP3 reduce la sintesis de novo de fosofolipidos y lipidos neutros. Células HeLa
control y silenciadas se incubaron con ['*CJ-actetato las iltimas 24 horas del protocolo de silenciamiento. Los
lipidos fueron extraidos, separados por TLC y cuantificamos la seriial radioactiva. En las células silenciadas
observamos una disminucion general del marcaje de los principales fosfolipidos (PE, fosfatidiletanolamia; PC,
fosfatidilcolina; SM, esfingomielina; PI, fosfatidilinositol; PS, fosfatidilserina) normalizado por microgramo de
proteina. Por otra parte, los niveles relativos de las diferentes especies de fosfolipidos no variaron al ser expresados
como porcentaje respecto el total de fosofolipidos. En relacion al marcaje de lipidos neutros, en las células
silenciadas también obtuvimos una disminucion en la cantidad de lipidos neutros (colesterol, diacilglicerol y
triacilglicerol) por microcramo de proteina. Sin embargo, en las células silenciadas los niveles relativos de DAG y
TAG respecto el total de lipidos neutros se encuentra significativamente disminuido respecto las células control.

Esta disminucion concuerda con un incremento del porcentaje de PA sobre el total de fosfolipidos.

Contrariamente, al cuantificar el porcentaje relativo de DAG y TAG respecto el marcaje
total de lipidos neutros, observamos un notable descenso en las células silenciadas,
indicando que la formacion de DAG a través de la via de sintesis de novo (la que refleja
la incorporacidn de acetato) se encuentra disminuida por el silenciamiento de LPP3. De
forma consistente con este resultado medimos un incremento en el porcentaje de PA
respecto al total de fosfolipidos. Estos resultados demuestran que el silenciamiento de
LPP3 disminuye la sintesis de novo de DAG

Finalmente, para estudiar si esta reduccion en la sintesis de novo de fosfolipidos se veia
compensada por un incremento en las vias de reciclaje, examinamos la incorporacion de
[P*] 4cido ortofosférico. Los resultados obtenidos muestran que el marcaje de los

principales fosfolipidos no varia en las células silenciadas respecto las control,
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manteniéndose el porcentaje relativo de las diferentes especies moleculares de

fosfolipidos sobre el total de fosfolipidos (Fig. 29).
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Figura 29. Los niveles de los principales
Jfosfolipidos marcados con [32P] no varian
en las células silenciadas. Células Hela
control y silenciadas se incubaron con
[F’P] las iltimas 24 horas del protocolo de
silenciamiento. Los lipidos fueron extraidos,
separados por TLC y cuantificamos la sefial
radioactiva. La cuantificacion de los
principales grupos de fosfolipidos por
microgramo de proteina (PE,
fosfatidiletanolamia; PC, fosfatidilcolina;
SM, esfingomielina; PI, fosfatidilinositol;
PS, fosfatidilserina) no revelo diferencias
entre las células control y las silenciadas.
Tampoco observamos diferencias en los
niveles  relativos de los diferentes
fosfolipidos expresados como porcentaje

respecto el total de fosfolipidos.

A modo de resumen, estos resultados indican que existe una asociacion entre el DAG y

los intermediarios de transporte que median el transporte retrogrado de la STxB, y que

el silenciamiento de LPP3 se correlaciona con una disminucion de los niveles de DAG

en el Golgi. Por otra parte, si bien el silenciamiento de LPP3 causa una reduccién en la

sintesis de novo de lipidos, las vias de reciclaje permiten mantener los niveles de

fosfolipidos en cantidades equivalentes a las de las células control, descartando por

tanto, que los efectos funcionales relacionados con el silenciamiento de LPP3 sean

consecuencia de una reduccidn generalizada del contenido celular de fosfolipidos.
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INDICE DE PELICULAS

Pelicula 1: Dinamica in vivo del movimiento de LPP3wt-GFP y LPP3S197T-GFP en el
RE.

Pelicula 2: Dindmica del ERGIC (visualizado con ERGIC53-GFP) en células control.

Pelicula 3: Dinamica del ERGIC (visualizado con ERGIC53-GFP) en células tratadas
con propanolol.

Pelicula 4: Dindmica del ERGIC (visualizado con ERGIC53-GFP) tras retirar retirar el
propanolol del medio (misma célula que en la pelicula 3).

Pelicula 5: Formacidn de intermediarios de transporte de salida del Golgi marcados con
Rab6-GFP en células control y tratadas con propanolol.

Pelicula 6: Visualizacion conjunta del dominio C1 de PKCO (PKC6-C1b-GFP) y de la
STxB-cy3 en tubulos saliendo del complejo de Golgi.
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1. Efectos del propanolol en la internalizacion de transferrina y EGF.

Como primera aproximacion, realizamos experimentos de time-lapse utilizando
microscopia TIRF, siguiendo simultdneamente la endocitosis de la transferrina y el EGF
en células COS-7 control o tratadas con propanolol. Los resultados que aparecen en la
figura 30 corresponden al andlisis de grabaciones efectuadas durante 20 minutos
registrando un total de 600 imagenes para cada marcador (transferrina y EGF) y
situando el angulo del laser de tal forma que adquiriésemos imagenes a una profundad
de 150 nm de la membrana plasmatica. De estos experimentos analizamos: (1) la
velocidad de entrada de la transferrina y del EGF, la cual medimos a partir del numero
de estructuras positivas para cada uno de los marcadores a lo largo del tiempo, y (2) Las
rutas de entrada de ambos marcadores a partir del grado de colocalizacién reciproco de

la transferrina y el EGF a lo largo del tiempo.

En la (Fig. 30E) podemos ver cémo en células control sélo un porcentaje muy bajo de
la transferrina colocaliza con EGF a lo largo del tiempo. A partir de los 5 min de
grabacidn, se produce una dréstica desaparicion de la transferrina de la zona TIRF (Fig.
30A), y por lo tanto la colocalizacion transitoria de los pocos pixeles restantes con el
EGF condiciona las fluctuaciones observadas entre valores muy altos y muy bajos, con
lo que podemos considerar este efecto un artefacto. Ello resulta mas evidente si
observamos el porcentaje de pixeles positivos para EGF que colocalizan con
transferrina (Fig. 30F). Al internalizarse el EGF mas lentamente que la transferrina, la
presencia de un nimero elevado de pixeles de EGF en la zona TIRF durante todo el
tiempo de grabacién (Fig. 30C) hace que la colocalizacidon accidental de unos pocos

pixeles positivos para transferrina resulte porcentualmente insignificante.

Sin embargo, en las células tratadas con propanolol, el porcentaje de colocalizacion de
la transferrina con el EGF se mantiene estable (alrededor de un 10%) durante todo el
tiempo de la grabacion (Fig. 30E). Esto se debe a que se produce una desaparicion mas
lenta de la transferrina de la zona TIRF (Fig. 30B), lo que indica un retraso en la
internalizaciéon de este cargo. En cambio, a diferencia de la transferrina, la
internalizacion del EGF en las células tratadas con propanolol es muy similar al de las

células control (Fig. 30D).
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ligandos del medio, lo cual explica la saturacion de la sefial en estos puntos.
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Figura 30. Efectos del propanolol sobre la internalizacion de transferrina y EGF. (A-F) Grdficas extraidas del
andlisis de la internalizacion conjunta de EGF y transferrina obtenidas por microscopia de fluorescencia de
reflexion interna TIRF. (A y C) Cuantificacion del nimero de pixeles de transferrina (A) y EGF (C) dentro de la
zona TIRF a lo largo del tiempo. (B y D) Cuantificacion del nimero de pixeles de transferrina (B) y EGF (D) dentro
de la zona TIRF a lo largo del tiempo en presencia de propanolol. (E) Porcentaje de colocalizacion de la
transferrina respecto a EGF (expresado como niumero de pixeles marcados con transferrina y EGF respecto
numero total de pixeles marcados con transferrina) en células control y tratadas con propanolol, (F) Porcentaje de
colocalizacion de EGF con transferrina (expresado como niumero de pixeles marcados con transferrina y EGF
respecto numero total de pixeles marcados con EGF) en células control y tratadas con propanolol. Las lineas

punteadas perpendiculares sefialan el momento, alrededor de los 250 segundos de grabacion, en que se retiraron los
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Podemos concluir que en células COS-7, el tratamiento con propanolol no induce
cambios en la internalizacion del EGF pero si induce un retraso en la internalizacién de
la transferrina, lo que viene reflejado por un aumento de la cantidad de transferrina
préoxima a la membrana plasmadtica a tiempos largos de internalizacidon y por una mayor
colocalizacion con el EGF dentro de la zona TIRF. También podemos concluir que el
propanolol no parece afectar el proceso de entrada de la transferrina y EGF a través de
diferentes poblaciones de endosomas (Leonard et al., 2008), a tenor del bajo nivel de

colocalizacion de ambos marcadores en la proximidad de la membrana plasmatica.

2. Efectos del propanolol en el sorting del EGF y la transferrina desde los
endosomas tempranos.

Una vez caracterizado el efecto del propanolol sobre la internalizacién del EGF y la
transferrina en la zona mas proxima a la membrana plasmatica, pasamos a analizar sus
efectos en zonas mads internas de la célula. Células COS-7 control y tratadas con
propanolol se sometieron a un pulso de internalizaciéon del EGF y la transferrina por
diversos tiempos. En la figura 31 podemos ver como a los 15 minutos de
internalizacion, las células control acumulaban la transferrina en un compartimento
perinuclear, mientras que en las células tratadas con propanolol se acumulaba en
endosomas de tamafio superior al observado en condiciones fisiologicas. También
pudimos observar la aparicion de estructuras tubulares marcadas con transferrina
proyectandose de forma radial hacia el compartimento de reciclaje. Respecto al EGF, la
distribucion del marcaje no mostrd variaciones significativas entre las células control y
silenciadas, pero mientras que en las células control la colocalizacion del EGF con la
transferrina a los 15 minutos de internalizacion era practicamente inexistente, en las
células tratadas con propanolol el EGF colocalizaba con la transferrina en el mismo
compartimento endosomal, aunque permanecia segregado de los tubulos inducidos por
el propanolol.

Para caracterizar la naturaleza del compartimento tubulo-vesicular inducido por el
propanolol, llevamos a cabo immunocitoquimica con diferentes marcadores de la via
endocitica tales como EEA1 (endosomas tempranos), rabenosina5 (marcador del primer
compartimento endosomal de entrada de la transferrina) y rabll (endosomas de

reciclaje). En células control a los 15 minutos de internalizacion, la transferrina
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Control 15min Propanolol (100uM}) 15min

Figura 31. Efectos del propanolol sobre el transporte de EGF y transferrina en compartimentos intracelulares.
Células COS-7 control (a-c) y tratadas con propanolol (d-f) se sometieron a un pulso de transferrina y EGF (15
minutos). En las imdgenes podemos observar como en las células tratadas con propanolol existe colocalizacion de
ambos marcadores en estructuras vesiculares engrosadas, mientras que en las células control, a este tiempo ya hay
una segregacion evidente de la transferrina (acumulada en un compartimento perinuclear) y el EGF (en estructuras
vesiculares periféricas). También observamos que en las células tratadas con propanolol la transferrina aparece en
estructuras tubulares que se proyectan desde los endosomas, mientras que el EGF se mantiene fuera de los tibulos.
(g-x) Células COS-7 control y tratadas con propanolol fueron sometidas a un pulso de transferrina y a los 15
minutos fijadas y procesadas por ICC con anti-EEAIl (g-l), anti-rabenosina5(m-r) y anti-Rabli(s-x). En las
imdgenes se muestra la colocalizacion de transferrina con los marcadores eea-1 y rabnenosina$ tanto en las
estructuras endosomales como en los tubulos asociados en las células tratadas con propanolol, mientras que en las
células control la transferrina aparece acumulada en un compartimento perinuclear colocalizando con el marcador

de endosomas de reciclaje Rab-11. Barra, 10um.

colocalizaba extensamente con Rabl1 en el compartimento de endosomas de reciclaje.
Sin embargo, en las células tratadas con propanolol la transferrina se acumulaba en un
compartimento positivo para EEA1 y rabenosina3.

Este resultado indica que el propanolol produce un retraso en el transporte de la
transferrina desde el compartimento de endosomas tempranos a los endosomas de
reciclaje. Para saber si el transito del EGF de los endosomas tempranos a los tardios y
los lisosomas se encontraba igualmente afectado, estudiamos la dindmica de

degradacion del receptor de EGF, que tras unirse a EGF sigue la via de degradacion
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lisosomal. La figura 32 muestra como se produce un retraso en la degradacion del
receptor de EGF en las células tratadas con propanolol respecto las células control.

En conjunto, estos resultados indican que el propanolol induce un retraso en la salida de
cargo (transferrina y EGF) del compartimento de endosomas tempranos a sus
compartimentos de destino, endosomas de reciclaje y lisosomas respectivamente. Por
otra parte el propanolol induce una alteracion morfoldgica de los endosomas tempranos,
caracterizada por un engrosamiento de los mismos, la aparicion de una extensa
tubulacion y la colocalizacion de marcadores que corresponden a compartimentos

endosomales distintos (EEA-1 y rabenosina 5).

+EGF (100 ng/mL)

t=0min t=5min t=30min t=1h t=15h
Ctr Prop Ctr Prop Cir Prop Ctr Prop Ctr Prop

FPP.!‘ ” " | L EGFR

- -- -- -- --“ Tubulina

Figura 32. EI propanolol retrasa la degradacion del EGFR tras estimulacion con EGF. Lisados de células
HeLa control y tratadas con propanolol se obtuvieron tras diferentes tiempos de estimulacion con EGF y se
analizaron por immunoblot con anti-EGFR. En la imagen podemos ver como la adicion de propanolol induce un

retraso en la degradacion del receptor de EGF.

3. La tubulacion producida por el propanolol requiere de los microtubulos.

Se ha descrito que el proceso de transporte de cargo desde el compartimento de
endosomas tempranos a endosomas de reciclaje es dependiente de microtubulos. Con el
objetivo de examinar la relacidon entre los tibulos inducidos por el propanolol y el
citoesqueleto de microtubulos, células COS-7 control y tratadas con propanolol se
fijaron tras 15 minutos de la internalizacion de la transferrina, y a continuacion se
tifieron con alfa-tubulina. El marcaje con alfa-tubulina no reveldé cambios aparentes en
la integridad del citoesqueleto de microtubulos entre las células control y las tratadas
con propanolol (Fig. 33B), pero observamos una coincidencia en la disposicion de los
tubulos marcados con transferrina y la red de microtibulos. Al afiadir nocodazol a las
células observamos la desaparicion de las estructuras tubulares inducidas por el

propanolol (Fig. 33C). Sin embargo, mientras que en las células control la transferrina
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se localizaba en finas estructuras puntiformes por todo el citoplasma, en las células
tratadas con propanolol se produjo una clara disminucién en el nimero de estructuras
vesiculares acompafiado de un incremento en su tamafio.

Concluimos pues que la tubulacidon inducida por el propanolol es dependiente del
citoesqueleto de microtibulos, reforzando la hipotesis de que dichos tibulos suponen
intermediarios de transporte dirigidos hacia el compartimento de endosomas de
reciclaje. Por otra parte, ain en ausencia del citoesqueleto de microtibulos, las células
tratadas con propanolol presentan un menor numero de endosomas, pero de mayor
tamafio. Este resultado sugiere que los tubulos inducidos por el propanolol representan
intermediarios de transporte dirigidos hacia el compartimento de endosomas de

reciclaje, proceso que es dependiente del citoesqueleto de microttiibulos.

Figura 33. La tubulacion de los endosomas

inducida por propanolol es dependiente del

citoesqueleto de microtitbulos. (4) Células COS-7

Control

control y tratadas con propanolol se fijaron tras 15
minutos de internalizacion de transferrina y se
tifieron con anti-o. tubulina. En las magnificaciones
de la region encuadrada podemos ver como los
tubulos marcados con transferrina resiguen la

disposicion de los microtubulos. (B) Células COS-7

Propanolol

se trataron con nocodazol por 3 horas, tras lo que
las sometimos a un pulso de transferrina (15

Transferrina

ontrol Propanolol minutos) en presencia o ausencia de propanolol. En

la figura mostramos como desaparece la tubulacion

asociada al marcaje de transferrina de las células
tratadas con propanolol, sin embargo, respecto el

control observamos una notable reduccion en el

+Nocodazol

numero de estructuras vesiculares, asi como un

aumento de su tamario. Barra, 10um.

4. Reversion de los efectos del propanolol en la internalizacion de la transferrina
alterando farmacologicamente las vias de sintesis de PA y DAG.

Con objeto de determinar si los resultados descritos hasta el momento tienen relacion
directa con la accidn inhibidora del propanolol sobre la sintesis del DAG a partir de PA,

llevamos a cabo varios experimentos de reversion con agentes farmacoldgicos que
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incrementan o disminuyen los niveles de DAG y PA, respectivamente. Para lograr el
efecto contrario al del propanolol, es decir, disminuir los niveles de PA e incrementar
los niveles de DAG bloqueando la conversion de DAG a PA, comparamos los efectos
del propanolol en la internalizacioén de transferrina en presencia o ausencia del inhibidor
de familia de las DAGK clase 1 R59949. En la figura 34 se muestra como en células
tratadas con R59949 no se produjo ningin cambio en la internalizacién de transferrina
respecto las células control no tratadas. Sin embargo cuando tratamos las células
conjuntamente con propanolol y R59949, apreciamos una notable atenuacién de los
efectos del propanolol, disminuyendo tanto el nimero de tibulos como el tamafio de las
estructuras vesiculares. Por otro lado, al tratar de compensar la disminucién de los
niveles intracelulares de DAG por efecto del propanolol suplementando las células con
DOG, observamos una disminucion del nimero de tibulos pero no vimos una reversion
aparente del efecto de engrosamiento de los endosomas.

Para llevar a cabo la estrategia contraria, es decir potenciar el desequilibrio entre los
niveles de PA y DAG, afiadimos a las células PMA, activador de la PLD y por tanto de
la sintesis de PA a partir de fosfatidilcolina (PC). En células tratadas con PMA y
propanolol pudimos observar ain con mayor claridad un efecto sinérgico del propanolol
y el PMA sobre la formacion de endosomas engrosados. Sin embargo, al igual que al
suplementar las células con DOG, el efecto del propanolol sobre la tubulacion se vio
notablemente inhibido.

De estos resultados concluimos en primer lugar que los efectos del propanolol estan
relacionados con una alteracidon en los niveles de PA y DAG, ya que al disminuir los
niveles de PA y aumentar los niveles de DAG inhibiendo la actividad DGK (con el
R59949), los efectos del propanolol se ven atenuados. Por otra parte, el restablecimiento
de los niveles de DAG disminuye la tubulacidn inducida por el propanolol, ya que tanto
la adicion de DOG como del inhibidor de la DGK reducen la formacion de tubulos. Sin
embargo, un restablecimiento de los niveles de DAG no bastaria para revertir los efectos

del propanolol sobre la formacion de estructuras vesiculares engrosadas.
5. Relacion entre los efectos del propanolol y el citoesqueleto de actina

Debido a que la adicion del DOG no revertid los efectos del propanolol sobre la

formacidn de endosomas engrosados, pero si vimos reversion al afiadir un inhibidor de

130



RESULTADOS

15 minutos de InternalizaciSn de transferrina

Control R59949

ar

Propanolol . Propanolol+R59949

D
D
propanotol propanolol propanold PMA PC propanolol
1 I 1) A,
PAP2 PAP2 PAF2 PAP2
toa — oxqy tea = oaqtioos  ghen > onc ot Hon — ong)
DGK DGK Df-'|'_¢ DGK

Figura 34. Reversion parcial de los efectos del propanolol sobre la morfologia de los endosomas mediante la
inhibicion de DGK o la adicion de DOG. (a-b) Células COS-7 se sometieron a un pulso de transferrina en
presencia de DOG (b) R59949 (c) o PMA (d). (A-D) Idénticas condiciones de tratamiento pero en presencia de
propanolol. En las condiciones en que utilizamos DOG, R59949 y PMA, éstos se aiiadieron al medio 30 minutos
antes de afiadir la transferrina, mientras que el propanolol fue afiadido simultaneamente a la transferrina. En la
parte inferior de la imagen (A-D) mostramos esquemas que representan los efectos de los diferentes tratamientos

aplicados sobre la conversion de PA a DAG. Barra, 10um.

la DGK, nos planteamos si los efectos causados por el propanolol podian deberse
principalmente a un incremento inicial de los niveles de PA. Se sabe que el PA actua
como efector de la PIPSK y que un incremento de los niveles de PIP2 en los endosomas
tempranos, conlleva un bloqueo en la salida de cargo de este compartimento asociado a
un aumento en la polimerizacidn de actina. Para estudiar si se daba esta situacion en las
células tratadas con propanolol, examinamos el citoesqueleto de actina en relacion a los
marcadores EEA-1 (endosomas tempranos) y el receptor de transferrina (endosomas
tempranos y endosomas de reciclaje). La figura 35 muestra cémo las células tratadas
con propanolol presentaron un cambio en la morfologia y distribucién tanto de EEA1
como del receptor de transferrina, caracterizado por la presencia de endosomas
tempranos engrosados (EEA-1) y en el caso del receptor de transferrina por una

redistribucién de su habitual localizacién perinuclear (caracteristica de endosomas de
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reciclaje) a zonas mas periféricas de la célula. Sin embargo, no observamos ninguna
asociacion evidente entre los endosomas marcados con EEA-1 y el receptor de

transferrina y el marcaje con faloidina.

Si bien experimentos adicionales deberian ser realizados, estos resultados sugieren que
los cambios morfoldgicos del compartimento endosomal inducidos por el propanolol

parecen ser independientes de la actina.
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Figura 35 Los efectos morfologicos del propanolol sobre el compartimento endosomal no estan relacionados
con alteraciones del citoesqueleto de actina. Células COS-7 se trataron con propanolol por 30 minutos, tras lo
que las tefiimos con faloidina y anti-EEAl (paneles superiores) o bien faloidina y anti-TfR (receptor de
transferrina; paneles inferiores). En la figura podemos apreciar como el propanolol induce un engrosamiento de
los endosomas tempranos (marcaje con eea-1) y un cambio de distribucion del receptor de tramnsferrina, que
pierde su localizacion tipicamente perinuclear para verse en estructuras vesiculares engrosadas mas periféricas.
En las magnificaciones situadas a la derecha de las imdgenes, podemos ver cémo en las células tratadas con
propanolol el marcaje de faloidina no colocaliza de forma evidente con los endosomas engrosados tefiidos con el

eea-1 v el receptor de transferrina. Barra, 10um
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6. Continuacion del proyecto a través del estudio del silenciamiento de las
diferentes LPPs.

La continuacidon de este proyecto iria encaminada a establecer una relacién entre las
enzimas de la familia de las LPPs y los efectos morfoldgicos y funcionales descritos con
el propanolol. Si bien en el momento de escritura de esta tesis todavia carecemos de
resultados funcionales solidos sobre los efectos del silenciamiento de las diferentes
isoformas de la familia de las LPPs, cerramos este apartado con la caracterizacion del
silenciamiento de LPP1, LPP2 y LPP3.

Debido a que carecemos de anticuerpos especificos contra LPP1 y LPP3, analizamos
por RT-PCR los niveles de mRNA de cada una de las LPP a partir de lisados de células
COS-7 tras 48 horas de haber sido transfectadas con siRNAs especificos de LPP1, LPP2
y LPP3. Tanto al afiadir los diferentes siRNA para las diferentes proteinas de la familia
de forma individual, como al afladirlos en combinaciéon, obtuvimos niveles de
silenciamiento por encima del 90% en el caso de LPP1 y LPP2 y aproximadamente del

60-70% para la LPP3 (figura 36).
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(I) LA LPP3 EN EL TRAFICO DE LA ViA SECRETORA

1. Localizacion subcelular de la LPP3

En este estudio aportamos evidencias de que la proteina LPP3 se encuentra distribuida
a lo largo de diferentes compartimentos de la via secretora, desde los sitios de salida del
RE (ERES), hasta compartimentos distales del Golgi (trans-Golgi / TGN). Esta
localizacion subcelular concuerda con lo publicado sobre la existencia de dos formas
estables de LPP3: una que presenta una N-glicosilacion incompleta (y por tanto
sensible a EndoH) y otra con glicanos maduros (resistentes a EndoH) (Sciorra y Morris,
1999). Se ha demostrado mediante experimentos de pulso y caza que una parte de la
LPP3 no completa su glicosilacion (Sciorra y Morris, 1999), indicativo de que una parte
de la LPP3 se encuentra de forma relativamente estable entre el RE y el Golgi. Mediante
experimentos de recuperacion de la fluorescencia tras fotoblanqueo del area del Golgi,
hemos comparado la dinamica de transporte entre el RE y el Golgi del VSV-G-YFP con
la LPP3wt-GFP. Los resultados muestran que, mientras la recuperacion de los valores
iniciales de fluorescencia en el Golgi es muy similar para ambas proteinas, el tiempo de
residencia de la LPP3 en el RE es mayor que el del VSV-G. Al fotoblanquear la
fluorescencia fuera del Golgi, o sea del marcaje en el RE, hemos observado que a lo
largo del tiempo se recupera la sefial de la LPP3wt-GFP en el RE. Ya que estos
experimentos se realizaron en presencia de cicloheximida, esta recuperacion de la
fluorescencia en el RE necesariamente debe proceder de la proteina localizada en el
Golgi, lo que indica que una parte de la LPP3 se transporta retrogradamente al RE.
Estos resultados conjuntamente con la colocalizacion de la LPP3 enddgena con
marcadores de ERES y ERGIC indican que la LPP3 no puede ser considerada como una
proteina que se dirige directamente hacia la membrana plasmatica, sino que una parte de
la proteina reside establemente en compartimentos de la etapa temprana de la via
secretora, siguiendo un transporte bidireccional entre el RE y el Golgi.

Respecto al mecanismo molecular a través del cual podria producirse el transporte
retrogrado de LPP3, a diferencia de las isoenzimas LPP1 y LPP2, la LPP3 contiene
entre los aminoacidos 279-283 de su extremo C-terminal (en contacto con el
citoplasma) la secuencia KTKTT. Dicha secuencia coincide con 2 de los motivos de

interaccion con el coatdomero descritos en proteinas de compartimento intermedio
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(concretamente las secuencias KXKXX y KKXX) (Beck et al., 2009; Jackson et al.,
1990; Nilsson et al., 1989). Una hipotética interaccidon de este motivo con la maquinaria
COPI podria explicar la localizacion de una parte de la LPP3 entre el RE y el Golgi,
siguiendo un sistema de reciclaje similar al de ERGIC-53 o el receptor de KDEL
(Cabrera et al., 2003; Rohde et al., 2003; Schindler et al., 1993). Por otra parte la
colocalizacion de la LPP3wt-GFP con la subunidad B de la Shiga toxin (STxB), cargo
que sigue una via de transporte retrégrado dependiente de Rab6, indica que el transporte
retrégrado de la LPP3 ocurre mas probablemente en vesiculas Rab6. Un sistema mixto
en el que la LPP3 pudiese seguir ambas vias de transporte no es probable, puesto que se
ha demostrado que las vesiculas de Rab6 excluyen el cargo que sigue la via de
transporte retrégrado dependiente de COPI. Cualquiera que sea el mecanismo a través
del cual se produzca el reciclaje de LPP3 de Golgi a RE, parte del pool total de LPP3
escaparia de este sistema, y completaria su N-glicosilacion en los compartimentos
distales del Golgi para dirigirse a la membrana plasmatica, donde su localizacion se ha
asociado a balsas lipidicas (Kai et al., 2006) y en las uniones adherentes (Humtsoe et al,

2010).

2. Papel de la LPP3 en la sintesis de DAG y en la sintesis de novo de fosfolipidos y
lipidos neutros.

La maquinaria enzimatica que regula el metabolismo lipidico en los diferentes
compartimentos de la via secretora determina su morfologia, la formacion de
intermediarios de transporte y el reclutamiento de proteinas necesarias para su correcta
funcionalidad (Bechler et al., 2010; Ben-Tekaya et al., 2010; Brown et al., 2003; de et
al., 2000; Morikawa et al., 2009; San et al., 2009; Schmidt y Brown, 2009; Subathra et
al., 2011). En este trabajo incorporamos la proteina LPP3 al conjunto de enzimas
lipidicas implicadas en la formacion de intermediarios de transporte entre el RE y el
Golgi a través de regular la producciéon de diacilglicerol (DAG). El silenciamiento de
LPP3 reduce la incorporacién de ['*C] acetato en el DAG vy el triacilglicerol (TAG), asi
como en las mayores clases de fosfolipidos, indicando que existe una inhibicion en el
proceso de sintesis de novo de glicerofosfolipidos. Hasta ahora se habia atribuido a la
enzima LPP3 un papel en la sintesis de DAG proveniente de la formacion de PA

producido por la PLD. En este contexto la LPP3 participaria en la reconversion o
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reciclaje de fosfolipidos ya presentes en las membranas: la activacion de PLD
consumiria PC para formar PA y la LPP3 defosforilaria el PA para formar DAG.
Apoyando esta vision se ha publicado que la sobreexpresion de LPP3 produce un
incremento notable de la sintesis de DAG tras la estimulacién con PMA (que tiene
como uno de sus mecanismos efectores la activacion de PLD). Dicho incremento es
varias ordenes de magnitud superior al cuantificado en células estimuladas inicamente
con PMA o estimuladas con PMA y sobreexpresando la isoenzima LPP1 (Sciorra y
Morris 1999). El hecho de que LPP3, conjuntamente con PLD2, se encuentre en
dominios de membrana resistentes a la extraccion con detergentes no idnicos
enriquecidos en caveolina-1 (balsas lipidicas) también ha servido como argumento para
proponer una funcidn secuencial de LPP3 en el metabolismo del PA producido por la
PLD. Nuestros resultados demuestran que la LPP3 también resulta necesaria en la
conversion del PA que proviene de la sintesis de novo a DAG y que este paso es
importante en la formacion del resto de los principales glicerofosfolipidos, la
fosfatidilcolina (PC), la fosfatidiletanolamina (PE) y la fosfatidilserina (PS), asi como
del lipido neutro TAG. El incremento observado en los niveles de PA marcado con
['*C] acetato en células silenciadas para LPP3 también refuerza esta idea. Por otra parte,
hemos observado que en las células silenciadas el marcaje de los principales
fosfolipidos con [**P] 4cido ortofosférico no varia ni en cuanto a niveles totales ni en la
proporcion de los diferentes fosfolipidos respecto al nivel total de fosfolipidos.
Debemos tener en cuenta, que a diferencia del ['*C] acetato, que solo se incorporaria
tanto en lipidos neutros como en fosfolipidos provenientes de la via de sintesis de novo,
el marcaje con [**P] 4cido ortofosférico se incorpora tanto en aquéllos fosfolipidos que
provienen de la sintesis de novo como en aquéllos ya presentes en las membranas y que
son reconvertidos a otras especies lipidicas por la accidn de enzimas con actividad
cinasa (por ejemplo la diacilglicerol cinasa). El hecho de que el silenciamiento de la
LPP3 no varie los niveles de fosfolipidos marcados con [**P] acido ortofosforico es
indicativo de que las vias de reciclaje de fosfolipidos pueden actuar compensando la
disminucion observada en la sintesis de novo, y que los efectos funcionales producidos
al silenciar la LPP3 no puede atribuirse a una disminucioén generalizada de los niveles

de los principales fosfolipidos.
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Ademas de implicar a la LPP3 en la formacién del DAG necesario para la sintesis de
novo de lipidos, hemos observado que el silenciamiento de LPP3 reduce la presencia en
el Golgi del dominio C1b de PKCH (que actua como sensor de DAG), indicando que la

LPP3 estd implicada en la sintesis de DAG en las membranas de Golgi.

3. Papel de 1a LPP3 en la formacion de intermediarios de transporte.

En nuestro trabajo mostramos que el tratamiento con propanolol a una concentracion
que inhibe a las enzimas de la familia PAP2 (LPP1, LPP2 y LPP3) y el silenciamiento
de la LPP3, impiden la formacién de tibulos desde el compartimento intermedio
(ERGIC). Proponemos que la LPP3 es necesaria a nivel del ERGIC para la gemacion de
estructuras que requieren un alto grado de curvatura de membrana (como los tibulos), y
que este efecto esta relacionado con su actividad catalitica y la produccion de DAG.
Apoyando esta interpretacion, la adicion de DOG (dioctanoil-sn-glicerol), un andlogo de
DAG de cadena corta que penetra en membranas intracelulares, atenta los efectos
inhibitorios del silenciamiento de LPP3 sobre la tubulacion del ERGIC. En relacion a
esto ultimo, se ha demostrado que la formacion de DAG a partir de PA resulta necesaria
para la gemacion de intermediarios de transporte desde el Golgi (Asp et al., 2009). Los
autores de dicho estudio observaron que al utilizar una concentracion de propanolol lo
suficientemente alta como para inhibir a las enzimas de las familias PAP1 (lipinas 1y 2)
y PAP2, la ultraestructura de las cisternas no mostraba perfiles vesiculares. Los autores
propusieron que las enzimas de las familias PAP1 y PAP2, actuarian en las etapas
iniciales de la formacion de vesiculas, es decir, induciendo la curvatura positiva
(proceso de gemacion). Sin embrago, en resultados previos de nuestro grupo
demostramos que la utilizacion de propanolol a una concentracion inferior que no inhibe
las PAP1 (Meier et al., 1998), produce la acumulacion de vesiculas tipo COPI en éareas
adyacentes al Golgi, muchas de ellas conectadas a las cisternas por la zona del cuello
(Fernandez-Ulibarri et al., 2007), interpretandolo como que se interfiere el proceso final
de escision de la vesicula. Otro factor a tener en cuenta a la hora de explicar las
diferencias entre ambos estudios es, aparte de la diferente concentracion de propanolol,
el tiempo de tratamiento con la droga antes de analizar sus efectos. En el primer estudio
observaron la ausencia de perfiles vesiculares tras 5 minutos de tratamiento con

propanolol, mientras que en nuestro estudio el incremento de perfiles vesiculares sin
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fisionarse se midid tras 15 minutos de tratamiento. Es posible que una inhibicion
completa de las enzimas PAP1 y PAP2 bloquee la gemacion de vesiculas y que la
inhibicion uUnicamente de las enzimas PAP2 cause un retraso, pero no un bloqueo, de la
gemacion de intermediarios de transporte. Esta interpretacion, explicaria el aumento de
perfiles vesiculares tras 15 minutos de tratamiento con propanolol como consecuencia
de un retraso de la etapa de gemacion. Sin embargo, también seria compatible con un
defecto de ambos procesos, la gemacion y la fision. De hecho la observacioén de que el
tratamiento con propanolol desplaza del Golgi ArfGAP1, necesario en la fision del
coatomero, refuerza esta hipotesis.

El conjunto de estos resultados previos y los que exponemos en este trabajo, indican que
las enzimas de la familia PAP1 y la isoenzima LPP3 (familia PAP2) podrian cooperar
en la formacién de intermediarios de transporte en el ERGIC y el Golgi tanto en las
etapas iniciales (gemacidén) como en las etapas mas tardias de fisidn, ambos procesos
dependientes de cambios en la curvatura de las membranas. A nivel del Golgi, la
inhibicion de la actividad PAP2 con propanolol y el silenciamiento de LPP3 reducen el
nimero de intermediarios de transporte (vesiculas y tubulos) marcados con Rab6. Por
otra parte, a pesar de que hay una disminucion del nimero de tibulos, observamos un
incremento en su longitud media. Este efecto no se puede explicar implicando a la
LPP3 unicamente en una etapa concreta de la formacion de intermediarios de transporte
Rab6. Un defecto en la gemacion reduciria el nimero de vesiculas y tabulos, pero no
observariamos un incremento de la longitud promedio de los tabulos. Un defecto en la
fision disminuiria el nimero de vesiculas, pero incrementaria el nimero de tibulos, tal y
como sucede, por ejemplo, cuando se inhibe la actividad de miosinall (Miserey-Lenkei
et al, 2010). Por lo tanto, proponemos un modelo en que, en una etapa inicial, la LPP3
(cuyo dominio catalitico se orienta hacia el lumen) formaria DAG (estructura conica) en
la hemimembrana interna. En esta etapa la LPP3 actuaria de forma coordinada con la
enzima citosélica PLA2, que forma LPA (estructura cdnica invertida) en la
hemimembrana externa (de Figueiredo et al., 2000; San Pietro et al., 2009; Yang et al.,
2011). La acumulacién de lipidos de estructura conica (DAG) en la hemimembrana
luminal y de estructura cdnica invertida (LPA) en la hemimembrana citosolica, actuaria
sinérgicamente promoviendo la gemacion de vesiculas y tibulos desde las membranas

del Golgi. Por otra parte, aunque no existen pruebas experimentales que permitan
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determinar la localizacion del DAG a la largo de una vesicula o tabulo, la etapa de
fision requiere de una fuerte curvatura sobre el cuello de vesiculas y tubulos. Una de las
caracteristicas del DAG es su rdpida translocacién entre las hemimembranas de la
bicapa (proceso conocido como “flip flop”). Esto permitiria que el DAG inicialmente
generado en la hemimembrana luminal pudiese rapidamente pasar a la membrana
citosdlica, ayudando a la formacion de curvatura negativa. Por otra parte, la
acumulaciéon de DAG en la membrana citosolica, también podria ayudar al
reclutamiento de ArfGAP1 a través de su dominio LPS (Antonny et al., 1997,
Ambroggio et al., 2010) potenciando la fisién de las vesiculas tipo COPIL.

4. Papel de la LPP3 en la regulacion del transporte retrogrado.

A pesar de que no podemos conocer con exactitud en qué etapa la LPP3 participa en la
biogénesis de vesiculas y tubulos, nuestros resultados demuestran que juega un papel
en la regulacion del trafico entre el Golgi y el RE. Tanto el silenciamiento de la LPP3
como la sobreexpresion de un mutante cataliticamente inactivo retrasan el transporte
retrogrado dependiente de Rab6 de la STxB. En linea con nuestros resultados
empleando el propanolol (Fernandez-Ulibarri et al, 2007), vemos que el silenciamiento
de LPP3 también causa un retraso en el transporte dependiente de COPI de la STxB-
KDEL. Ademas, el andlisis ultraestructural del Golgi por microscopia electronica en
células silenciadas para LPP3, refleja un incremento del numero de vesiculas en
estrecha proximidad a las cisternas y mostrando una fisién incompleta. Algunas de estas
vesiculas contienen la cubierta COPI. No resulta facil explicar las razones por las cuéles
la LPP3 pueda estar afectando diferentes vias de transporte, con distintos
requerimientos moleculares (una dependiente de Rab6 y otra dependiente de COPI).
Una posible explicacion se basa en el papel del DAG como generador de curvatura a
partir de sus caracteristicas estructurales. Puesto que la formacién de curvatura resulta
necesaria en ambos tipos de intermediarios de transporte, una disminucion de los
niveles de DAG podria afectar a ambas vias. Otra explicacion seria que el DAG es
necesario para el reclutamiento de proteinas implicadas en el transporte retrogrado
dependiente de COPI y de Rab6. Respecto al transporte COPI, se ha demostrado que el
propanolol induce una disociacion de la proteina de fision ArfGAP1 de las membranas

de Golgi (Fernandez-Ulibarri et al, 2007). Aunque no se ha demostrado que el DAG
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intervenga en el reclutamiento de ninguno de los componentes moleculares del
transporte de Rab6, el nivel de conocimiento que tenemos sobre esta via y los
mecanismos que la regulan es escaso. De hecho, no ha sido hasta hace poco que se ha
implicado a Rab6 en la salida de cargo con destino a la membrana plasmatica, aparte de
su funcion ya conocida en el transporte retrogrado independiente de COPIL. El
silenciamiento de Rab6 causa un retraso en la llegada del VSV-G a la membrana
plasmatica (Grigoriez et al, 2007; Miserey-Lenkei et al, 2010). Por otra parte, el
silenciamiento de la proteina motora del citoesqueleto de actina miosinall, causa la
formacion de tibulos de Rab6 desde el TGN que contienen tanto VSV-G como la STxB
(Miserey-Lenkei et al, 2010). Curiosamente, el fenotipo de tubulacién que se observa al
inhibir o silenciar miosinall recuerda al observado cuando se sobreexpresa un
dominante negativo (cataliticamente inactivo) de la proteina PKD (Liljedahl et al. 2001;
Bossard et al. 2007), cuyo reclutamiento en el TGN depende de DAG (Baron y
Malhotra 2002). Teniendo en cuenta que el silenciamiento de PKD causa un retraso en
la salida de cargo con destino a la membrana basolateral y que los tiibulos inducidos por
un dominante negativo de PKD contienen VSV-G (Liljedahl et al. 2001; Bossard et al.
2007), es factible que PKD participe de la maquinaria de fision de las vesiculas Rab6.
Hemos probado que las células a 15°C producen tubulos desde el Golgi marcados con el
dominio C1b de PKCO. Un efecto interesante, es que mientras los tubulos de Rab6
inducidos a 15°C se fisionan y desaparecen rapidamente después del cambio de
temperatura, los tubulos marcados con el dominio C1b persisten durante mucho mas
tiempo. Es posible que la sobreexpresion del dominio Clb cause un cierto
desplazamiento de PKD del TGN al competir por los mismos sitios de union.
Reforzando esta idea, la sobreexpresion de los dos dominios C1 de PKCO (dominios
Cla y b) produce ain en condiciones fisiologicas (a 37°C) la fragmentacion y
tubulacién del TGN (resultados no mostrados). En el caso de que esta hipotesis fuese
cierta, puesto que los tiibulos del dominio C1b contienen STxB, la PKD participaria en
la fision de los intermediarios de transporte retrégrado dependientes de Rab6.

Una manera de profundizar en el papel del DAG en la formacion de intermediarios de

transporte Rab6, podria ser explorar la funcion de PKD en este proceso.

5. Papel de la LPP3 en la regulacion del transporte anterogrado.
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Respecto al transporte anterogrado de RE a Golgi, no hemos observado afectacion del
transporte del VSV-G ni de la proteina soluble ssDsRed en células silenciadas para
LPP3. Sin embargo, hemos observado que el silenciamiento de LPP3 produce un
incremento de la colocalizacion de ERGIC 53-GFP con el ssDsRed tras cambiar las
células de 15°C a 37°C (es decir, al reactivar el transporte desde el ERGIC hacia el
Golgi). En la introduccion hemos explicado la existencia de dos modelos para describir
el transporte de proteinas desde el RE al Golgi. En el modelo de maduracion, el ERGIC
se forma como consecuencia de la fusidon de vesiculas tipo COPII tras su salida de los
ERES, a partir de aqui, las estructuras resultantes siguen un transporte direccional hacia
el Golgi, donde se fusionan para dar lugar al cis-Golgi. En el modelo alternativo, el
ERGIC se considera un compartimento de membrana estable desde el cual, el cargo que
llega del RE, se incorpora en intermediarios de transporte de salida hacia el Golgi o de
vuelta al RE. Apoyando este modelo, recientemente se ha publicado un trabajo en el que
se analiz6 la dindmica de ERGIC53-GFP conjuntamente con el ssDsRed (Ben-Tekaya
et al, 2005). Los autores observaron que tras bloquear el transporte anterégrado del
ssDsRed desde el ERGIC incubando las células a bajas temperaturas, el cambio a 37°C
inducia el sorting de ERGIC53-GFP y el ssDsRed desde zonas del ERGIC positivas
para ambos marcajes.

Teniendo en cuenta este ultimo modelo, la mayor colocalizacion de ERGIC53-GFP con
el ssDsRed en las células silenciadas para LPP3 podria deberse a un defecto en el
sorting de las proteinas de compartimento intermedio de aquéllas regiones del ERGIC
que contienen cargo con destino anterdgrado. Esto explicaria: 1) la reduccion en el
numero total de estructuras marcadas con ERGIC53, 2) el incremento de su didmetro
promedio, y 3) una menor segregacion de ERGICS53 y el ssDsRed. Teniendo en cuenta
que el transporte anterdgrado no se ve afectado al silenciar LPP3, y que tanto el
silenciamiento como el tratamiento con propanolol reducen la tubulacion del ERGIC,
no es probable que los tubulos representen mayoritariamente intermediarios de
transporte dirigidos hacia el Golgi. Alternativamente, pueden suponer un tipo de
transporte de proteinas residentes del compartimento intermedio (como ERGICS53) entre
diferentes regiones del ERGIC, y/o un mecanismo de sorting de estas proteinas del

cargo con destino al Golgi.
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Debido al retraso en el transporte retrogrado dependiente de COPI de la STxB-KDEL
en las células silenciadas para LPP3, la disminucién en el numero de estructuras
vesiculares del ERGIC también podria explicarse como consecuencia de una
disminucion del transporte retrégrado desde el cis-Golgi al ERGIC. Al no estar
afectado el transporte anterogrado, un menor transporte retrogrado se reflejaria en una
disminucion del contenido de membranas del ERGIC.

Mas dificil de explicar, resulta el hecho de que el mutante cataliticamente inactivo de
LPP3 se localice mas en el RE que la forma silvestre. Inicialmente nos planteamos la
hipotesis de que la actividad catalitica de LPP3 fuese necesaria para el transporte
anterogrado, pero esto no resulta probable ya que el silenciamiento de LPP3 no retrasa
el transporte del ssDsRed ni el VSV-G. Sin embargo, el silenciamiento de LPP3 no es
completo, y el tratamiento con propanolol, aunque ligeramente, retrasa el transporte de
la LPP3wt de RE a Golgi. Si bien la hipotesis mas factible para explicar esta diferente
distribucion tenga que ver con algin tipo de plegamiento defectuoso de la LPP3
mutada, no podemos descartar taxativamente que la LPP3 regule la salida de cargo de

RE a Golgi, aln si ser tan relevante en este proceso como en el transporte retrogrado.

En conclusion, nuestro estudio muestra que la LPP3 participa en la formacion de
intermediarios de transporte en diferentes compartimentos de la etapa temprana de la via
secretora, siendo necesaria para el transporte retrogrado de Golgi a RE. Esta funcion se
afiade a su papel en la regulacidon de diferentes mecanismos fisiologicos (Escalante-
Alcalde et. al., 2003; Long et. al., 2005; Humtsoe et. al., 2010), y permite incorporarla
al creciente conjunto de enzimas del metabolismo lipidico cuya funcién resulta

necesaria para el transporte intracelular.

143



DISCUSION

(II) EL DAG EN LA ENDOCITOSIS DEPENDIENTE DE CLATRINA

1. Efectos de la inhibicion de la actividad de las PAP en la internalizacion del EGF

y la transferrina.

Como primera aproximacion al estudio de la funcion de la via de sintesis de DAG a
partir de PA (via de las enzimas PAP) en la endocitosis dependiente de clatrina,
examinamos por microscopia TIRF la dindmica de internalizacién conjunta del EGF y
la transferrina en células control y tratadas con propanolol. Se ha demostrado que la
internalizacion de la transferrina y el EGF desde la membrana plasmatica presenta
dinamicas diferentes (Leonard et al, 2008). El EGF permanece durante mas tiempo en
zonas proximas a la membrana plasmatica, mientras que la transferrina se dirige
rapidamente hacia el compartimento de endosomas de reciclaje (situado a nivel
perinuclear). También se ha publicado que el sorting de ambos ligandos comienza desde
el inicio del proceso de internalizacion. Esto es debido a una diferente distribucion de
sus respectivos receptores en la membrana plasmatica, desde donde se dirigen hacia
diferentes poblaciones endosomales. Mientras las vesiculas de clatrina que contienen el
EGF van directamente hacia los endosomas tempranos (positivos para EEA-1), las
vesiculas de transferrina se fusionan con un compartimento endosomal distinto,
caracterizado por la presencia de la proteina rabenosina-5 (Navaroli et al., 2012).

Al analizar la internalizacion del EGF vy la transferrina en células control observamos
que, de acuerdo con los resultados previamente descritos, la transferrina desaparece
mucho mas rapidamente que el EGF de la zona TIRF, indicativo de que después de su
internalizacion, se dirige inmediatamente a compartimentos situados en zonas mas
internas de la célula. Al tratar las células con propanolol, la transferrina permanece por
mads tiempo en las zonas mas proximas a la membrana plasmaética, pero no observamos
diferencias en la internalizacion del EGF. Estudios recientes han demostrado la
importancia de la produccion de DAG a partir de la accion de la PLC en la endocitosis
de la transferrina (Subramanya et al, 2009 y 2010). Basdndonos en nuestros resultados,
pensamos que la conversion de PA a DAG también seria necesaria en este proceso.
Respecto al EGF, se ha descrito la importancia del PA en su internalizacion (Antonescu
et al., 2010), pero nuestros resultados apuntan a que en este caso, si bien unos niveles

basales de PA serian necesarios para la endocitosis del EGF, incrementar el PA
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inhibiendo su conversion a DAG no acelera la internalizacién del EGF. También hemos
analizado el porcentaje de colocalizacion de la transferrina y el EGF en la zona TIRF en
condiciones control y de tratamiento con propanolol. El propanolol incrementa el
porcentaje de colocalizacion del EGF con la transferrina, pero esto se debe
principalmente a que el nimero de estructuras marcadas con transferrina en la zona
TIRF es mayor a lo largo del tiempo que en las células control. A pesar de esto, el
porcentaje de colocalizacion entre ambos marcadores es bajo, lo que indica que el
propanolol no altera el proceso de sorting que ocurre en la membrana plasmatica, es
decir, que en presencia de propanolol la entrada del EGF y la transferrina continua

ocurriendo en regiones diferentes de la membrana plasmatica.

2. Efectos de la inhibicion de la actividad de las PAP en el transporte de
transferrina y EGF desde el compartimento de endosomas tempranos.

Al analizar los efectos del propanolol en el transporte de la transferrina y del EGF desde
el compartimento endosomal, hemos observado que el propanolol causa el
engrosamiento y la tubulacion de los endosomas tempranos. En células control, tras 15
minutos de internalizacion conjunta del EGF y la transferrina ambos marcadores se
encuentran totalmente segregados: el EGF en el compartimento de endosomas
tempranos y la transferrina en el compartimento de endosomas de reciclaje. En cambio,
en células tratadas con propanolol la transferrina y el EGF colocalizan en el
compartimento de endosomas tempranos. Si bien a nivel de la membrana plasmatica la
transferrina y el EGF se internalizan en diferentes intermediarios de transporte, el
propanolol causa un impedimento del sorting de ambos cargos desde los endosomas
tempranos. Resulta interesante que mientras existe colocalizacion de la transferrina y el
EGF en el cuerpo de los endosomas, la transferrina penetra en los tiibulos causados por
el propanolol, pero no asi el EGF. Esto es indicativo de que los tubulos son
intermediarios de transporte que median el sorting de la transferrina hacia los
endosomas de reciclaje. Por otra parte, el tratamiento con propanolol también causa una
alteracién en el transporte de cargo hacia la via de degradacion lisosomal, ya que hemos
observado que tras afiadir EGF, la degradacion del EGFR se ve retrasada. En referencia
a este punto, resulta interesante especular que ambos procesos, el defecto en la fision de

los intermediarios de transporte dirigidos a la via de reciclaje y el retraso en la via de
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degradacion, puedan estar relacionados. Se ha publicado que el proceso de maduracioén
de los endosomas tempranos a endosomas tardios determina la formacion de tabulos. El
cambio de Rab5 (endosomas tempranos) a Rab7 (endosomas tardios) coincide con el
momento de mayor tubulacion de los endosomas (van Weering et al., 2012). Mas
recientemente, se ha publicado que tratar las células con un inhibidor de dinamina
impide la fision de los tubulos formados en el compartimento de endosomas tempranos
(Mesaki et al., 2011). En estas condiciones se produce una inhibicién del movimiento
de los endosomas tempranos asociado al citoesqueleto de microtibulos, asi como un
retraso en su acidificacidon. Los autores proponen que el correcto sorting de cargo con
destino a la via de reciclaje es necesario para la maduracion de los endosomas
tempranos a endosomas tardios.

A partir de nuestros resultados, proponemos que la formacién de DAG a partir de PA
seria necesaria para la fision de los intermediarios de transporte que median la salida de
cargo del compartimento de endosomas tempranos al compartimento de reciclaje. Este
defecto en la fision, también podria explicar que hubiese un retraso en la degradacion
del receptor de EGF como consecuencia de un bloqueo del proceso de maduracion de

endosomas tempranos a endosomas tardios.

3. Papel del PA y el DAG en el trafico de la transferrina.

Para determinar si los efectos morfologicos y funcionales del tratamiento con
propanolol son efectivamente dependientes de una disminucion de los niveles de DAG,
utilizamos diferentes tratamientos de reversion, como por ejemplo el inhibidor de las
DAGK tipo I R59949. Se ha demostrado que este inhibidor disminuye los niveles
totales de PA de la célula (Antonescu et al, 2010). Como este PA proviene de la
fosforilacion del DAG, resulta logico pensar que también incremente los niveles totales
de DAG. Al afiadir de forma conjunta el propanolol y el R59949 observamos una
notable disminucion del numero de tabulos, una disminuciéon del tamafio de los
endosomas y una mayor concentracion de la transferrina a nivel perinuclear
(compartimento de reciclaje). Estos resultados sugieren que los efectos causados por el
propanolol estdn mediados por un desequilibrio de los niveles de PA y DAG. Cuando
simplemente tratamos de revertir la disminucion de DAG afiadiendo el analogo DOG, si

bien se produce una disminucién en la tubulacion, no conseguimos revertir el fenotipo
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de endosomas engrosados, ni el transporte de la transferrina al compartimento
perinuclear. Se ha demostrado que la estimulacion con ésteres de forbol induce la fusion
homotipica de los endosomas tempranos en un proceso dependiente de PKC (Aballay et
al., 1999). Mas recientemente se ha publicado que al inhibir calmodulina, se produce un
engrosamiento de los endosomas tempranos acompaiiado de un bloqueo en el transporte
desde este compartimento, y que este efecto estd mediado por una sobre-activacion de
PKCd (Llado et al, 2008). Si bien nuestros resultados apuntan a que la formacion de
DAG a partir de PA resulta importante en la fision de los tubulos dirigidos hacia los
endosomas de reciclaje, no podemos descartar que al tratar las células con elevadas
concentraciones de DOG estemos activando una serie de mecanismos moleculares que
inhiban el transporte desde los endosomas tempranos. Esto nos hace pensar que puede
existir una estrecha regulacion de los niveles de DAG en los diferentes compartimentos
de la via endocitica, siendo importante para el mantenimiento de su morfologia y

funcionalidad.

4. Continuacion del proyecto

En el anterior apartado de la discusion hemos hablado del papel que puede jugar el
DAG en la formacién de intermediarios de transporte a través facilitar la curvatura de
las membranas. Una forma de continuar este proyecto podria ser buscar mecanismos
moleculares que ayudasen a explicar los efectos morfoldgicos y funcionales observados
con el propanolol. A modo de ejemplo, nos planteamos si el defecto en el transporte
desde los endosomas tempranos podia deberse a una alteracion en la polimerizacion del
citoesqueleto de actina. El tratamiento con propanolol, al bloquear la conversion de PA
a DAG, incrementaria los niveles de PA. El PA estimula la actividad de las enzimas
PIP5K lo que produce PIP2 (Moritz et al., 1992). Se ha publicado que una acumulacién
de PIP2 en los endosomas tempranos bloquea la salida de cargo desde este
compartimento. Esto se debe a un incremento de la formacion de F-actina dependiente
de N-WASP en asociacion a la membrana endosomal (Vicinanza et al., 2011). Si bien
no hemos observado una clara asociacion de F-actina con los endosomas engrosados
producidos por el propanolol, se podrian intentar aproximaciones experimentales

alternativas, como estudiar si se produce un reclutamiento del dominio PH de unién a
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PIP2 en los endosomas tempranos, o ver si la sobreexpresion de la proteina PIP2-
fosfatasa de endosomas tempranos OCRL puede revertir los efectos del propanolol.

Otro aspecto interesante seria la identificacion del papel de las diferentes proteinas de la
familia PAP2 (LPP1, LPP2 y LPP3), cuya localizaciéon, al menos parcialmente, se
encuentra en la membrana plasmatica, en la endocitosis dependiente de clatrina y en el
trafico desde el compartimento de endosomas tempranos hacia las vias de reciclaje y

degradacion.
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CONCLUSIONES (I): La LPP3 en la via secretora

1. La LPP3 se localiza de forma diferencial en distintos compartimentos de la via

secretora.

2. La LPP3 cicla en parte entre el RE y el Golgi.

3. La LPP3 regula la arquitectura y la dindmica de membranas del ERGIC.

4. La LPP3 regula la formacion de intermediarios del transporte retrogrado (Rab6-
dependiente y COPI-dependiente) pero no el transporte anterégrado (ER-Golgi), en

un mecanismo dependiente de su actividad catalitica.

5. La LPP3 regula los niveles de DAG en el Golgi, y la formacion de DAG en el

contexto de la sintesis de novo de lipidos.

CONCLUSIONES (IT): El DAG en la endocitosis dependiente de clatrina

6. La actividad PAP2 participa en las primeras etapas de la endocitosis clatrina
dependiente de tipo constitutiva (transferrina), sin afectar a la endocitosis regulada

del EGF.

7. La actividad PAP2 es necesaria para la fisién de intermediarios de transporte desde el

compartimento de endosomas tempranos, y para la maduracidon a endosomas tardios.

8. La actividad PAP2 participa en el transporte hacia los endosomas de reciclaje

regulando la conversién de PA a DAG.
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Summary

The inhibition of phosphatidic acid phosphatase (PAP) activity by propanolol indicates that diacylglycerol (DAG) is required for the
formation of transport carriers at the Golgi and for retrograde trafficking to the ER. Here we report that the PAP2 family member lipid
phosphate phosphatase 3 (LPP3. also known as PAP2b) localizes in compartments of the secretory pathway from ER export sites to the
Golgi complex. The depletion of human LPP3: (i) reduces the number of tubules generated from the LR-Golgi intermediate
compartment and the Golgi, with those formed from the Golgi being longer in LPP3-silenced cells than in control cells; (ii) impairs the
Rab6-dependent retrograde transport of Shiga toxin subunit B from the Golgi to the ER. but not the anterograde transport of VSV-G or
ssDsRed; and (iii) induces a high accumulation of Golgi-associated membrane buds. LPP3 depletion also reduces levels of de navo
synthesized DAG and the Golgi-associated DAG contents. Remarkably, overexpression of a catalytically inactive form of LPP3 mimics
the eftects of LPP3 knockdown on Rab6-dependent retrograde transport. We conclude that LPP3 participates in the formation of
retrograde transport carriers at the ER-Golgi interface, where it transitorily cycles, and during its route to the plasma membrane.

Key words: Diacylglycerol, Phosphatidic acid phosphatase, Golgi, ERGIC, Endoplasmic reticulum, Lipid homeostasis

Introduction
The Golgi complex is involved in the processing, sorting and
transport of membrane components (lipids and proteins) to
appropriate subcellular destinations. and is also a membranous
platform for signaling, metabolic and cytoskeleton proteins.
Transport to and from the Golgi complex is mediated by transport
carriers (vesicles and/or tubules), which are generated in
sequential stages beginning with the formation of a bud,
followed by 1its elongation. constriction and final fission. These
different stages require tight control of membrane deformations
by a complex molecular machinery composed of coat proteins,
motors and protein domains that bend membranes (Krauss et al..
2008; Roux et al., 2005; Sorre et al., 2009), and lipid components
that recruit cytosolic proteins, modulate protein functions and
modify the architecture and physical properties of the membrane
bilayer (Bard and Malhotra, 2006; Burger, 2000; Huijbregts et al.,
2000; Kooiyyman et al. 2005: Lippincott-Schwartz and Phair,
2010; Shemesh et al., 2003; van Meer et al., 2008), Membrane
curvature is facilitated by conical lipid molecules such as
lysophosphatidic acid (LPA), phosphatidic acid (PA) and
diacylglycerol (DAG).

DAG has a dual role in the formation of carriers since it acts as
a scaffold and activator of proteins involved in signaling and
membrane fission such as PKD and ArfGAP1 (Baron and

Malhotra, 2002; Fernandez-Ulibarri et al., 2007), and it also
facilitates negative curvature. Moreover, there is a constant and
relatively large pool of DAG in Golgi membranes (Lev, 2006).
For all these reasons, DAG has been extensively associated with
vesicular transport events at the Golgr in yeast and mammalian
cells (Asp et al., 2009; Baron and Malhotra, 2002; Fernandez-
Ulibarri et al., 2007; Keamns et al., 1997; Litvak et al., 2005; Sarri
et al., 2011). Nonetheless, PA has recently been reported to
regulate transport carrier formation at the Golgi (Yang et al.,
2008:; Yang et al., 2011).

DAG at the Golgi is tightly regulated by metabolic pathways
that affect its consumption and production. On the one hand.
CDP-cholinephosphotransferase  (CPT)  consumes DAG  to
generate phosphatidylcholine (PC) (Henneberry et al.. 2002;
Sarri et al., 2011; Tian et al., 2008) and diacylglycerol kinase
(DAGK) converts DAG into PA (Mérida et al., 2008; Nagaya
et al, 2002). On the other hand. DAG is generated by
sphingomyelin synthases (SMSs) that convert PC and ceramide
into sphingomyelin (SM) and DAG (Subathra et al., 2011: Villani
et al., 2008), and by the sequential coupling of phospholipase
D (PLD) and phosphatidic acid phosphatases (PAPs) in which
the former generates PC-derived PA, which in tumn is
dephosphorylated by the latter to DAG (Roth, 2008; Sciorra
and Morris, 1999).
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Two types of mammalian PAPs have been identified according
to their subcellular localization, substrate affinities and regulatory
mechanisms (Brindley et al., 2009: Grimsey et al.. 2008: Pyne
et al., 2005; Sigal et al., 2005). PAPI enzymes are cytoplasmic,
Mg "-dependent and inhibited by N-ethylmaleimide. and PA is
their only known substrate. PAP2 enzymes are integral
membrane proteins, Mg* -independent, and insensitive to N-
cthylmaleimmde. PAP2 are also known as lipid phosphate
phosphatases (LPPs) because, in addition to PA, they can also
catalyze in vitro the dephosphorylation of other lipid phosphates
such as ceramide-1-phosphate (CIP). sphingosine-1-phosphate
(SIP), and lysophosphatidic acid (LPA) with different affinities
(PA ~LPA =C1P=S1P) (Long et al., 2005; Roberts et al., 1998
Waggoner et al.. 1996). Due to the crucial role of the substrates
and products of PAP activity in cell signaling, several PAP
isoforms have been shown to contribute to the production of lipid
signaling metabolites both inside and outside cells (Brindley and
Pilquil, 2009; Pyne et al.. 2009).

In mammals. three LPP isoforms have been reported: LPPI
(PAP2a), LPP2 (PAP2¢) and LPP3 (PAP2b). LPPs are
glycoproteins with a channel-like structure containing six
putative transmembrane domains. The catalytic site is arranged
into three distinct conserved domains (C1-C3) and faces the
extracellular side of the plasma membrane or the luminal side of
endomembranes (Long et al., 2008: Zhang et al.. 2000). This
topology is important since lipid phosphates do not easily cross
membranes and therefore. their access to LPPs. particularly in
intracellular compartments, will be a major factor in their
dephosphorylation rate and metabolism (Brindley and Pilquil,
2009). At present, the only experimental strategy to regulate a
particular LPP isoform is by modulating its expression
(Escalante-Alcalde et al., 2003; Kai et al., 1997; Long et al.,
2008; Ulrix et al., 1998). All LPPs are present to some extent in
the plasma membrane (Alderton et al., 2001; Jasinska et al.,
1999; Kai et al., 2006). while LPP2 and LPP3 have been variably
localized in endomembranes such as ER, endosomes, vesicular
structures and the Golgi complex (Alderton et al., 2001; Morris
et al., 2006; Sciorra and Morris, 1999). However, little is known
about their role in these subcellular compartments. The use of
propanolol, which inhibits general PAP activity (Pappu and
Hauser, 1983), has indicated that the DAG generated in this
reaction is involved in the fission (Fernandez-Ulibarri et al.,
2007) and in budding (Asp et al., 2009) at the Golgi complex,
with the subsequent alteration in membrane trafficking at the
ER-Golgi interface. Here we examine the molecular machinery
involved in the production of DAG required for the membrane
trafficking. We show that the PAP2 family member lipid
phosphate phosphatase 3 (hereafter LPP3, also known as
PAP2b) localizes in the early secretory pathway trafficking
stations such as ER export sites (ERES), the ER-Golgi
intermediate compartment (ERGIC) and the Golgi complex,
mainly contributing to the retrograde transport.

Results

LPP3 localizes in compartments of the secretory pathway
Single labeling experiments in Hela cells with anti-LPP3
antibodies (Long et al., 2008) stained a Golgi-like perinuclear
region and peripheral dot-like structures. overlapping with
the endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment
(ERGIC) markers ERGIC53-GFP (Fig. 1A) and KDEL receptor
(KDELFr) (not shown). To assess the localization of LPP3 in more
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detail, cells were treated with the microtubule-depolymerizing
agent nocodazole (NZ) and co-labeled for LPP3 and markers of
several transport stations along the secretory pathway, such as
Sec3 1A (endoplasmic reticulum exiting sites. ERES), KDELr
(endoplasmic  reticulum-Golgi  intermediate  compartment,
ERGIC), GMI130 (cis-Golgi) and Golgin97 (rrans-Golgi/TGN)
(Fig. 1). NZ treatment induces the formation of Golgi ministacks
that, despite their small size, preserve the structural and
molecular polarity (cis-to-trans) of the Golgi ribbon (Dejgaard
et al. 2007: Ho et al. 1989), which in tumn facilitates
colocalization analysis. In NZ-trecated cells. LPP3 overlapped
with all these markers to a variable extent (Sec3lA =KDELr
>GMI130 =Golgin 97) (Fig. 1B,C). Previous studies have
reported LPP3 at the ER and the plasma membrane (Long et al.,
2008: Sciorra and Morris, 1999), but with our anti-LPP3
antibodies the staining of both subcellular compartments
(except for ERES) was not obvious. However, LPP3 was
observed in both compartments after the expression of the
human GFP-tagged LPP3 (hLPP3-GFP) in COS-7 and Hela
cells, in addition to its localization at the Golgi (supplementary
material Fig. SI). The presence of LPP3 at ERES led us to
examine its dynamics at the ER. To this end, COS-7 cells
expressing hLPP3-GFP were examined by time-lapse confocal
microscopy. They showed dot-like structures that exhibited slow.,
short range movements within ER cisterna, with no clear
directionality (Fig. 1D: supplementary material Movie 1).
Sometimes, these dot-like structures jumped from one cisterna
to another (supplementary material Movie 1). This dynamic
behavior is in accordance with what has been reported for ERES-
associated transmembrane proteins (Hammond and Glick, 2000;
Kano et. al., 2004).

A pool of LPP3 constitutively cycles between the ER and
the Golgi, and behaves like an ERGIC-resident protein

To examine the dynamics of LPP3 in the secretory pathway to the
plasma membrane. we compared the LER-to-Golgi transport of
LPP3 with that of a characteristic secretory protein. the
membrane-associated vesicular stomatitis virus glycoprotein G
(VSV-G), using the fluorescence recovery after photobleaching
(FRAP) technique at the Golgi arca. VSV-G was induced to
accumulate at the ER at 40°C overnight, and then cells were
trcated with cycloheximide and incubated for 15 minutes at
32°C, which allows VSV-G to reach the Golgi. At this point
the Golgi-associated fluorescence was photobleached and
its recovery was analyzed. After 30 minutes, most of the
fluorescence at the ER was lost. while the initial Golgi-
associated fluorescence intensity was recovered (supplementary
material Fig. S2A). Conversely, in cells expressing hLPP3-GFP
the fluorescence at the ER barely decreased despite the arrival of
LPP3 at the Golgi. This difference could be explained if LPP3
were more stably associated with ER membranes than VSV-G.
or if LPP3 were in part constitutively recycled back from
the Golgi to the ER. To investigate this latter possibility, we
bleached the fluorescence signal out of the Golgi area in COS-7
cells expressing hLPP3-GFP for 24 hours and then added
cycloheximide. After the photobleaching. we observed a
partial recovery of the ER-associated signal (supplementary
material Fig. S2B), which most likely have come from a pool of
hLPP3-GFP located at the ERGIC and at the Golgi that is
recycled back to the ER.
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Collectively. these results strongly indicate that LPP3 behaves.
in part, like an ERGIC-resident protein, cycling between the ER
and the Golgi.

LPP3 participates in ERGIC membrane dynamics

As a first approach to examining the functional role of LPP3 in
membrane trafficking at the ER-Golgi interphase, we used
propranolol (an inhibitor of PAP activity: Billah et al.. 1989) to
assess its effect on the dynamics of ERGIC-53, a protein which
constitutively cycles between the Golgi and the ER. HeLa cells
expressing ERGIC53-GFP were incubated first at 15°C, which
blocks both anterograde and retrograde protein transport from
the ERGIC, resulting in the accumulation of recycling proteins
in swollen peripheral ERGIC clusters (Klumperman et al..
1998; Saraste and Svensson, 1991). The cells were then

7

176

m B. (D) Time-lapse frames extracted from
supplementary material Movie | showing the dynamic
association of LPP3-GFP in the ER of COS-7 cells. The
arrow points to an LPP3 dot-like structure moving within
ER cisterna. Scale bars: 10 pm.

rewarmed to 37°C. In agreement with previous reports (Ben-
Tekava et al., 2005), control cells showed numerous ERGICS3-
GFP positive globular-like structures moving throughout the
cytoplasm and forming transient tubular structures in a
continuous process of elongation and shrinkage (Fig. 2A;
supplementary material Movie 2). In contrast, propanolol-
treated cells showed very few tubules emanating from
ERGICS3-GFP structures (Fig. 2B: supplementary material
Movie 3), which were less motile than untreated cells (compare
supplementary material Movies 2, 3). When propanolol was
removed, ERGIC tubulation was re-established (Fig. 2C;
supplementary material Movie 4),

We next studied the role of LPP3 in ERGIC- and Golgi-
associated membrane dynamics and protein transport. For this
purpose, we suppressed the expression of LPP3 by transient
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expressing ERGICS3-GFP were incubated at 15°C for | hour with no addition (control) (A) or in the presence of propanolol (60 pM) for the last 5 minutes
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cell shown in B. Magnifications below show different time-points afterwards. In A and C, arrows with the same color indicate the temporal dynamics of the

same ERGICS3-GFP dot-like structure. Scale bar: 10 pm.

transfection of siRNAs and lentiviral infection with shRNAs in
Hela and Swiss 3T3 cells, respectively. In HeLa cells, two out of
four different siRNAs against LPP3 exhibited a reduction in the
protein level (about 70%) when added either individually or
together (Fig. 3A). A similar decrease in LPP3 protein levels was
also obtained in Swiss 3T3 cells (supplementary material Fig.
S3). As a proof of specificity. we show that our anti-LPP3
antibody recognizes the expressed form of the human FLAG-
tagged LPP3, giving the same electrophoretic bands pattern as
that given by the anti-FLAG antibody (Fig. 3A).

To examine the effects of LPP3 silencing on the tubulation
of the ERGIC, control and LPP3-knockdown HelLa cells
were incubated at 15°C for 1 hour and then shifted to 37°C.
fixed and stained for KDELr (Fig. 3B). At 15°C, a large amount
of KDELr-stained dot-like appeared  dispersed
throughout the cytoplasm in both control and LPP3-silenced
cells (Fig. 3B). After rewarming, numerous tubules appeared
in control cells, but their formation was reduced in silenced
cells (Fig. 3B.C) as occurred in  propanolol-treated  cells
(Fig. 2B). To investigate the link between the inhibitory cffect
of LPP3 depletion on the ERGIC tubulation and the decrease
in the DAG pool (see below), we examined whether the reduction
in ERGIC tubulation could be prevented by adding the short fatty
acid chain diacylglycerol analogue 1.2-dioctanoyl-sn-glycerol
(DOG). When added shortly before the rewarming of LPP3-
stlenced cells, DOG significantly recovered the tubulation of
KDELr-associated dot-like structures (Fig. 3D.E). Collectively,
these results support the participation of LPP3 in ERGIC
membrane dynamics.

structures
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LPP3 is not involved in the transport of anterograde cargo
To examine whether the effects on ERGIC dynamics of LPP3
depletion alter protein transport from the ER to the Golgi, we
used two cargo markers: the transmembrane VSV-G and the
soluble signal sequence-tagged DsRed (ssDsRed) proteins.
HeLa cells constitutively expressing the thermosensitive
mutant form (ts045) of the GFP-tagged VSV-G  were
transfected with oligonucleotides (#6 and #8) to silence the
expression of LPP3. After 48 hours, transfected cells were
incubated overnight at 40°C to accumulate VSV-G-GFP in the
ER. Upon a shift to the permissive temperature (32°C), we
analyzed the kinetics of acquisition of Endo H resistance. which
is a hallmark of VSV-G transported to the cis/middle Golgi. The
transport of VSV-G from the LR to the Golgi was not perturbed
in LPP3-depleted cells (Fig. 4A). Next, we analyzed the
ssDsRed transport from ERGIC peripheral clusters in control
and LPP3-silenced HeLa cells that had been co-transfected with
ERGIC53-GFP and ssDsRed. After blocking the transport from
the ERGIC by incubating cells for 2 hours at 157, ssDsRed
mainly accumulated in enlarged peripheral punctated structures
and in the Golgi in both control and LPP3-silenced cells (Fig.
4Ba.b). After 20 minutes of rewarming to 37°C (Fig. 4Bec.d.C),
LPP3-silenced cells showed greater colocalization of ERGICS3-
GFP peripheral punctated structures with the ssDsRed than
control cells (compare magnified insets in Fig. 4Ce.f, Fig. 4D
for quantitative analysis). However, the percentage of ssDsRed
that colocalized with ERGIC53-GFP over the total ssDsRed-
positive punctated structures remained unaltered between
control and LPP3-silenced cells (Fig. 4E). This result indicates
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that the transport of ssDsRed from the ERGIC to the Golgi
was not impaired by the depletion of LPP3. Moreover, we
observed a decrease in the density of ERGIC33-GFP punctated
structures in LPP3-silenced cells (compare ERGICS53-GFP
panels in  Fig. 4Ce.d, Fig. 4F for quantitative analysis).
which was accompanied by an increase in their average size
(Fig. 4G). Similar results were observed in cells cultured at
37°C, showing a significant decrease in the density of
endogenous KDELr dot-like structures in LPP3-silenced
cells with respect to control cells (supplementary material Fig.
S4). Collectively these results indicate that LPP3 participates in
the maintenance of the architecture and dynamics of the ERGIC,
but not in the anterograde transport of membrane and luminal
cargo,

LPP3 participates in the retrograde protein transport

Previous reports indicate that incubation of cells at 15°C induces
the formation of tubules enriched in Golgi-associated SNAREs
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o
Control N-T #6+8 #6
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after rewarm

#8

—  — Fig. 3, ERGIC tubulation is inhibited in
siRNA LPP3

LPP3 knockdown cells. (A) Lysates from Hela
cells ransfected with human LPP3-FLAG were

siRNA

e subjected to western blot and incubated with
= anti-FLAG and anu-LPP3 antibodies. Lysates of
these same cells as well as lysates from cells
0. transfected for 72 hours with a non-target pool
of siIRNAs (N-T) or with a combination of two
20 =2 LPP3-specific siRNAs (6+8) were revealed with
anti-LPP3 anubodies. Equally processed LPP3
0 knockdown cells were transfected for the last

24 hours with murine LPP3-myc and examined

SIRNA by western blotting with anu-LPP3 and anti-
P mye antibodies. Quantitative analysis of
100+ -
) resulting LPP3 levels in the indicated
80- transfection conditions are shown on the right.
E (B) Control (mock-transfected) and LPP3-
g 60 silenced HeLa cells were first incubated at 15°C
= for 30 minutes (Ba.c) and afterwards shified to
5 401 37°C for 10 minutes (Bb.d). fixed and stained
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shown at higher magnilication on the right.
0- Arrows indicate tubular structures.
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(C€) Quanutative analysis of cells showing
KDELr-stained tubules afier 10 minutes of

= rewarming in control cells (mock-transfected),
non-targeting cells (N-T) and cells translected
with LPP3 siRNAs. (D) Control and LPP3-
silenced cells were incubated at 15°C for

. 30 minutes in the presence of DOG for the last
10 muinutes, then rewarmed to 37°C and

LR processed as indicated in A. Small red arrows
“. iy point to representative tubular structures.
s (E) Quantitative analysis of results shown in D.
b g il ¥P=0.05, **P=0.01, ***P=0.001. Scalc bars:
P A

10 pum.

(Gos28 and GSI15) and Rab (Rab6) proteins (Martinez-Alonso
et al., 2007). As in our examination of the membrane tubulation
from the ERGIC, here we first studied the formation of Rab6-
GFP tubular and vesicular transport carriers in control and
propanolol-treated cells by live imaging (supplementary material
Fig. S5). After | hour at 15°C, control cells showed a large
number of tubular and vesicular Rab6-containing structures
connected to the Golgi and dispersed throughout the cytoplasm.
To study the dynamics of Rab6-GFP transport carriers formed at
15°C, cells were then rewarmed to 37°C (supplementary material
Fig. S5: Movie 3). In control cells, there was a fast consumption
of previously formed Rab6-GIP tubules in small vesicles and a
fast formation of new thin. short tubular structures. Some of these
tubules were distributed throughout the cytoplasm and were
moving rapidly towards the cell periphery, whereas others
emerged directly from the Golgi (supplementary material Fig.
S5: Movie 5). Propanolol-treated cells showed a decrease in the
rate of newly formed Rab6-GFP transport carriers exiting the
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Golgi, but they were more extended, and remained so for a longer
time before their total disruption into small vesicular structures
(supplementary material Fig. §5: Movie 6). Next, we examined the
morphology and density of newly generated Rab6-GFP transport
carriers (tubules and vesicles) from Golgi membranes in control and
LPP3-silenced Hela cells stably expressing Rab6-GFP. which. as
before, had first been cooled to 157 for | hour and then shifted to
37°C. After 10 minutes of rewarming, LPP3-depleted cells showed
fewer Rab6-GFP particles than control cells (compare Fig. 5Ab.d,
Fig. 5B.C for quantitative analysis). Interestingly. although LPP3-
silenced cells contained fewer tubules, they were longer than those
in control cells (Fig. 3D). Collectively, these results indicate that
LPP3 participates in the formation of Rab6-GFP transport carriers
generated at the Golgi.

To further investigate the role of LPP3 in Rab6-dependent
protein transport, we analyzed the tratficking of the cy3-tagged
subunit B of the Shiga toxin (STxB). which is transported from
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Fig. 4. LPP3 silencing perturbs ERGIC
membrane dynamics and morphology but
not ER-to-Golgi VSV-G transport.

(A) Control and LPP3-silenced Hela cells
constitutively expressing VSVG-GFP were
lysed at different time-points after the shift to

the permissive temperature (32 C) and
incubated with Endo H. Total amount of
= VSVG-GFP was examined by western blot

m

o with an anti-GFP antibody. The ratio (in
S ®1 percentage) of the amount of Endo H-resistant
g E:e form (R) to that of the total amount (Endo H-
w g resistant plus Endo H-sensitive forms; R15)
% ’:’ ) for cach time-point is shown. (B) Control and
(v} LPP3-silenced Hela cells were co-transfected
% ® “,. overnight with ssDsRed and ERGIC33-GFP.
= Then, cells were incubated at 15°C for 2 hours
0= (Ba,b) and shified to 37°C for 20 minutes
G Control siRNA (Be,d). (C) Colocalization (white points in
500 msets) of ERGICS3-GFP and ssDsRed in
-} E _?:_ control {Ca.c,e) and LPP3-silenced (Ch.d.f)
<y . ] cells after 20 minutes of rewarming.
§§ - (D) ERGIC33-GFP colocalizing with
'¢ 8 ssDsRed as a percentage of the total number
32 x of ERGICS3-GFP dot-like structures.
g '%' (E) ssDsRed colocalizing with ERGIC53-GFP
T 2 o as a percentage of the total number of
@ ssDsRed punctuated structures. (F) Density of

— ERGICS3-GFP dot-like structures. (G) Size of
Control slRNA ERGICS3-GFP clusters. *P=0.05. Scale bars:
10 pm.

the Golgi to the ER in a COPI-independent and Rab6-dependent
manner (White et al., 1999). Control and LPP3 silenced cells
stably expressing Rab6-GFP were incubated with STxB at 4C
for 30 minutes (supplementary material Fig. S6a.d). washed to
remove unbound STxB and then shifted to 37°C to initiate the
internalization of the toxin. After 2 hours at 37°C. STxB was
mostly seen at the Golgi (supplementary material Fig. Séb.e).
When cells were subsequently incubated at 15°C for 60 minutes,
STxB appeared in enlarged peripheral vesicular structures, with
the concomitant loss of the Golgi staining (supplementary
material Fig. So6ecf). At 157C, we could barely see STxB
colocalizing with Rab6-GFP (data not shown), in agreement
with previous reports demonstrating that Golgi-emerging tubules
formed at low temperature lack cargo (Martinez-Alonso et al.,
2007). When cells were rewarmed to 37°C for 10 minutes STxB
reached the ER in about 50% of control cells, which was assessed
by visualization of the characteristic reticular and nuclear envelope



@
5}
c

2
o

wn

©

o

S

©
c
-
=)
o

S

LPPS3 function in the secretory pathway 2647

A 15°¢

Rab6-GFP

Rewarm (10 min)

Control

siRNA

0] d o

- &0

§ 100 % |

€ 80- * ¢3 BII-I

[=% & B N -] 2 mi *

o [1 =) | —

L w o 304 ——

9 40 ol I

E 332 *1

g E ml

ECE l_ =z ol .
Control SIRNA Control  siRNA

LPP3wt-myc STxB-Cy3
Wy

m

Control

siRNA

Rewarm (10 min)

H m

3= e
D g

a T ;ﬂi

=

6% g5 .

Q8 8~

& R

Control ~ siRNA Control  siRNA

%

5. Alterations of Rah6-dependent protein transport in LPP3 knockdown cells. (A) Control and LPP3-silenced Hela cells stably transfected with Rab6-

GFP were incubated at 15°C for | hour (Aa.c) and then shifted to 37°C for 10 minutes before fixation (Ab,d). The boxed areas are shown at higher magnification

on the right. Arrows indicate Rab6-GFP tubular structures. (B-D) Quantitative analysis of all cytoplasmic structures (punctated and tubular) that contain Rabt-

GFP (B), number of Rab6-GFP tubules per cell (C) and tubule len

gth (D) in control and LPP3-silenced cells. (E) STxB was internalized for 2 hours at 377

followed by 1 hour at 157 and 10 minutes rewarming to 37°C. Cy3-8TxB nuclear envelope staining appears in control (arrows in Ea) but not in LPP3-silenced

(Ec) cells expressing Rab6-GFP. Colocalization of cy3-STxB and Rab6-GFP in vesicles and tubules in control (Eb) and LPP3-silenced (Ed) cells. (F) Quantitative
analysis of STxB in the ER; *P=0.05 and **P=0.01. (G) Human LPP3 knockdown cells were transfected for the last 24 hours of silencing (72 hours) with the

plasmid expressing the murine mye-tagged LPP3 wild-type form (LPP3wt-myc). Subsequently, cells were incubated with cy3-STxB following the same
internalization protocol as indicated above. Human LPP3-silenced cells expressing murine LPP3wt (asterisks) showed Golgi- and ER-like staining patterns of

STxB, whereas neighboring cells not expressing mLPP3-myc only showed the Golgi-like pattern (arrow). Panels on the right are higher magnifications of
ndicated cells shown in the left panels (arrowheads point to STxB in the ER). Scale bars: 10 um.,

ring patterns stained with cy3-STxB (Fig. 5Ea, red arrows).
Conversely, in LPP3-silenced cells most STxB remained in the
peripheral vesicle-like structures (Fig. 5Ec.F for quantitative
analysis). In control cells, Rab6-GFP tubules contained STxB
(Fig. SEb and magnified boxes). Taking into account that at |5°C
the STxB was barely present in tubular structures, we conclude
that most of these tubules containing STxB and Rab6-GFP were
newly formed during the rewarming to 37 °C. Conversely, in most of
LPP3-silenced cells. co-labeled tubules were almost absent
(Fig. 5SEd and magnified boxes), which is consistent with the
reduction of Rab6-GFP tubular structures caused by LPP3 depletion
(Fig. 50).

To ensure that the observed trafficking defects caused by
LPP3-silencing did not represent off-target effects of siRNA
transfection, we performed rescue experiments involving murine
LPP3, which lacks complementation for human siRNA
sequences, and its protein expression levels are not perturbed
(Fig. 4A). Remarkably, expression of this siRNA-resistant

180

murine LPP3 protein reversed the blockade of the STxB arrival
at the ER (Fig. 5G, asterisks).

Finally, we examined whether COPIl-dependent retrograde
transport is also regulated by LPP3. To this end, we monitored
the transport of STxB containing the KDEL sequence in its
COOH-terminus (STxB-KDEL) (Johannes et al., 1997). When
STxB-KDEL reaches the ER compartment, it is retained.
showing an ER-like staining pattern. Control LPP3-
silenced Swiss 3T3 cells were incubated with cy3-STxB-KDEL
at 19°C to accumulate the toxin in early endosomes.
Subsequently. cells were shifted to 37°C to synchronize the
toxin transport first to the Golgi and then to the ER, which in
control cells occurred in 6 hours (supplementary material Fig.
87). In contrast, at this time STxB-KDEL was still accumulated
in the Golgi of LPP3 silenced cells (supplementary material Fig.
§7). Taken together, these results indicate that LPP3 is involved
in  both COPl-dependent and COPl-independent  (Rabo-
dependent) transport from the Golgi to the ER.

and
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A catalytically inactive LPP3 mutant reduces the formation
of Rab6 transport carriers and the retrograde protein
transport

Our next step was to test whether the expression of the wild-type
(LPP3wt) and the catalytically inactive mutant (LPP3S197T;
Escalante-Alcalde et. al., 2003) forms of human LPP3 affected
protein transport at the ER-Golgi interface. First, we examined
the formation of Rab6-containing transport carners. When
LPP3wt and Rab6 were co-expressed. both proteins colocalized
at the Golgi and in cytoplasmic vesicular structures (Fig. 6A; see
arrowheads in magnified boxes). The presence of both proteins in
transport information  about  their
directionality, since Rab6-containing transport carriers transit
anterogradely to the plasma membrane (Grigoriev et. al., 2007;
Grnigoriev et, al., 2011) and retrogradely to the ER (White et al.,
1999). To investigate whether some of these vesicular structures
mediate in retrograde transport. we examined the colocalization

carriers  provides no

of LPP3wt-GFP with internalized cy3-STxB. After 2 hours of

STxB internalization at 37°C followed by 1 hour at 157C.
colocalization of LPP3 with STxB was seen in some vesicular
structures (Fig. 6B and magnified boxes). Rab6 and LPP3
colocalization at the Golgi and in vesicular structures was seen
only in cells expressing moderate levels of Rab6-myc.

Conversely, cells expressing high levels of Rab6-myc either
alone or together with LPP3-GFP showed a complete
redistribution of Rab6 into the ER (supplementary material Fig.
S&). This observation is in accordance with the previously
reported BFA-like phenotypical effect caused by Rab6wt or
GTP-bound overexpression (Martinez et. al., 1997). Remarkably,
the co-expression of Rab6-myc with the catalytically inactive
LPP3  mutant (LPP3S193T-GFP)
redistribution of Rabéwt to the ER. with the concomitant
increase of Rab6 still present in the Golgi (supplementary
material Fig. S8A.B).

To study whether this blockade in the Rab6 redistribution to
the ER caused by LPP3S197T mutant was due to inhibition of
Golgi-to-ER retrograde transport, we monitored the arrival of

strongly  reduced  the

retrograde cargo at the ER. In this case, we measured the
colocalization of STxB with LPP3wt-GFP or LPP3S197T-GFP at
the ER in COS-7 cells after 2 hours of internalization of STxB at
37°C. followed by 1 hour at 15°C and an additional hour of
rewarming. At this time, in cells expressing LPP3wt part of STxB
had reached the nuclear envelope, which was not the case in cells
expressing the LPP3S197T mutant form (Fig. 6C.D).
Collectively. these results indicate that LPP3wt-GFP associates
with Rab6 transport carriers, which are in part transported from

STxB internalization [ 37°C (2 h) 3 15°C (1 h) ]

o200
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Fig. 6. Catalytically inactive LPP3 mutant impairs Rab6-dependent Golgi-to-ER protein transport. (A) Hela cells were co-transfected with human
LPP3wt-GFP and Rab6-myc plasmids and the colocalization of both proteins analyzed by confocal microscopy. Magnified pictures below show subcellular
structures co-labeled for both proteins (arrowheads). (B) HeLa cells expressing human LPP3wi-GFP with mternalized STxB (see protocol for Fig, 5E). Magnified
pictures below show vesicular structures labeled only for LPP3 Garrows) or co-labeled for LPP3 and STxB (arrowheads), (C) Representative images of STxB
internalized in COS-7 cells expressing human LPP3-GFP or human LPP3S197T. On the right are representative examples of human LPP3-GFP or LPP3S197T-
GFP and cy3-STxB intensity profiles from random lines traced through the reticular cytoplasmic area. (D) Quantitative results from 5 lines per cell and 10 cells
per experiment in two independent experiments. Scale bars: 10 pm.
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the Golgi to the ER. and that the expression of the catalytically
inactive mutant and the silencing of LPP3 produce similar defects
in Rab6-dependent retrograde protein transport.

Ultrastructural alterations in the ER-Golgi interface in
LPP3-silenced cells

We examined the ultrastructure in the ER-Golgi interface area
in Swiss 3T3 cells depleted of LPP3 by means of the lentiviral
shRNA system. Unlike control cells (Fig. 7A), LPP3-silenced
cells showed some slightly swollen cisternae (Fig. 7C) and an
invariably abnormal accumulation of numerous vesicular
membrane profiles as well as membrane buds attached to
Golgi cisternac and peri-Golgi  tubulovesicular  structures
(Fig. 7B.C: arrowheads in D). Interestingly, some budding
profiles clearly contained an electrondense material attached to
the cytoplasmic face, which indicates the presence of the co-
atomer (Fig. 7D, arrows) while others did not show this
electrondense content. No alterations in the ER were observed.
Together, data supports the participation of LPP3 in the
formation of COPI-dependent and COPI-independent transport
carriers at the ERGIC and Golgi.

Alterations in the homeostasis of DAG in LPP3-silenced
cells

To assess whether the aforementioned alterations in the ER-
Golgi interface protein transport in LPP3-silenced cclls were
caused by changes in the phosphatidic acid (PA)-derived DAG.
we first measured the production of DAG, triacylglycerol (TAG)
and major phospholipids using radioactive labeling. The
["*Clacetate incorporation into DAG. TAG. and major

phospholipids decreased in LPP3-silenced cells (Fig. 8A.C),
which indicates that the newly synthesized DAG is reduced,
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which compromises the de nove synthesis of TAG and
phospholipids in  LPP3-silenced cells. Consistent with this
conclusion, the incorporation of ["*Clacetate into PA as a
percentage of total [*Clacetate incorporation into the lipids was
higher in LPP3-silenced cells than in control cells (Fig. 8B).
indicating the accumulation of the de nove synthesized PA. To
investigate  whether the reduction of newly synthesized
phospholipids was compensated by an enhancement of the
recycling pathways, we examined the incorporation of
IHP]orthoplmsphoric acid. We observed that the [*?P]-labeling
of major phospholipids was similar in control and LPP3-silenced
cells (Fig. 8D), which confirmed a  higher recycling of
phospholipids in LPP3-silenced cells, compared to controls.

Next, we examined whether the DAG pool present in Golgi
membranes was also affected after the silencing of LPP3. To this
end. we expressed the GFP-tagged C1b domain of PKCO (GFP-
C1b). which in control conditions localizes to the Golgi and acts
as a dynamic sensor of DAG content in this compartment
(Carrasco and Merida, 2004; Fernandez-Ulibarri et al.. 2007).
LPP3-silenced Swiss 3T3 cells showed lesser GFP-C1b domain
in the Golgi than control cells (supplementary material Fig. §9).
Taken together, these results indicate that the depletion of LPP3
reduced de novo synthesized DAG and the Golgi-associated
DAG content.

Discussion

LPP3 localization at the ER-Golgi interphase

Here we provide evidence that human LPP3 is present in
compartments of the secretory pathway from ERES to the trans-
Golgi. The localization of LPP3 in the ER and the ERGIC is
consistent with the presence of different pools of LPP3, one non-
glycosylated and with immature N-glycans (Endo-H sensitive),

Fig. 7. Golgi and peri-Golgi membrane buds in LPP3-silenced
cells. Swiss 3T3 cells were infected with an empty vector (control) or
with LPP3 shRNA lentivirus (TCR49), fixed after 96 hours of
infection and processed for TEM. (A) In control cells, the Golgi
exhibits an extended ribbon structure containing {lat cisternae
surrounded by a few peri-Golgi vesicular structures. (B-D) In LPP3
knockdown cells, Golgi stacks show slightly swollen cisternae and
numerous peri-Golgi vesicular profiles that remained attached to the
cisterna by a neck (outlined by white circles). Arrows in D (which is
a magnification of the box outlined in C) indicate the presence of an
clectron-dense material that corresponds to the co-atomer. Scale
bars: 200 nm.
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Fig. 8. Reduction of the de nove synthesis of DAG, TAG and major
phospholipids in LPP3-silenced cells, (A-D) Control and LPP3-silenced
HeLa cells were labeled with |1"{']'.lccl::tc (A-C) or with
[uf‘|c\r1|111|1hs)sphnric acid (D) for the last 24 hours of the silencing protocol.
Lipids were extracted, separated by TLC and counted for radioactivity. The
labeling with [Clacetate of DAG and TAG (A) and main phospholipids
(C), but not PA (B) is reduced in LPP3-silenced cells, whereas the labeling of
phosphololipids with [¥PPlorthophosphoric acid is similar in control and
silenced cells (D). Results are from a representative experiment. PE,
phosphatidylethanolamine; PC, phosphatidylcholine; SM., sphingomyelin: PI,
phosphatidylinositol; PS, phosphatidylserine; DAG, diacylglycerol; TAG,
triacylglyeerol.

and the other with mature N-glycans (Endo-H resistant) (Sciorra
and Morris, 1999), Remarkably, the time-lapse analysis of LPP3
transport at the ER-Golgi interphase strongly suggests that part
of the protein constitutively cycles between the ER and the Golgi.
and behaves like an ERGIC-resident protein. The association of
the overexpressed LPP3 with the STxB in vesicular structures
directed to the ER indicates that LPP3 retrograde transport from
the Golgi is partly Rab6-dependent. We also notice that unlike
LPP1 and LPP2 isoforms, LPP3 contains the sequence KTKTT in
the position 279-283 of its cytoplasmic C-terminus, which
matches one of the two canonical motifs (KXKXX and KKXX)
by which integral membrane proteins are incorporated into COPI
transport carriers (Beck et al., 2009; Jackson et al.. 1990; Nilsson
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et al., 1989). This could explain the interaction of LPP3 with the
COPI machinery, which is later retrieved from the ERGIC and
Golgi membranes and carried back to the ER and ERGIC
respectively, in a similar manner to other ERGIC proteins such as
ERGICS3, KDELr and Sacl (Cabrera et al.. 2003: Rohde et al..
2003; Schindler et al., 1993). Whatever the mechanism by which
LPP3 recycles at the ER-Golgl interface. some of it escapes from
the retrieval system to complete N-glycosylation at distal Golgi
membranes and it finally reaches the plasma membrane, where it
seems o associate with lipid rafts (Kai et al., 2006).

LPP3 metabolizes lipids involved in early secretory
membrane trafficking

The enzymatic machinery that regulates membrane lipids in
compartments of the secretory pathway determines their
morphology, associated membrane trafficking and lipid—protein
interaction (Bechler et al., 2010; Ben-Tekaya et al.. 2010; Brown
et al.. 2003: de Figueiredo et al.. 2000; Morikawa ct al.. 2009:
San Pietro et al., 2009; Schmidt and Brown, 2009; Subathra et al.,
2011). Here we incorporate LPP3 into the enzymatic machinery
(PLD, SMS, LPAAT3, and PLA,) already related to the
generation of the DAG necessary for the transport carrier
formation along the secretory pathway. The observation that
the depletion of LPP3 reduces [”{"|ﬂccmlc incorporation into
DAG and TAG, as well as into the major phospholipid classes.
points to inhibition of the de nove synthesis of glycerolipids in
LPP3-silenced cells. Taking into account that the conversion of
PA to DAG is a necessary step for the de novo synthesis of
phosphatidylcholine (PC), phosphatidylethanolamide (PE) and
phosphatidylserine (PS), as well as the neutral lipid TAG, we
postulate that LPP3 generates DAG by dephosphorylating the de
novo synthesized PA in addition to the PA that comes from the
PLD-induced hydrolysis of PC (Sciorra and Morris, 1999). The
increase in [“Clacetate labeled PA supports this idea. On the
other hand, the observation that the labeling of major
phospholipids with [*2PJorthophosphoric acid (PC, SM. PE, P$
and PD) is the same in control and LPP3-silenced cells indicates
that the recycling pathways for the synthesis of phospholipids
maintain the same levels of phospholipids in LPP3-silenced cells
as those in control cells. Besides, we observed a reduction in
Golgi-associated DAG.

LPP3 in the transport carrier formation process and in
protein transport at the ER-Golgi interface

Here we show that propanolol and LPP3 depletion cause similar
impairments in the formation of ERGIC tubules. We consider
that DAG formation mediated by LPP3 is required for the
budding of highly curved tubular transport carriers from the
ERGIC (and Golgi) membranes, since the addition of DOG (a
short chain cell membrane-permeant DAG) prevented the
inhibitory effects caused by the depletion of LPP3. In this
context, recent studies have suggested a role for PA-derived
DAG n the budding stage of transport carrier formation in Golgi
membranes (Asp et al., 2009). This work showed that in the
presence of 300 uM propanolol, which completely inhibits the
PAP1 and PAP2 families of enzymes, Golgi cisternae remain flat
without any omega profiles (which is indicative of vesicle
formation), suggesting that PAPI and PAP2 were involved in the
initial budding stage. However, we reported earlier that 60 uM
propanolol, which does not completely inhibit PAPI proteins
(Meier et al.. 1998) and does not perturb the microtubular
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network, induced the accumulation of COPl-coated budding
vesicles at the Golgi and peri-Golgi membranes (Fernindez-
Ulibarri et al., 2007), thus implicating PAP2 enzymes in the
fission step of vesicle generation. Thus. these previous results and
those reported here indicate that PAP1 and the PAP2 subtype
LPP3 could cooperate in the formation of transport carriers both
in the ERGIC and in the Golgi. Likewise, LPP3 seems to regulate
budding and fission at the Golgi, since the decrease in the number
of Rab6-GFP transport carriers occurring when the PAP activity
was inhibited by propanolol., LPP3 was silenced or the
catalytically inactive LPP3 was cxpressed indicates that
budding is impaired. The concomitant increase in the length of
the Rab6 tubules also points to a defect in the final fission of
these tubules. Therefore. we envision a model in which. at an
early stage. LPP3 (whose catalytic domain faces the lumen)
would form DAG (a cone-shape lipid) in the inner leaflet of the
bilayer. At this stage LPP3 could coordinately act with cPLA,,
which forms LPA (an inverted cone-shape lipid, which in turn
might be enhanced by the inhibition of LPP3) in the cytoplasmic
lcaflet of the bilayer (de Figueiredo et al.. 2000: San Pictro ct al..
2009: Yang et al.,, 2011), allowing membranes to bend outward
into the cytosol, thereby facilitating initial budding. Although
there are no experimental data showing the precise localization of
DAG in a budding vesicle/tubule, the strong negative curvatures
generated in the neck clearly require DAG and its spontancous
flip-flop between the two membrane leaflets. On the other hand,
the presence of DAG permits and enhances the negative
curvature necessary for the recruitment of ArfGAPI through its
ALP motif (Antony et al.. 1997; Ambroggio et al.. 2010). Thus.
local DAG accumulation and the increased recruitment of
ARFGAPI1 could act together, leading to the progressive pre-
fission constriction of the neck in such a way that final vesicle/
tubule scission could occur even without the involvement of a
fission protein. In any case, whatever the biophysical mechanism
imvolved or the stage in the transport carrier formation in which
LPP3 participates. cargo trafficking at the ER-Golgi interface
should be affected. This is indeed the case in LPP3-silenced cells
and in cells overexpressing a catalytically inactive form of LPP3,
where retrograde cargo (STxB) transport is impaired. Although
the transport of VSV-G from the ER to the Golgi was unaltered in
LPP3-silenced cells, we observed increased colocalization of
ERGIC33-GFP with ssDsRed after the rewarming to 37°C from
15°C. A possible explanation for this apparent discrepancy is that
the depletion of LPP3 perturbs the maturation and/or sorting
functions of ERGIC compartment. In contraposition to the
maturation model, in which ERGIC clusters would represent
transport vehicles for protein delivery to the Golgi. recent studies
show that the ERGIC is a stable compartment which is made up
of numerous discontinuous elements that function in bidirectional
sorting to the ER and to the Golgi. The reduction in the number
of ERGIC53-GFP elements (with the concomitant increase in
their size) as well as the greater association of ERGIC53-GFP
with the ssDsRed secretory protein seen in LPP3-silenced cells
indicates that ERGIC-resident proteins (such as ERGICS3)
cannot be efficiently sorted from transport carriers that
contain anterograde protein cargo (such as ssDsRed). Then.
tubulation could be more involved in the interconnection and
membrane exchange occurring between ERGIC stationary
clusters (which would determine the steady number of
ERGIC dot-like structures at physiological conditions) rather
than a critical process for transport of anterograde cargo at the
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ER-Golgi interphasc. Likewisc. the decrecase in density of
ERGIC clusters could result from impairment in the retrograde
transport from the cis-Golgi to the ERGIC, which is supported
by the delay in the STxB-KDEL transport from the Golgi to the
ER and the accumulation of uncompleted fissioned buds in
Golgi cisternae.

Remarkably, the retrograde trafficking impairment occurring
in LPP3-depleted cells does not distinguish between COPI-
dependent and COPI-independent mechanisms, as both wild type
STxB (COPl-independent) and STxB-KDEL (COPI-dependent)
were equally perturbed in LPP3-silenced cells. These results
suggest that the DAG pool derived from the LPP3 activity is
involved more in generating the membrane curvature than in
acting as an acceptor for the recruitment of a specific molecular
machinery that discriminates between the COPI-dependent or
COPIl-independent retrograde protein transports.

In conclusion, our study shows that LPP3, en route to the
plasma membrane (where it has a variety of physiological
functions (Escalante-Alcalde et. al., 2003; Long et. al., 2005;
Humtsoe et. al., 2010), acts in early compartments of the
seeretory pathway, in particular in the formation of retrograde
transport carriers. LPP3 dephosphorylates at least de nove
synthesized PA to generate DAG, which is in turn necessary
for the aforementioned transport process. Thus, LPP3 can be
added to the increasing arsenal of enzymatic machinery that
regulates the lipid metabolism of secretory compartments, which
contributes to the formation of transport carriers.

Materials and Methods

Antibodies and plasmids

Rabbit polyclonal antibodies against LPP3 used for immunocytochemistry were
generated to the 223-235 amino acid sequence of the human protein (Alderton
et al., 2001). Antibodies used for western blotting were provided by H. Kanoh
(Sapporo Medical University School of Medicine, Japan). Mouse monoclonal
antibodies to KDEL receptor were purchased from Calbiochem, BD Transduction
Laboratories (San José, CA, USA). Mouse monoclonal antibodies to GM 130 and
myc, and rabbit polyclonal antibodies to FLAG were purchased from Sigma (St.
Louis, MO, USA), Mouse monoclonal antibody to Golgin97 and rabbit polyclonal
antibody to GFP were purchased from Molecular Probes (Paisley, United
Kingdom). Secondary amtibodies [Flab’)z fragments] conjugated to Cy3- or
Alexa-488 were from Jackson InmunoRescarch Laboratories (West Grove, PA,
USA). Secondary antibodies conjugated to HRP were from Promega (Madison,
WI, USA).

Plasmids: LPP3wt-GFP and LPP3SI97T-GIP were provided by H. Kanoh
(Medical University School of Medicine, Sapporo, Japan), Rab6-myc was from B.
Goud (Institute Curie, Paris, France), GFP-C1 domain-PKCO was from 1. Mérida
(CSIC, Madnd, Spain), and ERGICS3-GFP and ssDsRed were from H.-P. Hauri
(Biozentrum, University of Basel, Basel. Switzerland). Plasmids encoding mouse
LPP3wt-myc and human Gb3 synthase were purchased from Origene (Rockville,
MD, USA). The second-generation lentivirus packaging (psPAX2) and envelope
plasmids (pMD2.G) were provided by R.M. Rios (Cabimer, Sevilla, Spain), Cy3-
comugated wild type Shiga toxin B subunit (STxB) and STxB coupled 1o the
KDEL sequence (STxB-KDEL) were provided by L. Johannes (Institut Cune,

Paris, France).

Chemicals and reagents

2-dioctanoyl-sn-glycerol (DOG) was purchased from Sigma (St Louis, MO,
USA), propanolol and nocodazole were from Calbiochem (Darmstadt. Germany).
Endoglycosidase H (Endo H) was purchased from New England Biolabs (Beverly,
MA) and ["CJacetate and [**Plorthophosphoric acid were from PerkinElmer Life
Sciences (Waltham, MA, USA). Unless otherwise stated, all other chemicals were
from Sigma or Calbiochem,

Cell lines and cell culture conditions

HeLa cells stably expressing Rab6-GFP were provided by B. Goud (Institut Curie,
Paris, France). HeLa cells swbly expressing VSVG-GFP were provided by V.
Malhotra (Center of Regulatory Genomies, Barcelo Spain). Hela, COS-7,
Swiss 3T3, and 293T cells were cultured in DMEM (Invitrogen, Paisley, United
Kingdom) containing 10% of fetal call serum (FCS; GIBCO/BRL Invitrogen,
Paisley, United Kingdom) and supplemented with sodium pyruvate (1 mM),
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glutamine (2 mM). penicillin (100 U/ml) and streptomycin (100 pg/ml). Cells
were grown in a humidified incubator in 5% COy at 37°C. Expression of stably
transfected HeLa Rab6-GFP and HeLa VSV-GFP cells was maintained by adding
geniticin (500 pg/ml) to the culture medium. For the temperature experiments,
cells were cultured in a temperature-controlled incubator at 15 for different
periods of time. Where indicated. cells were treated with nocodazole (NZ. 30 pM).
propanalol (60 or 100 pM}) or DOG (3 pM) for the indicated times.

LPP3 silencing and plasmids transfection
The negative control non-targeting pool of siRNAs and the siRNA sequences
against human LPP3 — oligonucleotide #6 (5'-GGGACUGUCUCGCGUAUCA-
3") and oligonucleotide #8 (5" -GCACAUUAUUGACAGGAAC-3") were obtained
from Dharmacon (Lafayette, CO, USA). SiRNA transfections were performed
using Hiperfect (Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions,
Briefly, HeLa cells were seeded at a density of 10 cells in six-well culture plates
for 24 hours, Thereafter, cells were transfected for 48 hours with the indicated
oligonucleotides alone or both together at a final concentration of 20 nM when
added individually or 10 nM for each oligo when added together. Subsequently,
cells were detached with trypsin, re-seeded at a density of 4107 cells/well in six-
well culture plates and subjected to a second round of reverse transfection for
24 hours more, Therefore, silencing experiments were carried out for a total of
72 hours. after which time cells were collected for westem blot or fixed for
immunefluorescence analysis, Control cells were mock transfected or, where
indicated, transfected with the non-targeting pool of siRNAs following the
protocol described above.

For rescue experiments cells were translected with the muri
24 hours before the total 72 hours of siRNA human LPP3 tra

For LPP3 silencing using lentiviral-based system in Swiss 3T3, the hairpin
sequences designed against mouse LPP3 mRNA were the following: TRC49/
TRONODOOOS1 249 (5'-CCGGCGLGUGTATCTGACTACAAGCATCTCOGAGATT-
TGTAGTCACCGTTG-3") and TRCSUTRCNODOOOS1251  (5"-CCGGCCTG-
ATTTCAGTCAGATCAATCTCUAGAGATCTGACCTGTTTTTG-3") and they
were pun.h.m.d from Open Biosystems (Huntsville, AL, USA). Clone
details for creating shRNAs against LPP3 are available online (http://www,
thermoscientifichio.com). The viral particles were produced by transient co-
transfection of plasmid encoding LPP3 shRNA and packaging vectors into 293T
cells using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Paisley. United Kingdom). The
resulting supernatant was collected afier 96 hours. For the infection, Swiss 3T3
cells were seeded at a density of 6x10% cells in 100-cm® plates for 24 hours,
Thereafter. lenmtiviml particles containing shRNAs were added to the culture
medium for 24 hours. The post-transduction culture medinum was subsequently
replaced with complete DMEM supplemented with puromycin (3 pe/ml). After
96 hours, infected cells were collected for western blotting or fixed for
immunofluorescence analysis. Control Swiss 3T3 cells were infected with
1smids containing the LPP3 shRNAs. For plasmid
were u-u:ll for ||t,I_.| u:ll-. .lnd L tpniLLI lmlnc 2000

Immunofluorescence
Indireet Illll't'llll'll!ﬂilul‘l, seence
(Fernandez-Ulibarri et al., 2007), e Lpl wl iu.n thr. lubu[.mon ul’ thc 2
examined. In this case, cells were first fixed at 37°C with 4%
(PFA) in PBS for 10 minutes followed by additional 10 minutes of fixation at
room temperature. The antibodies were used at the following dilutions: anti-LPP3
(1:100), anti-KDELr (1:300), anti-Golgin97 (1:500), anti-GM130 (1:1000), anti-
EEAT (1:50), anti-mouse-Cy3 (1:200), anti-mousc-Alexad88 (1:100), anti-rabbit-
Cy3 (1:200) and anti-rabbit-Alexad88 (1:100). Coverslips were mounted on
microscope slides using Mowiol (Calbiochem). Microscopy and imaging were
performed either with an Olympus BX60 epifluorescence microscope equipped
with a cooled Olympus CCD camera (Lake Success, NY) or with a TCS-SL laser
scanning  confocal  spectral  microscope  (Leica  Microsystems,  Mannheim,
Germany). Confocal images were taken with a PL APO 63x (NA 1.32) or PL
APO 100x (NA 1.4) objectives. For each cell, different images with an optical size
of 0.5 pm from the ventral surface to the top of the cell were acquired.

Live imaging

Time-lapse fluorescence confocal microscopy experiments were carried out using
a -SL laser-scanning confocal spectral microscope (see above) equipped with
an incubation system with temperature and CO, control. GFP images were
acquired with an PL APO 100x (NA 1.4) objective, 488-nm laser line (excitation
intensity 15%)., excitation beam splitter RSP 500, emission range detection: S00-
610 nm and the confocal pinhole set at | Airy unit. Images were recorded at 0.6-
second intervals for a maximum of 15 minutes and processed using the freews
Imagel. Filters were used to optimize cach experiment. For the analy:
ERGICS3-GFP and Rab6-GFP wbulation, the initial  frame was  acquired
immediately afier shifting cells from a temperature-controlled incubator at 15°C
to another incubation system coupled to the TCS-SL confocal at 37°C. In the
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experiments  with  ERGIC53-GFP, where indicated, propanolol was  added
5 minutes before the shift from 15°C to 37°C. In the reversion experiment,
propranolol containing media was carefully replaced after 6 minutes of incubation
of cells at 37°C by adding fresh media. In the experiments with Rab6-GFP,
propanolol was added at the moment of the temperature shift,

FRAP and iFRAP experiments

Fluorescence recovery afier photobleaching (FRAP) experiments were performed
using the Leica confocal mentioned above equipped with an incubation system
with temperature and CO; control, COS-7 cells were seeded o a 35-mm plate
(Nung, Roskilde, Denmark) containing a glass coverslip of 22 mm (Micro cover
glass; Electron Microscopy Sciences, Forn Washington, PA). 24 hours afier
seeding COS-T cells were transfected with LPP3-GFP and VSVG-YFP. In the case
of VSV-G transfected cells were incubated at 40°C to accumulate the protein at the
ER overnight. For FRAP experiments 24 hours after transfection, the glass
coverslip was mounted in the video confocal chamber, keeping the cells at 33°C.
For FRAP experiments, the whole Golgi arca was photobleached using 40 scans
with the 488 nm laser line at full power. Subsequent images were taken every
0.657 seconds using 63x oil immersion objective lens (numerical aperture, 1.32),
488 nm laser line and the confocal pinhole set at 5 Airy units to minimize changes
in fluorescence efficiency attributable to proteins moving away from the plane of
focus. Recovery of the Golgi-associated intensity was monitored for about
30 minutes,

To evaluate the results of photobleaching experiments, the observed
fluorescence equilibration in the bleached region (the Golgi complex) was
quantified using the Image Processing Leica Confocal Software. Background
fluorescence was measured in a random field outside of cells. All experiments
were background subtracted, comrected and nommalized using the equation
described below, For each time point the relative recovery of total fluorescent
intensity in the bleached Golgi region was calculated as:

Iy=(1 (iulgi:_'_qfl Golgiyg ) (1 [“\-'1n|'l|il!-illl|m|fi Cytoplasmyy ) » 100,

where 1 Golgijy and 1 Cytoplasmy,, are the average fluorescence intensities of the
bleached (Golgi) and unbleached (Cytoplasm) regions at the time-point x, and |
Golgiymy and 1 Cytoplasmyg; are the average intensities of the corresponding arcas
before the Golgi bleach.

For iFRAP experiments, after about 24 hours of transfection with LPP3Iwt-GIP,
COS-7 cells were treated with cycloheximide (Sigma, St.Louis, MO, USA) at
0.1 mg/ml just before performing photobleach of the fluorescence out of the Gaolgi
by 80 scans with the 488 nm laser line at full power, Afterwards, images were
collected with a 63x oil immersion objective lens (numerical aperture, |32,
pinhole set at 1 Airy units) applying a 6% zoom to visualize the endoplasmic
reticulum  fluorescence recovery along time. Images were collected every 5
es for 20 minutes

Image processing

All the images were analyzed using the freeware Image) version 1.33 by Wayne
Rasband (NIH. Bethesda, USA). Briefly. the total number of Rab6-GFP tubular
structures per cell was the result of summing the wbules counted in cach shice. The
density of ERGIC33-GFP and KDELr dot-like structures was calculated setting an
arbitrary threshold on the Z projection of different slices and making a ratio
between the number of vesicles and the cell area (in both es excluding the
Golgi). The size of ERGICS3-GFP dot-like structures was caleulated converting
= area in pixels of individual vesicles to therr diameter (in nanometers).
P number of tubular and globular transport carriers was calculated as
indicated above by counting the number of structures between 5 and 200 pixels,
The length of Rab6-GFP tubules was calculated from the Z projection of differemt
slices by measuring the area in pixels of drawn lines connecting the extremes of
h tubule. The method to quantify colocalization between the different markers
the following: the cell a 5 delineated setting up a threshold for each of
the markers assessed. Afterwards, colocalization analysis was performed using the
Imagel plugin named ‘colocalization highlighter”. considering “colocalization”
when the ratio of fluorescence intensities between red and green channels was
above 0.5, Those pixels above the threshold in which this ratio is accomplished
appear in a binary image color as white. Thereafier, a ratio between the number of
pixels of one channel that colocalizes with the marker in the other channel and the
total number of pixels above the threshold measured for each of the channels was
obtained. To gquantify colocalization between LPP3wt-GFP and LPP3S197T-GFP
with the STxB-cy3 subunit at the ER, the Muorescence intensity profiles of cach
marker were obtained tracing lines randomly along the reticular stining of
LPP3wt and LPP3SI97T. For each pixel we caleulated the difference between the
LPP3wt/S197T-GFP and StxB-cy3 intensities.

=

Protein transport assays

For the ssDsRed transport assay, Hela cells were co-transfected with plasmids
encoding  ssDsRed and ERGICS3-C After 17-20 hours of expression,
anterograde traffic from the ERGIC was blocked by incubating cells at 15°C for
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2 hours, Thereafter, cells were warmed to 37C and incubated at 37°C for
20 minutes to allow ssDsRed transport to the Golgi.

For the VSVG-GFP Endo-H resistance acquisition transport assay, HeLa cells
stably expressing VSV-G-GFP were imcubated the last 24 hours of silencing al
40°C. Cycloheximide was added to a final concentration of 100 ng/ml. and then
cells were shifted to 32°C 1o allow transport. Cell lysates at differemt time-points
after the temperature shift were obtained solubilizing pellets in 0.5% SDS and 1%
2-mercaptoethanol (0.1 ml per 35-mm dish), and heated to 100°C. Then, 20 pg of
protein  from each lysate was digested with Endo-H according to the
manufacturer’s protocol and subjected to SDS-PAGE on 8% gels. VSVG-GFP
was detected by immunoblotting with an anti-GFP antibody.

For the wild-type Shiga toxin B fragment (STxB) transport assay, we used two
cell lines: HeLa cells (wild type or stably expressing Rab6-GFP) and COS-7 cells
co-transfected with either LPP3wt-GFP or LPP3SI9TT-GFP together with a
plasmid encoding the enzyme Gb3 synthase, Transfection with the Gb3 synthase
in COS-7 cells was necessary as this cell line express very low levels of the
STxB receptor Gh3, Briefly, cells were first incubated for 15 minutes in DMEM
in the presence of 0.5 pg/ml of Cy3-STxB. Subsequently. the unbound Shiga
toxin was removed by three washes with ice-cold PBS, Thereafier, fresh DMEM
was added and cells were incubated at 37°C for 2 hours to accumulate
mternalized STxB in the Golgi. Next, retrograde transport from the Golgi to
the ER was synchronized incubating cells for | hour at 15°C, after which STxB
arrival in the ER was allowed by shifting cells to 37°C for 10 minutes (in HeLa)
or 1 hour (in COS-T).

For the Shiga toxin B subunit containing the KDEL sequence (STxB-KDEL)
transport assay, Swiss 3T3 cells were first incubated with Cy3-5T-B-KDEL (4 pg/
ml) for 45 minutes at 4°C and, subsequently, the unbound toxin was removed by
three washes with ice-cold PBS. Thereafier, cells were incubated with DMEM at
19°C for 2 hours to accumulate the internalized STxB-KDEL in carly/recycling
endosomes. Next, cells were shifted 1o 37°C. In all transport experiments cells
were fixed in PFA (4% in PBS) at the indicated times,

Transmission electron microscopy
For transmission electron microscopy (TEM), Swiss 3T3 cells infected with the
LPP3 shRNAlentivirus were rapidly fixed afier 96 hours post-infection with 1.25%
aldehyde in PIPES buffer (0.1 M, pH 7.4) containing sucrose (2%) and
Mg;50, (2 mM) for 60 minutes at 37°C. Cells were then gently scraped, pelleted
at 100xg for 10 minutes, Ansed in PIPES buffer (3xS minutes), and postfixed with
1% (wiivol) OsO,, 1% (wi'vol) KiFe(CN), in PIPES buffer for | hour at room
temperature in the dark, They were then treated for 5 minutes with tannic acid
(0.1%) in PIPES buffer. rinsed in distilled water. block-stained with 1% uranyl
acetate in 70% cthanol for | hour, dehydrated with graded ethanol solutions, and
finally embedded in Epon plastic resin (EMS, Hatfield, PA). Ultrathin sections
were stained with lead eitrate and observed on a JEOL 1010 eleetron microscope
(Peabody, MA). Micrographs of randomly selected 15 were obtained with a
GatanBioscan digital camera (Pleasanton, CA) at the same final magnif

Determination of lipid labeling

Control and silenced cells were labeled with § pCi/ml [":I’]ninhnphn.-;phuri\: acid or
1 uCiml ["CJacetate for the last 24 hours of LPP3 silencing. Lipids were extracted
as previously described (Sarri etal , 201 1). Individual lipid classes were separated by
TLC, identified with authentic standards and counted for radioactivity. Major
such as phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylcholine
(PC), sphingomyelin (8M), phosphoinositol (P1) and phosphatidylserine (PS), as
well as phosphatidic acid (PA) in [**C]- and [P]-labeled lipid extracts were
separated in two-dimensional thin layer chromatography (TLC) with the following
mobile phases: first, chloroform/methanol/NH4OH (65:35:10 by volume); second,
chloroform/methanol/acetone/acetic acid/water (10:2:4:2:1 by volume). Neutral
lipids such as triacylglyeerol (TAG) and diacylglycerol (DAG) in [MClacetate-
labeled lipid extracts were separated by two-dimensional TLC with the mobile
phases: first: chloroform/methanol (101 v/v); second: hexane/diethyl ether/acetic
acid (70:30:1 by volume). The ["Cl-labeled lipids and the [FP)-labeled
phospholipids separated in the TLC plates were counted for radioactivity with a
Phosphorlmager (Typhon TRIO, Amersham Biosciences), and analyzed with
ImageQuant software (Amersham Biosciences).

Statistics

Unless stated otherwise, data are presented as mean = seam. of at least three
independent experiments. Statistical analysis was performed with either a paired
Student’s r-test or ANOVA one-way followed by Tukey's multiple comparison
test. For statistical computation and estimation of significance, we used the online
software GraphPad (San Dicgo, CA; www graphpad.com).

Acknowledgements

We thank our colleagues for generously providing antibodies,
plasmids and cells used in this study. Maite Mufoz for technical
support, stall of SCT-UB for confocal microscope advice, Rosa M.

186

Rios for helping us in the production of lentiviral particles containing
shRNAs against LPP3, Jean-Baptiste Manneville and members of the
lab for helpful discussions and Robin Ryeroft for editorial assistance.
G.E. dedicates this article to his late father Victoriano Egea-Lopez
and to his uncle Joaquin Egea-Lopez.

Author contributions

E.G-M., LF.-U., F.L.-D and E.S. performed the experiments, data
collection and analysis; S.P. and L.J. generated essential molecular
tools and contributed to manuscript editing; LF.-U and G.E.
conceived the study; E.G.-M, E.S. and G.E. wrote the manuscript,

Funding

This study was financed by the Ministerio de Ciencia e Innovacion
[grant number BFU2009-07186 to G.E.]. E.G-M. is a predoctoral
fellow from Agéncia de Gestio d’Ajuts Universitaris 1 de Recerca
(AGAUR: Generalitat de Catalunya, Catalunya, Spain).

Supplementary material available online at
http://jcs biologists.org/lookup/suppl/doi: 10.1242/jcs. 117705/-/DCA

References

Alderton, F.. Darroch, P., Sambi, B., McKie, A., Ahmed, LS., Pyne, N, and Pyne, S,
(2001). G-protein-coupled receptor stimulation of the p42/p44 mitogen-activated
protein kinase pathway is attenuated by lipid phosphate phosphatases 1, 1a, and 2 in
human embryonic kidney 293 cells. J. Biol. Chem. 276, 13452-13460.

Ambroggio, E,, Sorrve, B., Bassercau, P., Goud, B., Manneville, 1. B. and Antonny,
B. (2010). ArfGAP] gencrates an Arfl gradient on continuous lipid membrancs
displaying flat and curved regions. EMBO .J. 29, 292-303.

Antony, B., Huber, L, Paris, 8., Chabre, M. and Cassel, . (1997), Activation of
ADP-ribosylation factor | GTPasc-activating protein by phosphatidylcholing-derived
diacylglycerols. J. Biol. Chem. 272, 30848-30851.

Asp. L., Kartherg, F., Fernandez-Rodriguez, 1., Smedh, M., Elsner, M., Laporte, F.,
Barcena, M., Jansen, K. A., Valentijn, J. A.. Koster, A, L et al. (2009). Early
stages of Golgi vesicle and tubule formation require diacylglycerol. Mol. Biol. Cell
20, 780-790.

Bard, F. and Malhotra, V. (2006). The formation of T(N-to-plasma-membrane
transport carriers. Anmi. Rev. Celf Dev. Biol. 22, 439-455.

Baron, C. L. and Malhotra, V. (2002). Role of diacylglycerol in PKD recruitment to
the TGN and protein transport to the plasma membrane. Science 295, 325-328.

Bechler, M. E., Doody, A. M., Racoosin, E., Lin, L.. Lee. K. 1L and Brown, W. J.
(2010). The phospholipase complex PAFAH Ib regulates the functional organization
of the Golgi complex. J. Cell Bial. 190, 45-53.

Beck, R., Rawet, M., Wicland, F. T. and Cassel. D, (2009). The COPI system:
molecular mechanisms and function, FEBS Len. 583, 2701-2709.

Ben-Tekaya, Ho, Miura, K., Pepperkok, R. and Hauri, H. P (2005). Live imaging of
bidirectional traffic from the ERGIC. J. Cell Sci. 118, 357-367.

Ben-Tekaya, H., Kahn, R. A, and Hauri, 11 P. (2010). ADP ribosylation factors | and 4
and group VIA phospholig A regul phology and intraor {lar traffic in the
endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment. Mel. Biol. Cell 21,4130-4140,

Billah, M. M., Eckel, S.. Mullmann, T. J.. Egan, R. W. and Sicgel, M. L. (1989).
Phosphatidylcholine hydrolysis by phospholipase D determines phosphatidate and
diglyceride levels in chemotactic peptide-stimulated human neutrophils. Involvement
of phosphatidate phosphohydrolase in signal transduction. J. Biol. Chem. 264, 17069-
17077,

Brindley, D. N. and Pilquil. C. (2009). Lipid phosphate phosph and signali
J. Lipid Res. 50 Suppl., $225-8230.

Brindley, D. N., Pilquil, C., Sariahmetoglu, M. and Reue, K. {2009). Phosphatidate
degradation: phosphatidate phosphatases (lipins) and lipid phosphate phosphatases.
Biochim. Biophys. Acta 1791, 956-961.

Brown, W. J., Chambers, K. and Doody, A. (2003). Phospholipase A2 (PLA2)
czymes in membrane trafficking: mediators of membrane shape and function. Traffic
4, 214-221.

Burger, K. N, (2000), Greasing membrane fusion and fission machineries. Traffic 1,
605-613.

Cabrera, M., Muiiiz, M., Hidalgo, J., Vega, L., Martin, M. E. and Velasco, A,
(2003). The retrieval function of the KDEL receptor requires PKA phosphorylation of
its C-terminus, Maol. Biol. Cell 14, 4114-4125,

Carrasco, S. and Merida, 1. (2004). Diacylglycerol-dependent  binding  recruits
PKCtheta and RasGRP1 Cl domains to specific subcellular localizations in living
T lymphocytes. Mol. Biol. Cell 15, 2932-2942.

Figueiredo, P., Drecktrah, ., Polizotto, R. 5., Cole, N. B., Lippincott-Schwartz,
J. and Brown, W, 1. (2000), Phospholif A2 I inhihit itutive
retrograde membrane traffic to the endoplasmic reticulum. Traffic 1, 504-511.

Dejgaard, S Y., Murshid, A., Dee, K. M. and Presley, J. F. (2007). Confocal
microscopy-based linescan methodologies for intra-Golgi localization of proteins.
J. Histochem. Cviochem, 55, 709-719,




@
3]
=
Q2
)
w
©
()
©
©
=
—_
=
=]
°

2654  Journal of Cell Science 126 (12)

Escalante-Alealde, D.. Hernandez, L., Le Stunff, 1L, Maeda. R.. Lee, H. 5. Jr, Jr-
Gang-Cheng, Sciorra, V. A., Daar, spiegel, S. and Morris, A J. et al. (2003),
The lipid phosphatase LPP3 regulates extra-embryonic vasculogenesis and axis
patterning. Development 130, 4623-4637.

Fernandez-Ulibarri, L., Vilella, M., Lazaro-Di¢gucz, F., Sarri. E.. Martinez, 8. E.,
Jiménez, N., Claro, E., Mérida, I, Burger, K. N. and Egea, G. (2007).
Diacylglycerol is required for the formation of COPI vesicles in the Golgi-to-ER
transport pathway. Mol. Biol. Cell 18, 3250-3263.

Grigoriev, L, Splinter, D, Keijzer, N, Wull, P. S, Demmers, J., Ohtsuka, T.,
Modesti, M., Maly, L. V., Grosveld, F., Hoogenraad, C. C. et al. (2007). Rab6
regulates ransport and targeting of exocytotic carriers. Dev. Cell 13, 305-314.

Grigoriev. 1. Yu, K. L. Martinez-Sanchez, E.. Serra-Marques. A.. Smal. L.
Meijering. E.. Demmers, J.. Perfinen, J., Pasterkamp, R. 1. van der Shuijs, P.
et al. (2011). Rab6, Rabs, and MICAL2 cooperate in controlling docking and fusion
of exocytotic carriers. Curr, Biol. 21, 967-974,

Grimsey, N, Han, G. S, O'Hara, L., Rochford, J, J,, Carman, G, M, and
Siniossoglou, S, (2008). Temporal and spatial regul of the phospk
phosphatases lipin 1 and 2. J. Biol. Chem. 283, 29166-29744,

Hammond, A, T. and Glick, B, S, (2000). Dynamics of transitional endoplasmic
reticulum sites in vericbrate cells. Mol Riol. Cell 11, 3013-3030.

Henneberry, A L. Wright, M. M. and McMaster, C. R, (2002). The major sites of
cellular phospholipid synthesis and molecular determinants of Fatty Acid and lipid
head group specificity. Mol. Biol. Cell 13, 3148-3161.

Ho, W, C.. Allan, V. J., van Meer, G., Berger, E. G. and Kreis, T. E. (1989).
Reclustering of scattered Golgi elements occurs along microtubules. Eur. J. Celf Biol.
48, 250-263.

Huijbregts. R P., Topalof, L. and Bankaitis. V. A. (2000). Lipid metabolism and
regulation of membrane trafficking. Traffic 1, 195-202.

Meier, K. E., Gause, K. C., Wischart-Johnson, A. E., Gore, A. C., Finley, E. L.,
Jones, L. G., Bradshaw, C. D., McNair, A. F. and Ella, K. M. (1998). Effects of
propranolol on phosphatidate phosphohydrolase and mitogen-activated protein kinase
activities in A7r5 vascular smooth muscle cells. Cell. Signal. 10, 415-426,

Mérida, 1. Avila-Flores, A, and Merino, E. (2008), Diacylglycerol kinases: at the hub
of cell signalling. Biochem. J. 409, 1-18.

Muaorikawa, R. K., Aoki. L. Kano, F., Murata, M., Yamamaoto, A., Tsujimoto, M. and
Arai, H. (2009). Intracellular phospholif Al (iPLAIlg ) 15 a novel
factor involved in coat protein complex I- and Rab6-independent retrograde transport
between the endoplasmic reticulum and the Golgi complex. J. Biol. Chem. 284,
26620-26630.

Morris, K. E. Schang, L. M. and Brindley. D. N, (2006). Lipid phosphate
phosphatase-2 activity regulates S-phase entry of the cell eyele in Rat2 fibroblasts,
J. Biol. Chem. 281, 9297-93006.

Nagayva, H., Wada, L, Jia. Y. J. and Kanoh, H. (2002). Diacylglycerol Kinase delta
suppresses ER-to-Golgi traffic via its SAM and PH domains, Mol. Biol. Cell 13, 302-
316.

Nilsson, T., Jackson, M. and Peterson, P. A. (1989). Short cytoplasmic sequences
serve as retention signals for transmembrane proteins in the endoplasmic reticulum.
Cell 58, 707-718,

Pappu, A. S and Hauser, G. (1983). Propranolol-induced inhibition of rat brain
eytoplasmic phosphatidate phosphohydrolase. Newrochem. Res. 8, 1565-1575.

Pyne, S., Long, J. S, Ktistakis, N. T. and Pyne, N. J (2005). Lipid phosphate
phosphatases and lipid phosphate signalling. Biochem. Soc. Trans. 33, 1370-1374,
Pyne, 8., Lee, S, C., Long, I and Pyne, N. 1. (2009), Role of sphingosine kinascs and
lipid phosphate phosph in regulating spatial sph 1-phosphate signalling
in health and disease. Cell. Signal. 21, 14-21.

Roberts, R., Sciorra, V. A. and Morris, A. J. (1998). Human type 2 phosphatidic acid

hohydrolases. Sub specificity of the type 2a, 2b, and 2¢ enzymes and cell

pho
k

Humtsoe, J. O, Lin, M., Malik, A. B, and Wary, K. K. (2010). Lipid phospl
phosphatase 3 stabilization of beta-catenin induces endothelial cell migration and
formation of branching point structures. Mol. Cell. Biol. 30, 1593-1606.

Jackson, M. R., Nilsson, T. and Peterson, P. A, (1990). Identification of a consensus
motif for ionof tr b proteins in the endoplasmic reticulum. EMEBQ J.
9, 3153-3162.

Jasinska, R.. Zhang, Q. X., Pilquil, C., Singh. 1. Xu, J., Dewald, J., Dillon, D. A.,
Berthiaume, L. G., Carman, G. M., Waggoner, D. W. et al. (1999). Lipid
phosphate phosphohydrolase-1 degrades exogenous glycerolipid and sphingolipid
phosphate esters. Biochem. J. 340, 677-686.

Johannes, L., Tenza, D, Antony, C. and Goud, B. (1997). Retrograde transpont of
KDEL-bcaring B-fragment of Shiga toxin, J. Biol. Chem. 272, 19554-19561.

Kano, F., Tanaka, A. R., Yamauchi, 5., Kondoe, H. and Murata, M. (2004), Cde2
kinasc-dependent disassembly of endoplasmic reticulum (ER) exit sites inhibits ER-
to-Golgi vesicular transport during mitosis. Mol. Biol, Cell 15, 4289-4298.

Kai, M., Wada, L, Imai, 8., Sakane. F. and Kanoh, H. (1997). Cloning and
characterization of two human isozymes of Mg2-+-independent phosphatidic acid
phosphatase. J. Biol. Chem. 272, 24572-24578.

Kai, M., Sakane, F., Jia, Y. ), lmai, S., Yasuda, S, and Kanoh, H. (2006). Lipid
phosphate phosphatases | and 3 are localized in distinet lipid rafts. J. Biochem. 140,
677-686.

Kearns, B, G., McGee, T, I, Mayinger, P., Gedvilaite, A., Phillips, S, E., Kagiwada,
S. and Bankaitis, V. A. (1997). Essential role for diacylglycerol in protein transport
from the yeast Golgi complex. Natare 387, 101-105,

Klumperman, J., Schweizer, A., Clausen, H., Tang, B. L., Hong, W., Oorschot, V.
and Hauri, H. P. (1998). The recycling pathway of protein ERGIC-53 and dynamics
of the ER-Golgi intermediate compartment. J. Cell Sei. 111, 3411-3425,

Kooijman, E. E.. Chupin. V.. Fuller. N, L., Kozlov, M. M., de KruijiT. B., Burger. K.
N, and Rand, P. R. (2005). Spontancous curvature of phosphatidic acid and
lysophosphatidic acid. Biochemistry 44, 2097-2102,

Krauss, M., Jia, J. Y., Roux, A., Beck, R, Wicland, F. T., De Camilli, . and
Haucke, V. (2008). Arfl-GTP-induced tubule formation suggests a function of Arf
family proteins in curvature acquisition at sites of vesicle budding. J. Biol. Chem. 283,
27717-27723.

Lev, S, (2006), Lipid homocostasis and Golgi secretory function. Biochem, Soc. Trans,
34, 363-366,

Lippincott-Schwartz, J. and Phair, R. D, (2010). Lipids and cholesterol as regulators
of traffic in the endomembrane system. Annu. Rev. Biophys. 39, 559-578.

Litvak, V.. Dahan. N., Ramachandran, S., Sabanay, . and Lev, 5. (2005).
Maintenance of the diacylglycerol level in the Golgi apparatus by the Nir2 protein is
critical for Golgi secretory function. Nar. Cell Biol. 7, 225-234.

Long, J.. Darroch. P., Wan, K. F., Kong, K. C., Ktistakis, N.. Pyne. N ). and Pyne,
S. (2005). Regulation of cell survival by lipid phosphate phosphatases involves the
modulation of intracellular phosphatidic acid and sphingosine 1-phosphate pools,
Biochem. J, 391, 25-32,

Long, J. S.. Pyne, N. J. and Pyne, 8. (2008). Lipid phosphate phosphatases form homo-
and hetero-oligomers: catalytic competency, subcellular distribution and function,
Biochem. J, 411, 371-377.

Martines, O, Antony, C., Pehau-Arnaudet, G., Berger, E. G, Salamero, J. and
Goud, B. (1997). GTP-bound forms of rab6 induce the redistribution of Golgi
proteins into the endoplasmic reticulum. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 1828-1833.

Martinez-Alonso, E., Ballesta. J. and Martinez-Mendrguez, J. A. (2007). Low-
temperature-induced Golgi tubules are transient membranes enriched in molecul

surface activity of the 2a isoform. J. Biol. Chem. 273, 22059-22067.

Rohde, H. M., Cheong, F. Y., Konrad, G.. Paiha, K., Mayinger, P'. and Boehmelt, G.
(2003). The human phosphatidylinositol phosphatase SACI interacts with the
coatomer 1 complex. J. Biol, Chem. 278, 52689-52699.

Roth, M. G. (2008). Molecular mechanisms of PLD function in membrane traffic.
Traffic 9, 1233-1239.

Roux, A., Cuvelier, D., Nassoy, P, Prost, )., Bassereau, P, and Goud, B, (2005), Role
of curvature and phase transition in lipid sorting and fission of membrane tubules.
EMBO .J. 24, 1537-1545.

San Pietro, E., Capestrano, M., Polishchuk, E. V., DiPentima, A., Trucco, A., Zizza,
P.. Mariggio, S., Pulvirenti, T., Sallese. M., Tete, 8. et al. (2009). Group IV
phospholipase A(2)alpha controls the formation of inter-cisternal continuitics
involved in intra-Golgi transport. PLoS Biol. 7, ¢1000194,

Saraste, J. and Svensson, K. (1991). Distribution of the intermediate elements
operating in ER 1o Golgi transport. J. Cell Sei. 100, 415-430.

Sarri, E., Sicart, A., Lizaro-Diéguez, F. and Egea, G. (2011). Phospholipid synthesis
participates in the regulation of diacylglycerol required for membrane trafficking at
the Golgi complex. J. Biol. Chem. 286, 28632-28643,

Schindler, R., Itin, C., Zerial, M., Lottspeich, F. and Hauri, H. P. (1993). ERGIC-53,
a membrane protein of the ER-Golgi intermediate compartment, carries an ER
retention motif. Ewr. J. Cell Biol, 61, 1-9.

Schmidt, J. A, and Brown, W, 1. (2008). Lysoph idic acid acyltr
regulates Golgi complex structure and function. J. Cell Biol. 186, 211-218.

Sciorra. V. A, and Morris, A. J. (1999). Sequential actions of phospholipase D and
phosphatidic acid phosphohydrolase 2b generate diglyceride in mammalian cells.
Mol. Biol. Cell 10, 3863-3876.

Shemesh, T., Lu o Malhotra, V., Burger, K. N, and Kozlov, M. M. {2003),
Prefission constriction of Golgi tubular carriers driven by local lipid metabolism: a
theoretical model. Briophys. J. 85, 3813-3827.

Sigal, Y. 1, McDermott, M. L and Morris, A. J (2005). Integral membrane lipid

I structure and diverse functions. Biochem.

fi 3

:‘h’ I phu. phuuull. ferases: ¢
J. 387, 281-293,

Sorve, B, Callan-Jones, A., Manneville, J. B., Nassoy, P, Joanny, 1. F_, Prost, J_,
Goud, B. and Bassereau, P'. (2009). Curvature-driven lipid sorting needs proximity
to a demixing point and is aided by proteins. Proc. Natl. Acad. Sei. USA 106, 5622-
5626.

Subathra, M., Qureshi, A, and Luberto, C. (2011). Sphingomyelin synthascs regulate
protein trafficking and scerction. PLoS ONE 6, ¢23644.

Tian, Y., Pate, C., Andreolotti, A, Wang, L., Tuomanen, E., Boyd, K., Claro, E. and
Jackowski, S. (2008). Cytokine sceretion requires phosphatidylcholine synthesis,
J. Cell Biol 181, 945-957.

Ulrix, W., Swinnen, J. V., Hevns, W, and Verhoeven, G. (1998), Idemification
of the phosphatidic acid phosph type 2a isozyme as an androgen-regulated gene
in the human prostatic adenocarcinoma cell line LNCaP. J. Biol. Chem. 273, 4660-
4663,

van Meer, G., Voelker, D. R. and Feigenson, G. W. (2008). Membrane lipids: where
they are and how they behave. Nar. Rev. Mol Cell Biol. 9, 112-124.

Villani. M., Subathra. M., Im. Y. B.. Choi. Y.. Signorelli, P, Del Poeta, M. and
Luberto, C. (2008). Sphingomyelin synthases regulate production of diacylglycerol
at the Golgi. Biochem. J. 414, 31-41.

Waggoner, D, W., Gémez-Muiioz, A., Dewald, J. and Brindley, D, N, (1996),
Phosphatidate phosphohydrolase catalyzes the hydrolysis of ceramide
1-phosph lysophosphatidate, and sphingosine 1-phosphate. J. Biol. Chem.

regulating intra-Golgi transport. Traffic 8, 359-368.

187

271, 16506-16509.



[}
(5}
=
2
O
w
©
O
g
®©
(=
-
=
o
S

LPP3 function in the secretory pathway 2655

White, L. Johannes, L., Mallard, F.. Girod. A, Grill, S.. Reinsch, 5., Keller, P.,
Tzschaschel, B., Echard, A.. Goud, B. et al. (1999). Rab6 coordinates a novel Golgi
to ER retrograde transport pathway in live cells. J. Cell Biol. 15, 743-760.

Yang, J. 5., Gad, 1L, Lee, 5 Y., Mironov, A., Zhang. L.. Beznoussenko, G. V.,
Valente, C.. Turacchio, G.. Bonsra, A, N.. Du, G. et al. (2008). A role for
phosphatidic acid in COPI vesicle fission yields insights into Golgi maintenance. Nat,
Cell Biol. 10, 1146-1153.

Yang, 1. 5. Valente, C.. Polishchuk, R. 5., Turacchio, G.. Layre, E., Moody, D. B..
Leslie, C. C., Gelb, M. I, Brown, W, J., Corda, D, et al. (2011). COPI acts in both
vesicular and tubular transport. Nat. Cell Biol. 13, 996-1003.

Zhang, Q. X. Pilquil, C. S, Dewald, J.. Berthiaume, L. G. and Brindley,
D. N. (2000). Identification of structurally important domains of lipid
phosphate phosphatase-1: implications for its sites of action. Biochem. J. 345, 181-
184,



