UNIVERSIDAD DE MURCIA
FACULTAD DE MEDICINA

Interacciones Funcionales entre el Receptor
de Melanocortinas 1, 3-Arrestinas y
Mahogunina.

D? Marta Abrisqueta Gonzalez
2015



UNIVERSIDAD DE MURCIA
FACULTAD DE MEDICINA

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular B e

Inmunologia

INTERACCIONES FUNCIONALES ENTRE EL RECEPTOR
DE MELANOCORTINAS 1, B-ARRESTINAS Y
MAHOGUNINA.

Memoria presentada por
Marta Abrisqueta Gonzalez
para optar al grado de Doctora por

la Universidad de Murcia

Murcia, Diciembre 2015






FACULTAD DE MEDICINA

UNIVERSIDAD DE MURCIA

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular B e Inmunologia

Facultad de Medicina. Campus de Espinardo, Murcia.
Instituto Murciano de Investigaciones Biosanitarias. Campus de CC de la
Salud, El Palmar, Murcia.

Dona Concepcion Olivares Sanchez, Profesora Contratada Doctora
de Universidad del Area de Bioquimica y Biologia Molecular en el
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular B e Inmunologia, Doha
Celia Jiménez-Cervantes Frigols, Profesora Titular de Universidad del Area
de Bioquimica y Biologia Molecular en el Departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular B e Inmunologia, y Don José Carlos Garcia-Borrén
Martinez, Catedratico de Universidad del Area de Bioquimica y Biologia
Molecular en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular B e

Inmunologia,
AUTORIZAN

La presentacion de la Tesis Doctoral titulada “Interacciones
funcionales entre el receptor de melanocortinas 1, B-arrestinas y
mahogunina’, realizada por Dofia Marta Abrisqueta Gonzalez bajo nuestra
inmediata direccidn y supervision, en el Departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular B e Inmunologia, y que presenta para la obtencion del
grado de Doctora por la Universidad de Murcia.

En Murcia, a 4 de diciembre de 2015

Fdo Concepcion Olivares  Celia Jiménez-Cervantes  José Carlos Garcia-Borrén






El trabajo experimental expuesto en esta Tesis Doctoral ha sido financiado
por el Ministerio de Ciencia e Innovacion con cargo al Proyecto SAF2009-10942 y
por el Ministerio de Economia y Competitividad con cargo al Proyecto SAF2012-
32134.

Marta Abrisqueta Gonzalez ha disfrutado de una beca del Programa de

Formacion del Personal Investigador de la Fundacion Séneca (12422/FP1/09).

Algunos de los resultados obtenidos han sido incluidos en las siguientes

publicaciones:

ARTICULOS

1. Abrisqueta M, Herraiz C, Pérez-Oliva AB, Sanchez-Laorden BL, Olivares C,
Jiménez-Cervantes C, Garcia-Borrén JC.

Differential and competitive regulation of human melanocortin 1 receptor by beta-
arrestin isoforms.

Journal of Cell Science, 2013, 126 (Pt16): 3724-37

COMUNICACIONES A CONGRESOS

1. Structural and functional characterizacion of MGRN1 isoforms expressed in
human melanoma cells. Effects on the cAMP and ERK1/2 signalling pathways.
Pérez-Oliva, AB; Abrisqueta, M; Olivares, C; Herraiz, C; Garcia-Borrén, JC;
Jiménez-Cervantes, C. 34™ FEBS Congress. Praga (Republica Checa), 2009.

2. New insights into post-receptor signalling of MC1R. Pérez-Oliva, AB; Olivares, C;
Abrisqueta, M; Garcia-Borrén, JC; Jiménez-Cervantes, C. 15th Meeting of the

European Society for Pigmen Cell Research. Munich (Alemania), 2009.

3. MGRN1 inhibits MC1R functional coupling and provides a new pathway for
signalling to the nucleus. Pérez-Oliva, AB; Olivares, C; Abrisqueta, M; Garcia-
Borrén, JC; Jiménez-Cervantes, C. Xlll Congress of the Sociedad Espafiola de

Biologia Celular. Murcia (Espafia), 2009.



4. Regulation of human melanocortin 1 receptor (MC1R) signalling by B-arrestins.
Pérez-Oliva, AB; Olivares, C; Abrisqueta, M; Jiménez-Cervantes, C; Garcia-Borron,
J.C. XXist International Pigment Cell Conference (IPCC) “Skin and Other Pigment

Cells: Bridging Clinical Medicine and Science”. Burdeos (Francia), 2011.

5. Mahogunin Ring Finger 1 may contribute to MC1R-dependent ubiquitylation of (8 -
arrestins. Abrisqueta, M; Olivares, C; Pérez-Oliva, AB; Herraiz, C; Garcia-Borrén,
JC; Jiménez-Cervantes, C. 17th Meeting of the European Society for Pigment Cell
Research. Ginebra (Suiza), 2012.

6. Functional interactions of human melanocortin 1 receptor, cytosolic arrestin
isoforms and the E3 ubiquitin ligase Mahogunin Ring Finger 1. Abrisqueta, M;
Olivares, C; Pérez-Oliva, AB; Herraiz, C; Garcia-Borrén, JC; Jiménez-Cervantes, C.
22nd IUBMB & 37th FEBS Congress. Sevilla (Espafia), 2012.

7. Human melanocortin 1 receptor (MC1-R)-mediated ubiquitylation and proteolysis
of nonvisual arrestins. Abrisqueta, M; Olivares, C; Sirés Campos J; Garcia-Borron,
JC; Jiménez-Cervantes, C. XXIl International Pigment Cell Conference. Singapur,
2014.

8. Functional Interactions of B-arrestin isoforms and human melanocortin 1 receptor.
Abrisqueta, M; Olivares, C; Sirés Campos J; Castejon M; Herraiz, C; Garcia-Borron,
JC; Jiménez-Cervantes, C. 38th FEBS Congress. Valencia (Espana), 2015.



INDICE






ABREVIATURAS. ... e

[N z0] 018 od of [ ] N TR

1. LAPIEL Y EL SISTEMA PIGMENTARIO...........

1.1. Estructurade lapiel.....cccoeieiiiiiiiienns

B I 1 1= = 1 Lo Yo | (o 1=

1.3. Melanosomas y melanina. Via de Raper-Mason...................

2. RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G (GPCRS)...........

2.1. Caracteristicas generales de los GPCRs......

2.2. Funcion de 10S GPCRS...ivvviiriiiieeeeennnnns

2.3. Subfamilia de los receptores de melanocortinas (MCRSs).........

2.3.1. Melanocortinas.............ooviiiiiiiiiiiiinnn.

2.3.2. Caracteristicas generales de los MCRs

3. RECEPTOR DE MELANOCORTINAS 1 (MC1R)......coevinininnnne.

3.1. Estructura del MCIR . ..ueeiii i eeiiieeeennn

3.1.1. Extremo N-terminal.......cccceveiiinnnnnn..

3.1.2. Bucles extracelulares......coovvvviirririiiiiiiiiiiinsisssnnsnnnnnens

3.1.3. Bucles intracelulares.....ucvviiiiiiiiiiiiiiiiisiieiessannennnnes

3.1.4. Fragmentos transmembrana...............
3.1.5. Extremo C-terminal.......c.cccvvieinnnnnns
3.2. Sefalizacion aguas abajo del MC1R...........

3.3. Agonismo inverso y actividad constitutiva del

MC1R....cvinane

3.4. Variantes alélicas y procesamiento alternativo de MC1R........

3.5. Regulacion de la funcién del MC1R.............

3.6. Desensibilizaciéon homologa e internalizacion

12
14
15
16
17

17
17
18
18
19
19
20
21
23
23
24
25



4. FAMILIA DE LAS ARRESTINAS. B-ARRESTINAS............c.c.eu.e.

4 1. Clasificacion de las arrestinas....

4.2. B-Arrestinas (ARRBS)....cuiiiiiiiiiiierri e e e
4.3. Estructura de 1as ARRBS....iiiiiiiiiisi i i e rncin e rnnnn e ens

4.4, Funcion de 1as ARRBS ... it resriseisinssnsanann s nnaes

4.5. Regulacién de la actividad de las ARRBS.......ccocviviiiinnnnen.

4.51. Fosforilacion......eceeevevnnnnn.
4.5.2. N-nitrosilacion..................

4.5.3. Ubiquitinacién..................

4.5.4. SUMOIIACION...uiuiuiiiiiiie e s

5. MGRN1: PROTEINA ACCESORIA DE LA SENALIZACION POR

5.1. Isoformas de MGRN1...............

5.2. Mecanismo de actuacion y localizacién subcelular................

5.3. Funcion de MGRN1.....vvvvvueeen.

6. VIA UBIQUITINA-PROTEASOMA.........ccceiirieraeeeeeeeeneeeeee e

OBUETIVOS.....eii it e s s s s s s e r s

MATERIALES Y METODOS........ccoitiiiieeeeeeeeceeieeeee e e e e e e eeeeeennnnnnns

1. REACTIVOS Y MATERIALES........c.cciiiiiiiiin e

2. LINEAS DE CULTIVO CELULARES Y OBTENCION DE

EXTRACTOS.......ce e

2.1. Lineas y cultivos celulares.........

2.2. Obtencién de extractos celulares

26
26
26
27
30
32
32
32
32
33

34

35

35

36

37

51

55

57

58
58
59



3. TRANSFECCIONES TRANSITORIAS Y ESTABLES..................
3.1. Transfeccion transitoria de ADN plasmidico.......ccvovieieenanenn..
3.2. Transfeccion transitoria de ARN pequeno de interferencia......

3.3.. Transfeccid estable en células HBL.......vvvveieerriiiiieereennnnes

4. ELECTROFORESIS ANALITICA DE PROTEINAS (SDS-

7. ENSAYO DE ACOPLAMIENTO FUNCIONAL........ccoceiviiieinnen
7.1. Estimulacion y extraccion de AMPC.......ccvvviviiiiiiiiiiiinninanns

7.2. ENSayo de AMPEC... e e e e

8. ENSAYO DE UNION HORMONA-RECEPTOR E

INTERNALIZACION.......cooiiiiiiiiee e e e e e e

9. EXTRACCION Y PURIFICACION DE ARN......ovnevieeeeeeeeeeneenaenns

10. SINTESIS DE ADNC.....cuiinieeeeeeee e e eeeaeeaeeaeeareaeeareaseaseaeeaeenns

11. PCR A TIEMPO REAL (PCR).....iiiiiiiiiiii e v

12. OBTENCION DE MUTANTES POR MUTAGENESIS DIRIGIDA...

13. PCR CONVENCIONAL Y ELECTROFORESIS EN GEL DE

AGAROSA. ...

60
60
61
61

62

63

65

66

66
67

68

68

69

69

75

77



14. CITOMETRIA DE FLUJO.......coiiiiiiieeeeeeeeeeeeeneeee e e e eeeeeennneas 78

15. MICROSCOPIA.......eeuiiiiiiiaiii et e e e 78
15.1. Microscopia OpliCa. ..o euerieieiiii i 78

15.2. Microscopia confocal......ccoeoeieriiiiiiiiei e 79
15.2.1. TinCiON iINMUNOQUIMICA. .. a i r i raeae 79

15.2.2. AdQUISICION de IMAgENES....cuuiiiiieiieiiiier e e e e 79

16. ANALISIS ESTADISTICO.......uuuiiiiiiiiaieeeeeeieieneeeeeeeeee e e 80
RESULTADOS Y DISCUSION........cooeviiiiiieereieeeeee e eeeaae e e e eeanane 81

Capitulo 1

Regulacién diferencial de MC1R por ARRBs en su entorno

fiSIOlOQICO. ... 85
Capitulo 2

Consecuencias funcionales de la formacion de complejos
MCIR-ARRB..... .. s r e e r e e 111

Capitulo 3

Papel de mahogunina en la ubiquitinacion de ARRBs
dependiente de MC1R...... ..o e 149

Capitulo 4

Estudio de nuevas dianas de MGRN1. Analisis mediante la

tecnologia de hibridacién diferencial de micromatrices de ADN.. 167

CONCLUSIONES. ..o s 197

YN =2 =1 N1 0] [of =S RURR 201



ABREVIATURAS






En la siguiente relacién se definen las abreviaturas utilizadas en esta

Memoria. Siguiendo el criterio internacional, los simbolos de los genes y proteinas

humanos se escriben con mayusculas, y los de ratén con minusculas.

AC: adenilato ciclasa

ACTH: hormona adenocorticotropa
ADN: acido desoxirribonucleico
AMPc: adenosina 3’-5’-monofosfato
ARRB: B-arrestina

AP2: proteina adaptina 2

ARN: acido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

ASP/ASIP: proteina de senalizacion

agouti
BSA: albumina de suero bovino
CRE: elemento de respuesta al AMPc

CREB: proteina de unién a elementos

sensibles a AMPc

cpm: cuentas por minuto
DCT: dopacromo tautomerasa
DHI: 5,6-dihidroxiindol

DHICA: acido 5,6-dihidroxiindol-2-

carboxilizo
DQ: L-dopaquinona

DMEM: medio minimo esencial

modificado por DUIbecco
EDTA: acido etilendiaminotetracético

EL: bucle extracelular

ERK: quinasa regulada por sefiales

extracelulares

FSK: forskolina

G418: geneticina

GFP: proteina verde fluorescente

GPCR: receptor acoplado a proteina
G

GRK: quinasa de receptores

acoplados a proteina G
1Q: indol-5,6-quinona

IQCA: acido indol-5,6-quinona-2-

carboxilico
IL: bucle intracelular
MCR: Receptor de melanocortinas

MGRN1: mahogunina o Mahogunin
RING-finger.

MITF: factor de transcripcion asociado

a microphthalmia

aMSH: hormona estimulante del

melanocito alfa

NDP-MSH: [Nle* D-Phe’JaMSH

NHM: melanocitos normales humanos
PBS: tampon fosfato salino

PKA: proteina quinasa A

PKC: proteina quinasa C
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POMC: Proopiomelanocortina

RHC: fenotipo “Red Hair Colour”

SBF: Suero bovino fetal

SDS: dodecil sulfato sédico

siARN: ARN pequefio de interferencia
TBS: tampon tris salino

TEMED: N,N,N’,N’-

tetrametilendiamina
TGS: tampodn tris glicina SDS
TM: fragmento transmembrana

TPA (PMA): forbol-12-miristato-13-

acetato
TUBB3: tubulina B 3

UV: ulravioleta
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1. LAPIEL Y EL SISTEMA PIGMENTARIO.

1.1. Estructura de la piel.

La piel es el 6érgano mas extenso del cuerpo humano. Tiene una superficie
total de aproximadamente 2 m? en adultos y un grosor variable entre 0.4 mm en los
parpados y 4 mm en el talon.

La piel es extremadamente importante por la multiplicidad de funciones que
desempefa: juega un papel crucial en la proteccién del organismo contra agentes
externos, siendo la primera linea de defensa contra factores fisicos y quimicos, asi

'. La piel es también un

como también contra agentes infecciosos y alergénicos
6rgano sensorial que permite la comunicacién con el medio ambiente ya que
contiene receptores para el dolor, el tacto y la temperatura, y tiene alguna funcion
metabdlica, como la sintesis de vitamina D.
Desde fuera hacia dentro se distinguen tres capas de tejido cuyo origen

embrioldgico es totalmente distinto (Fig. 1):

* epidermis

* dermis

* hipodermis o tejido subcutaneo

Hipodermis— !

Figura 1. Estructura de la piel. Representacion esquematica donde se ilustran las capas

principales de la piel.



La epidermis es la capa mas externa de la piel. Es un epitelio plano
poliestratificado y queratinizado que cubre la totalidad de la superficie corporal y en
el que podemos encontrar distintos tipos celulares % entre el 80 y el 90% de las
células epidérmicas son queratinocitos que aumentan su grado de diferenciacién y
disminuyen su capacidad proliferativa conforme ascienden por los distintos estratos
que constituyen la epidermis 3. Son, ademas, los responsables de sintetizar la
queratina. Los melanocitos representan un 10% y son células altamente
especializadas encargadas de la sintesis de melanina, pigmento que da color a la
piel y confiere proteccion frente a la radiacion ultravioleta (UV). El resto de tipos
celulares lo forman las células de Langerhans, que provienen de la médula 6sea y
que mas tarde migran a la piel, donde forman parte del sistema inmunitario, y las
células de Merkel, células neuro-endocrinas que actuan como receptores
sensoriales cutaneos.

La dermis es la capa intermedia de la piel. Proporciona soporte, resistencia y
elasticidad. Es un tejido fibroelastico formado principalmente por fibroblastos, con
una elevada proporcion de fibras, no muy compactadas, de colageno (>75%),
elastina y reticulina. Es un tejido muy vascularizado que sirve de soporte a la
epidermis y constituye la mayor masa de la piel, con un grosor maximo de 5 mm. En
condiciones normales esta desprovista de melanocitos.

La hipodermis o capa subcutanea es la capa mas profunda de la piel. Esta
constituida por tejido conectivo laxo y tejido adiposo que sirve como almacén de

energia, ademas de aislante térmico y de protector mecanico frente a los impactos.

1.2. Melanocitos.

Los melanocitos son células muy especializadas que derivan de la cresta
neural. Se originan durante el desarrollo embrionario como precursores no
pigmentados denominados melanoblastos. Posteriormente, migran hacia la piel
donde se diferencian a melanocitos maduros y adquieren la maquinaria completa
para la sintesis y transferencia de melanina *°. La densidad de melanocitos es
variable dependiendo de la regi6on anatdmica, pero es muy constante entre los
individuos de diferentes razas.

En condiciones normales, los melanocitos se localizan en la capa basal de la
epidermis, donde presentan una morfologia dendritica. Su principal funcién es la
sintesis de melanina, un pigmento fotoprotector que transfieren a los queratinocitos

6

circundantes a través de sus dendritas °. La melanina se distribuye de manera

uniforme por las distintas capas de queratinocitos que conforman la epidermis



constituyendo asi una barrera protectora homogénea y eficaz contra la radiacion UV.
La asociacion funcional y estructural que se establece entre melanocitos vy
queratinocitos se denomina unidad melano-epidérmica y en ella se estima que cada
melanocito esta en contacto con unos 40 queratinocitos de la zona mas interna de la
epidermis * (Fig. 2). Los queratinocitos, a su vez, contribuyen a la regulacion del
grado de diferenciacion y proliferacion de los melanocitos secretando factores que
actian de forma paracrina, tales como endotelina-1, péptidos derivados de
proopiomelanocortina (POMC), o el ligando del receptor cKIT (KITL o SCF). La
liberacion de estos factores paracrinos por los queratinocitos varia bajo ciertas

condiciones como el nivel de irradiacion con luz UV 7.

- Queratinocito

Y Melanina en
= melanosomas

. Melanina

.— Melanina

N

Membrana
basal

Figura 2. Unidad melano-epidérmica. Detalle de un melanocito en contacto con

queratinocitos circundantes en la epidermis de la piel.

La transformacion maligna de los melanocitos conduce a un tipo de cancer
de piel denominado melanoma. Normalmente este proceso de malignizacién se
produce como consecuencia de mutaciones debidas a dafio en el ADN inducidas por
radiacion UV *, aunque también influyen factores endégenos °. EI melanoma familiar
es el menos frecuente: constituye unicamente el 10% de los casos diagnosticados y
se relaciona con la mutacién de dos genes importantes en el control de la division
celular (CDKN2A y CDK4). En el melanoma esporadico son frecuentes, sin
embargo, mutaciones en genes que codifican proteinas de la via de senalizacion de

las ERKs, clave en la proliferacién celular del melanocito.



En los ultimos afios se ha producido un crecimiento exponencial de los casos
de melanoma °: es el quinto tipo de cancer mas comun en hombres y el tercero mas
comun en mujeres por debajo de los 35 afios. Es ademas un tipo de cancer muy
agresivo, responsable del 80% de las muertes por cancer de piel aunque solo

representa el 4% de este tipo de tumores.

1.3. Melanosomas y melanina. Via de Raper-Mason.

La principal caracteristica de los melanocitos es su capacidad de producir
melanina. La sintesis y el acumulo de este pigmento tiene lugar en unos organos
especializados denominados melanosomas. Los melanosomas son, desde un punto
de vista biogenético, organulos subcelulares relacionados con los lisosomas " que
atraviesan varias etapas de maduracion antes de ser transferidos a los
queratinocitos. Se han identificado cuatro etapas o estadios: durante las etapas | y Il
los melanosomas carecen aun de pigmentos en su interior y su contenido pasa de
ser una matriz de estructura relativamente amorfa a una matriz fibrilar. Durante la
etapa Ill empieza a haber una deposicidn progresiva de melanina y cuando se
alcanza el estadio IV el melanosoma es completamente maduro y esta lleno de
melanina, lo que hace que sea muy electrondenso cuando se observa con el

microscopio electrénico "2 (Fig. 3).

C—> Etapall =) Etapa lll = Etapa Il

Figura 3. Formacioén de los melanosomas. Imagenes tomadas con microscopio electrénico

de un melanosoma en diferentes estados de maduracion.

La sintesis de melanina o melanogénesis tiene lugar a través de una via
enzimatica compleja denominada Via de Raper-Mason (Fig. 4). La enzima clave de
esta via es tirosinasa que cataliza las dos primeras etapas que son las limitantes del
proceso. La via se inicia con la oxidacion de L-tirosina a L-dopa, un intermedio que
se oxida rapidamente a L-dopaquinona. Este compuesto es el primer punto de
ramificacion de la melanogénesis y conduce a la formacion de los dos tipos

13

principales de pigmento en animales: eumelaninas y feomelaninas Las

eumelaninas tienen un color marrén o negro y una alta capacidad fotoprotectora,
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mientras que las feomelaninas tienen un color rojizo-amarillento y no protegen
eficazmente contra la radiacién UV.

En condiciones de alto contenido en compuestos con grupos tidlicos libres
(por ejemplo glutatiéon reducido o el aminoacido L-cisteina) se produce una rapida
conjugacion entre L-dopaquinona (DQ) y el grupo tiol, que conduce a la formacion
de cisteinildopa. Este intermedio sufre una serie de reordenamientos estructurales,
se oxida y da finalmente una estructura ciclica de benzotiazilalanina, que es la
estructura base de las feomelaninas ™. Por el contrario, cuando el contenido en
grupos sulfhidrilo es bajo, la ruta favorecida es la de formacién de eumelaninas. En
una sucesion de reacciones espontaneas, la L-dopaquinona se transforma en L-
dopacromo (DC), que constituye un segundo punto de ramificacién de la via. Por un
lado puede sufrir un descarboxilacion espontanea para formar 5,6-dihidroxiindol
(DHI), o puede reorganizarse rapidamente para formar acido 5,6-dihidroxiindol-2-
carboxilico (DHICA), un intermedio mucho mas estable, por accion de la enzima
dopacromo tautomerasa (DCT o Tyrp2). Es importante resaltar que dentro de los
eumelanosomas siempre habra una mezcla de DHI y DHICA cuya proporcion vendra
determinada por el nivel de actividad de DCT '°. Las etapas siguientes de la via
estan poco caracterizadas pero incluyen varias reacciones de oxidacion y
polimerizacion que dan finalmente indol-5,6-quinona (IQ) y acido indol-5,6-quinona-

2-carboxilico (IQCA) que se van incorporando al polimero melanico creciente '®"".

C00"  yo coo o) COO"
| Txr T r ) 5
HO 3 NH; HS
&

tirosina OPA DQ

l espontanea

espontanea { DOPACROMO DCT LD 5-S-CysDOPA

Q

Co2

om 1T wa
DHICA
Tyrpl

.
Dﬁ- = e

Figura 4. Via de Raper Mason. Esquema general de la ruta enzimatica que da lugar a la
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formacion de eumelaninas y feomelaninas, con las principales enzimas marcadas en rojo.
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La melanogénesis depende de una gran variedad de factores que modulan la
funcion de los melanocitos a distintos niveles. Entre estos se incluyen los factores
que afectan a:

* la migracion y desarrollo del melanoblasto durante la embriogénesis.

* |a supervivencia y proliferacion del melanocito.

* |a diferenciacion del melanocito en respuesta a estimulos ambientales con un
incremento de la velocidad de biosintesis del pigmento melanico.

* la distribucion de los granulos de melanina y subsecuente transferencia a los

queratinocitos.

Hasta la fecha se han identificado mas de 120 genes que afectan estos
procesos, de forma directa o indirecta, de los cuales se han clonado y caracterizado

aproximadamente el 50% .

Uno de estos genes codifica para el denominado
receptor de melanocortinas 1 (MC1R), un receptor acoplado a proteinas G presente
en la membrana del melanocito y que estudiaremos en profundidad en el siguiente

apartado dada su gran importancia en la regulacion de la melanogénesis.

2. RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G (GPCRs).

2.1. Caracteristicas generales de los GPCRs.

Los receptores acoplados a proteinas G (G protein-coupled receptors o
GPCRs) estan presentes en casi todos los organismos, incluidos los insectos y las
plantas . Se estima que aproximadamente el 1-3% del genoma humano codifica
para mas de 1000 miembros de esta familia ®° lo que los convierte en la mayor
familia de receptores de superficie celular en eucariotas ?'. Deben su nombre a su
capacidad para reclutar y regular la actividad de una proteina intracelular
heterotrimérica denominada proteina G como parte central del mecanismo de
transduccién de sefiales %.

Los GPCRs se activan por una amplia variedad de ligandos:
neurotransmisores, hormonas, factores de crecimiento, moléculas odorantes, luz,
Ca?*, aminoacidos, nucleétidos y péptidos %°. Participan, por tanto, en la regulacion
de numerosas funciones vitales como neurotransmision, secrecién de glandulas
endocrinas y exocrinas, exocitosis, foto y quimiorrecepcion, quimiotaxis, presion

sanguinea, funcion plaquetaria, embriogénesis, angiogénesis, regeneracion tisular y
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crecimiento celular normal o aberrante Ademas, mas del 30% de los

medicamentos tienen como diana este tipo de receptores 4%,

Todos los GPCRs comparten una estructura especifica comun constituida
por siete secuencias de aminoacidos, predominantemente hidrofébicos, que forman
otras tantas hélices a que atraviesan la membrana. Estas hélices a estan separadas
por secuencias de aminoacidos hidrofilicos que dan lugar a tres bucles
extracelulares y tres bucles intracelulares ?* (Fig. 5). Debido a esta estructura comuin
se les conoce también como "receptores de 7 hebras". La longitud y secuencia de
los bucles conectores y de los extremos terminales es muy variada y da lugar a
distintas clases de GPCRs.

En base a la naturaleza farmacoldgica de los ligandos y a la homologia de su
secuencia, la superfamilia de los GPCRs se ha dividido en tres clases mayoritarias
(A, By C)y otras dos minoritarias (D y E) que en su conjunto engloban alrededor de
173 familias y subfamilias. Dentro de cada clase, las secuencias comparten mas de
un 25% de identidad en las regiones transmembrana, y ademas aparecen residuos y

motivos altamente conservados.

N-terminal

Extracelular

Intracelular '\ N-terminal

Figura 5. Estructura general de un GPCR. Representacion tridimensional de la estructura de
un GPCR en la membrana plasmatica. En color rojo se destacan las 7 hélices transmembrana. En color
blanco se representan los bucles extracelulares (EL1, EL2 y EL3), los bucles intracelulares (IL1, IL2 e

IL3) y los extremos N- y C-terminal.
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2.2. Funcion de los GPCRs.

Los GPCRs se activan por la unién de un ligando al extremo amino terminal
orientado hacia la zona extracelular de la membrana plasmatica o a otras zonas
accesibles desde el medio extracelular. Esta union provoca un cambio
conformacional en los bucles conectores intracelulares y un reordenamiento de las

hélices transmembrana %.

Este cambio de conformacion permite al receptor
activado interaccionar con una proteina G heterotrimérica. Las proteinas G son
pequeinas proteinas intracelulares, compuestas por tres subunidades, a, B y y, con
actividad GTPasa intrinseca. La subunidad a es la responsable de la unién de GTP y
GDP y de la hidrolisis de GTP, mientras que las subunidades 8 y y se asocian en un
complejo dimérico #’.

La formacion del complejo ligando-GPCR-proteina G promueve el
intercambio de GDP por GTP en la subunidad a. Este cambio de nucleétido hace
que disminuya la afinidad de Ga por el dimero Gy, provocando la disociacién del
heterotrimero, con liberacion de Ga-GTP por un lado y GBy por otro. Tanto Ga-GTP
como GBy en su estado libre pueden regular diversos efectores tales como la
adenilato ciclasa o la fosfolipasa C, promoviendo la respuesta celular al estimulo
como consecuencia del cambio en la concentracion de un segundo mensajero.

El estado activado dura hasta la hidrdlisis del GTP hasta GDP debido a la
actividad GTPasa intriseca de la subunidad Ga, modulada por otros factores, como
los denominados RGSs (Regulators of G protein signaling) 2. Una vez hidrolizado el
GTP, las subunidades a, B y y se reasocian para formar el heterotrimero inactivo

(Fig. 6).

Las proteinas G se clasifican segun el tipo de subunidad a que posean. De
esta forma podemos distinguir cuatro familias distintas *°:

* Gg: proteinas que estan acopladas a la estimulacion de la adenilato
ciclasa

* G;: proteinas acopladas a la inhibicidon de la adenilato ciclasa y a la
activacion de canales de potasio (GIRK)

* Gq: proteinas asociadas a la activacion de la fosfolipasa CB

* Gj2: proteinas acopladas a la activacion del factor intercambiador de

nucledtidos de guanina Rho.
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Figura 6. Ciclo de activacion/desactivacion de una proteina G tras su unién a un GPCR.

La senalizacion a través de GPCRs es un mecanismo complejo en el que
influye no solo el tipo de proteina Ga que se asocie con el receptor sino también las
acciones llevadas a cabo por el dimero GBy. Por otro lado, algunos estudios han
puesto de manifiesto que la activacion de los GPCRs puede provocar respuestas
que no estdn mediadas por proteinas G y que no incluyen la modulaciéon de los

niveles de segundos mensajeros 2.

2.3. Subfamilia de los receptores de melanocortinas (MCRs).

Como ya se ha comentado, uno de los principales genes implicados en la
regulacion de la pigmentacion es el MCT1R. Este gen codifica un receptor
perteneciente a una pequefa subfamilia de GPCRs de clase A denominada
receptores de melanocortinas (MCRs), que consta de 5 miembros (MC1R-MC5R).
Dentro de esta familia, los receptores muestran una homologia del 40-60% y se
acoplan positivamente a la cascada del AMPc *. A su vez, difieren en su afinidad

hacia las distintas melanocortinas (MCs) y ciertos péptidos antagonistas endégenos.
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2.3.1. Melanocortinas.

Las melanocortinas (MC) son péptidos hormonales originalmente
identificados por su capacidad de aumentar la pigmentaciéon melanica cutanea y de
inducir la sintesis de corticosteroides en las glandulas suprarrenales. Todas las MCs
derivan de un precursor comun llamado proopiomelanocortina (POMC). Esta pre-
prohormona consta de 225 aminoacidos y se expresa en la pituitaria y en algunas
regiones del cerebro y de la periferia, incluyendo la piel. El procesamiento
postraduccional de POMC es complejo y especifico del tejido, y da lugar a las MCs
(ACTH, ao-MSH, B-MSH y y-MSH) junto con otros péptidos bioactivos como B-
lipotropina y B-endorfina *' (Fig. 7).

Proopiomelanocortina (POMC)

I [ ] I | |
-

Fragmento N-termina ACTH g-lipotropina

| L] | | I |
- - 9

y-MSH a-MSH CLIP y-lipotropina (-endorfina
[i] [ (— | | (E—
B-MSH Met-encefalina

10

Figura 7. Procesamiento de proopiomelanocortina y péptidos biolégicamente activos

derivados.

Tradicionalmente, las principales actividades bioldgicas que se atribuyen a
las MCs son la regulacion de la produccién de glucocorticoides y aldosterona (a
través de ACTH) y el control de la biosintesis de melaninas en los melanocitos de la
epidermis (a través de a-MSH y ACTH). Sin embargo también participan en otras
funciones fisiologicas como el control de la ingesta de alimentos, la homeostasis
energetica y de la masa corporal, y regulan la secrecion de determinadas glandulas
exocrinas y algunas respuestas del sistema inmunologico, del comportamiento

sexual e incluso del aprendizaje *.
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2.3.2. Caracteristicas generales de los MCRs.

El MC1R fue el primer miembro de la familia clonado **** Se expresa en
melanocitos cutaneos y tiene un papel clave en la pigmentacién de la piel y el pelo.
También se ha encontrado expresion de MC1R en otros tipos celulares de la piel
como queratinocitos, fibroblastos, células endoteliales y células presentadoras de
antigeno (revisado en *").

El MC2R se expresa en la corteza suprarrenal donde media los efectos de la
hormona ACTH en la secrecién de esteroides. El MC3R se localiza en muchas areas
del sistema nervioso central y tejidos periféricos, incluyendo el tracto gastrointestinal
y la placenta. El MC4R se expresa mayoritariamente en el sistema nervioso central y
junto con el MC3R participa en la homeostasis energética y el control del peso
corporal. EIl MC5R se expresa en numerosos tejidos periféricos, incluyendo las
glandulas sebaceas, adipocitos y leucocitos % y su principal funcion esta relacionada
con la regulacion de las secreciones glandulares.

Los MCRs estan sometidos a una regulacion compleja tanto a nivel
transcripcional como a nivel postraduccional. EI MC1R es probablemente el mejor
conocido en este aspecto, debido a que mutaciones en los genes que codifican
determinadas proteinas reguladoras dan frecuentemente fenotipos de pigmentacion

que han permitido identificar los genes implicados *.

3. RECEPTOR DE MELANOCORTINAS 1 (MC1R).

El gen MC1R fue clonado en 1992 ****. Codifica para un GPCR de pequefio
tamafio, constituido por 317 aminoacidos en el hombre y 315 en ratén *. Como se
ha comentado anteriormente, se expresa mayoritariamente en melanocitos y células
de melanoma donde regula la cantidad y el tipo de pigmento producido.

El gen MC1R es altamente polimorfico con unas 300 variantes naturales
descritas ¥ por lo que se considera el principal determinante genético del fototipo

cutaneo, asi como el gen de susceptibilidad a melanoma mejor establecido.
3.1. Estructura del MC1R.
El MC1R posee todas las caracteristicas estructurales tipicas de los GPCRs:

un extremo N-terminal extracelular, siete helices transmembrana y un extremo C-

terminal intracelular.
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3.1.1. Extremo N-terminal.

La mayoria de las proteinas de membrana contienen un péptido sefial en el
extremo amino que las dirige durante su sintesis por los ribosomas hacia la
membrana del reticulo endoplasmatico, donde rapidamente es eliminado. Sin
embargo, el extremo N-terminal del MC1R no encaja en el consenso descrito para el
péptido sefial y la eliminacion de los primeros 27 aminoacidos no tiene efecto en la
unién al ligando ni en los niveles de expresion *. Ademas, cuando se fusiona un
pequefio epitopo Flag al extremo N-terminal, este no es eliminado durante el
procesamiento de la proteina en células HEK293T *. Esto sugiere que el MC1R
pertenece a una clase minoritaria de proteinas de membrana que utilizan el primer
dominio transmembrana como una sefal no degradable que los guia hacia la
membrana plasmatica *°.

Aunque el MC1R maduro contiene en esta zona dos secuencias de
glicosilacion, ">NSTP'® y “NQTG™, no ha sido hasta hace poco que nuestro grupo
de investigacion ha confirmado que los residuos Asn15 y Asn29 se glicosilan con
cadenas de glicanos estructural y funcionalmente diferentes, ya que hay un
desplazamiento de la movilidad electroforética de la proteina tras el tratamiento con
endoglicosidasas *'. Esta N-glicosilacién no es necesaria para la unién del agonista
con alta afinidad o el acoplamiento funcional, pero si tiene un fuerte efecto sobre la
disponibilidad del MC1R en la membrana plasmatica, posiblemente debido a una
combinacion de dos factores: un mejor trafico hacia la membrana celular y una
disminucién de la internalizacion *.

Otro elemento importante en la secuencia N-terminal del receptor es un
residuo de Cys (Cys35) cercano al primer fragmento TM, que esta conservado en
todos los MCRs y es critico para su funcién ya que su mutacion a Gly provoca la
pérdida de funcion del receptor **. Este comportamiento se debe probablemente a
que el residuo Cys35 esta implicado en la formacion de un punte disulfuro

intermolecular que contribuye a la dimerizacién del receptor.

3.1.2. Bucles extracelulares.
Los bucles extracelulares (ELs) del MC1R son pequefios *
particularmente el EL2 que es muy corto. Esta caracteristica se ha relacionado con
la alta actividad constitutiva que muestran varios miembros de la subfamilia de los
MCRs * y el MC1R en particular *®. El EL3 de los MCRs esta inusualmente

conservado comparado con la mayoria de los GPCRs. Ademas, es rico en residuos
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invariables de Pro y Gly, lo que sugiere que posee una funciéon muy especializada 47,
Por otra parte, la mutacion de los residuos Cys267 o Cys275 a Gly provoca la
pérdida de funcién del receptor ** debido a su implicacién en la formacién de
puentes disulfuro que son necesarios para mantener la estructura de la proteina *°.
El residuo Cys271 del MC4R, que equivale al residuo Cys267 del MC1R, esta unido
mediante un puente disulfuro al residuo Cys279, que equivale a la Cys275 del
MC1R, y se ha descrito una mutacién C271R asociada con obesidad mérbida *°.
Estos hallazgos, junto la perfecta conservacion de los residuos de Cys presentes en
EL3 en todos los MCRs, sugieren un papel general de los puentes disulfuro en la

funcién de los MCRs.

3.1.3. Bucles intracelulares.

Los bucles intracelulares (ILs) de los GPCRs proporcionan la superficie de
unidon para las proteinas G heterotriméricas y ademas contienen dianas de
fosforilacion implicadas en la regulacion de la sefializacion, internalizacion y reciclaje
de los receptores °'. Dentro del IL2 del MC1R humano se han identificado algunas
variantes naturales, de las cuales al menos cuatro corresponden a formas de
pérdida parcial o total de funcion, lo que indica la importancia de este dominio.

Localizado en la interfase entre IL2 y TM3 se encuentra un tripéptido
"IDRY'™?, caracteristico de los receptores de clase A. Se trata de un elemento
critico, como demuestra la pérdida parcial de funcién que sufre el receptor cuando el
residuo Arg142 es mutado a His *%

El IL2 presenta ademas sitios de fosforilacion conservados para la proteina
quinasa A (PKA) y para la proteina quinasa C (PKC). Si estas dianas se encuentran
fosforiladas en condiciones fisiolégicas, aun no se ha determinado.

El IL3 es rico en residuos basicos y esta poco conservado en los MCRs.

3.1.4. Fragmentos transmembrana.

Los fragmentos transmembrana del MC1R se situan aproximadamente de
forma perpendicular al plano de la membrana, con una disposicion en sentido
antihorario. Para los GPCRs de clase A, cuyo tipo es la rodopsina, el sitio de union
al ligando se localiza en un bolsillo formado por varias hélices transmembrana en la
interfase entre la membrana plasmatica y el medio extracelular.

Se han desarrollado modelos tridimensionales para analizar el complejo

53,54

ligando-receptor En estos modelos se sugiere que una region rica en
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aminoacidos con carga negativa, que contiene los residuos Glu94 (en TM2), Asp117
y Asp121 (en TM3), interacciona con el aminoacido Arg contenido en la secuencia
farmacéfora His-Phe-Arg-Trp, presente en las MCs naturales. Ademas, una red de
residuos aromaticos situados cerca del lado extracelular de los fragmentos TM4, 5 y
6 también contibuiria a la unién del agonista mediante su interaccion con los

residuos aromaticos del farmacoforo *°

. Hay al menos once mutantes naturales
encontrados en el fragmento TM2 del MC1R (Fig. 8) y varios de ellos presentan

cambios funcionales, lo que confirma su importancia.

3.1.5. Extremo C-terminal.

La cola carboxilo terminal del MC1R es corta. Esta formada por 19
aminoacidos, de los cuales seis son invariables en los MCRs. Dentro de los GPCRs,
este dominio es funcionalmente muy relevante por diversos motivos:

a) participa en la interaccién del complejo ligando-receptor con la proteina G.
51

b) participa en la correcta disposicion del receptor en la membrana
plasmatica gracias a la acilacién de residuos Cys. La cadena alifatica del acido
graso se inserta dentro de la membrana

c) proporciona sefales para el trafico intracelular de la proteina. Cabe
destacar, esta region contiene residuos de Ser y Thr cuya fosforilacién regula la
desensibilizacion e internalizacion del MC1R.

Una mutacion natural encontrada en perros y que da lugar a una truncacion
prematura del extremo C-terminal produce un fenotipo de pelaje feomelanico °°.
Ademas, la delecion artificial de los ultimos cinco aminoacidos del MC1R, que
incluye el tripéptido terminal CSW presente en todos los MCRs secuenciados hasta
el momento, es suficiente para anular su funcién **. Este mutante delecionado es
retenido en el interior de la célula y no alcanza la membrana plasmatica. Por tanto,
la integridad del extremo C-terminal va a determinar la correcta expresién del MC1R
en la superficie celular. Un mutante natural recientemente descrito que carece de la
extension C-terminal por truncacion de la proteina después de Tyr298 ha confirmado
la importancia de este dominio en el MC1R humano *'.

Otra mutacién, C315A, también afecta a la funcién del MC1R *°. El mutante
C315A se expresa con menor densidad en la superficie celular en relacion al MC1R
silvestre. Por lo tanto, la acilacion de Cys315 podria ser un determinante importante
de la densidad del receptor en la membrana, bien por mejorar el trafico anterégrado

o inhibir la internalizacion, bien por modificar la estabilidad de la proteina en la
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membrana plasmatica *. Por otra parte, tal y como se mencionara mas adelante, los
residuos que rodean a Cys315, Thr314 y Ser316, parecen ser dianas de fosforilacion

importantes en la desensibilizacion del MC1R.

. Residuo mutado en los alelos RHC (Ro )
O Posicion de mutaciones naturales

. Sitio potencial de N-glicosilacion

. Diana potencial de fosforilacién

@ Posible diana de fosforilacion

(O sitio potencial de acilacion

Cara extracelular

dL) Membrana
plasmaética

Caraintracelular

Figura 8. Estructura bidimensional del MC1R segun el modelo de Rhingolm et al “ La

secuencia de aminoacidos corresponde al MC1R silvestre (nimero de acceso GenBank AF326275).

3.2, Senalizacién aguas abajo del MC1R.

El MC1R se activa por unién de su principal agonista, la hormona a-MSH.
Aunque este receptor estd acoplado a varias cascadas de sefializacién intracelular,
la mejor caracterizada es aquella que, tras union del ligando, provoca la estimulacién
de una adenilato ciclasa por medio de la proteina Gs (Fig. 9). Como resultado, se
produce un aumento de los niveles intracelulares de AMPc, que actua como
segundo mensajero. El AMPc se une a las dos subunidades reguladoras de una
proteina quinasa A (PKA) y libera y activa las subunidades cataliticas de la quinasa.
La PKA activa puede ahora fosforilar a sus sustratos, que pueden ser canales
ionicos, enzimas y otras proteinas reguladoras. Ademas, también es capaz de
traslocarse a nucleo, donde fosforila a miembros de la familia de factores de
transcripcion CREB. Una vez fosforiladas, las proteinas CREB activan la expresion
de genes especificos que contienen la secuencia consenso CRE (elemento sensible
a AMPc) en la region promotora °,

El AMPc es responsable de la mayor parte de las acciones melanogénicas

de aMSH °. Entre estas acciones se incluye la activacion de la expresién de
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tirosinasa, la enzima limitante en la biosintesis de melanina. Esta activacién ocurre
principalmente a nivel transcripcional y es mediada por la induccion de
Microphthalmia (Mitf), un factor de transcripcion de la familia hélice-bucle-hélice cuya

expresion se activa en respuesta a las proteinas CREB *°.

A
CREB

@' MITF
AGEEA\\V/A\V/AN
@ Tyrosinase/DCT
UG boxw

Figura 9. Regulacion de la melanogénesis a través de la activacion de MC1R por accién

del agonista aMSH (via canénica) €,

Ademas de esta via de sefalizaciéon canonica de MC1R a través de AMPc,
se ha descrito que la activacién del receptor también puede estimular otras vias
como la cascada de las MAP quinasas ERK1 y ERK2. La sefializacion de esta via
requiere niveles mucho mas bajos de receptor activado y se produce por
transactivaciéon de c-KIT, un receptor tirosina quinasa esencial para la proliferacion,

diferenciacion y supervivenca de precursores del melanocito o1,
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3.3. Agonismo inverso y actividad constitutiva del MC1R.

El MC1R es un GPCR unico debido a la diversidad de ligandos endégenos
que regulan su estado funcional, con agonistas y antagonistas fisioldgicos
identificados. El antagonista de MC1R mejor caracterizado es la proteina de
sefializacion agouti (ASP) ®2. Se ha demostrado que, en ratones, ASIP (ASP en
humanos) disminuye la proliferacion del melanocito e inhibe la expresion de los
genes que codifican las enzimas melanogénicas y por tanto la produccién de
melanina ®. En humanos, la unién de ASP al MC1R inhibe la estimulacién de la
sintesis de eumelanina en respuesta a aMSH y favorece la producciéon de
feomelaninas en detrimento de las eumelaninas.

Por otra parte, el MC1R presenta una fuerte actividad constitutiva

8, una caracteristica relativamente frecuente dentro de

independiente de agonista *
los GPCRs **®. En células HEK 293T que expresan MC1R, esta actividad
constitutiva puede alcanzar el 40% de los valores de AMPc maximos que se
obtienen tras la estimulacién con el agonista. Estos hallazgos, que fueron descritos

8y confirmados posteriormente por Benned-

por nuestro grupo de investigacion
Jensen y colaboradores . pueden explicar ciertos efectos del ligando inhibitorio
ASP, que se comporta como un agonista inverso mas que como un antagonista
competitivo °°.

Otro antagonista de MC1R recientemente identificado es [(-defensina3
(HBD3), un péptido perteneciente a una familia de pequefas proteinas con actividad
antimicrobiana. En melanocitos normales humanos, HBD3 se comporta como un
antagonista neutro ya que no tiene efecto sobre la formacién basal de AMPc pero si
inhibe significativamente la produccion de AMPc inducido por aMSH, asi como la

proliferacion células de los melanocitos y la actividad tirosinasa ®'.

3.4. Variantes alélicas y procesamiento alternativo de MC1R.

Con aproximadamente 300 variantes alélicas descritas, de las cuales mas de
200 se localizan en la region codificante, MC1R es probablemente el gen de GPCR
mas polimérfico del genoma humano *. Existe una fuerte asociacién entre ciertas
variantes, denominadas RHC (Red Hair Color) y un fenotipo de pigmentacion
caracterizado por piel clara, pelo rojizo, escasa capacidad de bronceado y
propension a las quemaduras solares tras exposicion a radiacion UV %, ademas de
un aumento en el riesgo de desarrollar melanoma y otros tipos de cancer de piel °*

2 Estas variantes pueden tener unas caracteristicas funcionales marcadamente
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diferentes de las del receptor silvestre. Asi, dentro de los melanocitos humanos, el
genotipo del gen MC1R proporciona un primer nivel de regulacién de la sefializacion
del receptor.

El gen MC1R se localiza en el cromosoma 16g24.3 y contiene cuatro exones.
El transcrito principal (MC1R-001) es el que hemos denominado MC1R en esta
memoria, pero se conoce al menos otro transcrito denominado MC1R-002, con un
marco abierto de lectura (ORF) de 1149 nucleétidos que daria lugar a una proteina
de 382 aminoacidos "°. Esta isoforma secundaria es idéntica a la principal hasta la
Ser316 a partir de la que se produce la adicion de 65 aminoacidos extra que dan
lugar a un extremo C-terminal diferente.

El MC1R es un miembro inusual dentro de la superfamilia de genes de
GPCR no solo por su alto polimorfismo sino también por la aparicién de un
procesamiento de corte-empalme (“splicing”) alternativo intergénico que afecta al
gen localizado aguas abajo (B tubulina 3 o TUBB3) ™ y que tiene lugar como
consecuencia del alto empaquetamiento génico existente en la region 16q24. Hasta
la fecha se han descrito dos productos de este splicing alternativo intergénico ™.
Uno de ellos contiene los exones 3 y 4 de MC1R fusionados con los exones 3,4y 5
de TUBBS3. Este transcrito (MC1R-TUBB3) da lugar a una proteina quimérica
denominada Iso1 cuya secuencia se corresponde con los primeros 366 residuos de
la isoforma MC1R-002 y la mayor parte de TUBB3. El segundo transcrito de este
procesamiento intergénico, Iso2, da lugar a un producto proteico de 432
aminoacidos. Los primeros 316 aminoacidos coinciden con la secuencia del MC1R
mientras que 116 restantes no tienen homologia con ninguna proteina conocida ™.
Aunque ambas isoformas mantienen los elementos estructurales importantes para la
unién del agonista y la sefalizacion posterior, su capacidad de sefalizacidn por la
via del AMPc esta muy disminuida en relacién al transcrito canénico MC1R-001
(Herraiz, C. et al., PLOS ONE, 2015, aceptado)

3.5. Regulacién de la funciéon del MC1R.

El MC1R esta sometido a una regulacion compleja tanto a nivel
transcripcional como a nivel postraduccional. Ya hemos comentado que el genotipo
constituye un primer nivel de regulacion. Una vez en la membrana plasmatica, la
actividad del MC1R es principalmente controlada por su interaccién con los distintos
ligandos fisiologicos. La unién del ligando desencadena a su vez otros eventos

reguladores entre los que se incluyen la desensibilizacion homodloga y la
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internalizacion del receptor, procesos que estudiaremos con mas detalle en
apartados posteriores.

En relacion con la regulacién transcripcional, se han estudiado los efectos de
numerosos factores endocrinos y paracrinos en la expresion de MC1R. En
melanocitos humanos estimulados con NDP-MSH (un potente agonista de MC1R,
analogo estructural de aMSH) se observa un incremento de los niveles de ARNm del
MC1R. La induccién aumenta tras un tratamiento de 24 horas con TPA ° y se
explica por una activacién de la transcripcién del gen MC1R . Esta induccion se
mimetiza por forskolina, un activador de la adenilato ciclasa, lo que sugiere que es
dependiente de AMPc.

A nivel transcripcional, la expresion del gen MC1R también se activa por la
radiacion UV que incide sobre la epidermis ’” y se inhibe por especies reactivas de
oxigeno (ROS) 8. Ademas, la radiacién UV también es responsable de la activacion
de la quinasa de estrés p38 " que fosforila y a su vez activa el factor de
transcripcion USF1. Este factor de transcripcion activa la transcripcion de tirosinasa
y todo esto determina un incremento de la capacidad de respuesta de los
melanocitos a la hormona aMSH, principal agonista endégeno del MC1R.

También se han estudiado los efectos reguladores de ciertas citoquinas que
contribuyen a la homeostasis cutanea ’°
niveles de ARNm de MC1R. Ademas, las citoquinas TNFa ¥ y TGF B 8", que

reprimen fuertemente la melanogénesis en células de melanoma, disminuyen

. Interleucina 1a y 1B incrementan los

moderadamente la expresion de MC1R en células de melanoma de ratén.

3.6. Desensibilizacién homoéloga e internalizacion.

La mayoria de los GPCRs sufren un proceso de desensibilizacion homéloga,
o pérdida de la capacidad de acoplamiento a la via de transmisidén de sefiales, en
condiciones de estimulacion sostenida. Por norma general, este proceso es
dependiente de fosforilacién del receptor activado por una familia de quinasas
especificas denominadas quinasas de GPCR (GRKs) ® la posterior internalizacion
en vesiculas recubiertas de clatrina, lo que supone su desaparicion de la membrana
plasmatica. Clatrina, adaptina 2 (AP2) y otras proteinas endociticas intervienen en el
ensamblaje de la vesicula a través del reconocimiento de dominios que exponen,
entre otras, las proteinas de la familia B-arrestina (ARRBSs), que son reclutadas por
el GPCR tras su fosforilacion por GRKs, y actian como andamios moleculares
imprescindibles para la formacién de la vesicula recubierta. Por otra parte, ademas

de fosforilar al receptor, las GRKs orquestan la formacion de complejos proteicos, ya
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qgue poseen en su extremo C-terminal un motivo de unién a clatrina, e interaccionan
con otras proteinas como GIT1 (GRK interactor 1), fosfatidil inositil 3 quinasa (PI13K)
y ezrina, que regulan el trafico de los GPCRs internalizados.

EL MC1R sufre desensibilizacion homoéloga cuando se estimula con su
agonista en células de melanoma humano HBL y en sistemas de expresion

heterdloga

. Este proceso es mediado por las quinasas GRK2 y GRK6 que
fosforilan al receptor en los residuos Thr308 y Ser316 localizados en el extremo C-
terminal y promueven su internalizacion. No esta claro, sin embargo, el papel que

ejercen las ARRBs en la regulacion de la sefalizacién del MC1R.

4. FAMILIA DE LAS ARRESTINAS. 3-ARRESTINAS.

4.1. Clasificacion de las arrestinas.

Las arrestinas constituyen una pequefia familia de proteinas de unién a
GPCRs que fueron descubiertas por el papel que desempefian en su
desensibilizacién ®®°. En mamiferos, esta familia consta de 4 miembros, codificados
por diferentes genes, que se agrupan dentro de dos subfamilias distintas:

- arrestinas visuales: son la arrestina1 (arrestina visual) y la arrestina 4 (X-
arrestina). Se expresan casi exclusivamente en la retina, donde regulan la actividad
del GPCR rodopsina.

- arrestinas no visuales o sensoriales o B-arrestinas: son la arrestina2 (B-
arrestinal o ARRB1) y la arrestina3 (B-arrestina2 o ARRB2) ®. Se expresan de
forma ubicua en casi todos los tejidos y modulan la actividad de la mayoria de los
GPCRs.

4.2. B-Arrestinas (ARRBSs).

El genoma humano contiene dos genes ARRB. El gen ARRB1, localizado en
el cromosoma 11, da lugar a dos transcritos: ARRB1-001, que da lugar a la isoforma
1A y ARRB1-202, que da lugar a la isoforma 1B. Por otro lado, el gen ARRB2 se
localiza en el cromosoma 17 y codifica para cinco transcritos que dan lugar a la
isoforma 1 (antiguamente denominada ARRB2-201), isoforma 2 (antigua ARRB2-
001), isoforma 3, isoforma 4 (antigua ARRB2-203) e isoforma 5 (antigua ARRB2-
202) (Fig 10). Todas estas isoformas de ARRB mantienen los extremos amino y

carboxilo y se diferencian en los exones internos.
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Figura 10. Esquema de los transcritos de ARRBs. En colores alternos, gris claro y gris
oscuro, se representan los exones maduros que componen el ARNm y su longitud. En rosa para

ARRB1, y en verde y azul para ARRB2 se representan los exones en donde difiere la secuencia.

Existe una gran homologia dentro de la familia de las arrestinas que afecta
no solo a su secuencia de aminoacidos, con multitud de residuos conservados a lo
largo de la escala filogenética, sino también a su estructura secundaria. Tanto las
arrestinas visuales como las no visuales presentan una estructura tridimensional
casi idéntica con dos dominios N- y C-terminal construidos casi enteramente con

hojas B antiparalelas ®%°

(Fig. 11). Es interesante resaltar que, a pesar de su alto
grado de identidad, las dos isoformas de ARRBs parecen ser suficientes para

regular el amplio repertorio de GPCRs existente.

4.3. Estructura de las ARRBSs.

Las ARRBs estan formadas por 23 hojas B antiparalelas y 1 hélice a que se
agrupan formando dos dominos (N y C) que permanecen en contacto estrecho a
través de una regién muy flexible de aminoacidos denominada "hinge" o regién
bisagra y la estructura denominada “lariat loop” (Fig. 11). La estructura de las
ARRBs parece estar intimamente relacionada con su estado de activacidon. Se han
propuesto dos conformaciones distintas, una para la forma libre o inactiva y otra

para la forma unida a receptor o activa.
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Figura 11. Estructura general de las ARRBs. La proteina se pliega formando un dominio N
(en color negro) y un dominio C (en color gris) unidos por una regién muy flexible denominada “hinge” o
region bisagra (en azul). Ambos dominios se encuentran en estrecho contacto a través del lariat loop
(en color verde). En amarillo se marca la Unica hélice a de la proteina. Esta estructura corresponde a la
ARRB2 bovina, cuya secuencia es practicamente idéntica a la ARRB2 humana (entrada PDB 3P2D).

La region no cristalizada de la proteina se indica en trazo discontinuo.

En la conformacién inactiva, la ARRB tiene una estructura cerrada y
compacta que se encuentra estabilizada por distintas interacciones intramoleculares
(Fig 12):
* interacciones hidrofébicas entre la hélice a, la primera hoja B y la cola C-
terminal de la molécula, que esta plegada hacia el dominio N.

* puentes de hidrégeno e interacciones electrostaticas que se establecen
entre diversos residuos polares localizados en el interior de la estructura
y que se denominan en conjunto nucleo polar o "polar core". Estos
residuos se localizan tanto en el dominio N como en el dominio C.

El "lariat loop" es otro motivo de gran importancia en la estabilizacion
del ndcleo polar. Se trata de un bucle localizado entre las hojas B 18 y 19 que
presenta una elevada variabilidad de secuencia entre las distintas isoformas de
arrestina, pero que mantiene una estructura secundaria muy conservada. Esto
apoya la idea de que su conformacién es esencial en la estabilizacién de la forma

inactiva o basal de las ARRBs.
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Figura 12. Estructura en estado basal de ARRB1 bovina © Las hojas 3 se disponen
formando dos dominios N y C (en rosa y azul respectivamente) (A). Esta conformacion esta
estabilizada por interacciones hidrofobicas entre la hélice a, la primera hoja B y el extremo C-terminal
(B) y puentes de hidrégeno entre los residuos que forman parte del nacleo polar (C).

Estudios de cristalografia llevados a cabo con ARRB1 de rata (cuya
secuencia de aminoacidos es casi idéntica a la humana) sugieren un mecanismo de
activacion en el que cuando ARRB1 se une al GPCR activado y fosforilado, la carga
negativa de estos fosfatos altera el nucleo polar. Esta alteracion provoca que los
dominios N y C de la proteina se muevan uno respecto al otro, gracias a la
flexibilidad de la regién bisagra %, y se libere la cola C-terminal, dejando expuestos
los sitios de unién a clatrina y AP2. Como consecuencia de estos movimientos la
ARRB1 adopta una conformaciéon mas abierta y relajada que permite, por un lado, la
interaccion con alta afinidad con el GPCR, y por otro, con clatrina, AP2 y otras
proteinas endociticas que forman una vesicula que termina gemando en un proceso

dependiente de dinamina (Fig 13).
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Figura 13. Activacion y cambio conformacional de ARRB. La unién al GPCR provoca un
cambio conformacional en las ARRBs que permite su activacién. El extremo C-terminal, que se
encuentra plegado sobre el dominio N en estado basal, se libera tras union al GPCR y permite la
adopcion de una conformacién abierta que deja expuestos los dominios de union a clatrina y AP2,

localizados ambos en este extremo C-terminal.

4.4. Funcion de las ARRBs.

Como se ha comentado en apartados anteriores, las ARRBs juegan un papel
fundamental en el proceso de desensibilizacion e internalizacién de los GPCRs. La
activacion del receptor por su agonista provoca el reclutamiento de las ARRBs
desde el citoplasma hasta la membrana plasmatica donde tienen lugar dos procesos
importantes. Por un lado, la unién de la ARRBs al receptor desacopla la proteina G y
provoca un cese de la sefalizacion a través de segundos mensajeros. Por otro lado,
la ARRB actiua como molécula adaptadora para la union de diversas proteinas que
participan en la formacion de vesiculas de endocitosis que retiran el receptor de la

superficie de la célula (Fig. 14).
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Unién de Foforilacién Interaccion Asociacion en vesiculas Fisién dependiente Endocitosis
ligando de GPCR con ARRB rodeadas de clatrina de dinamina
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Figura 14. Esquema general de la desensibilizacion e internalizacion de los GPCRs. (1-
6) Las ARRBs son reclutadas a la membrana plasmatica en respuesta a GPCRs activados y
fosforilados. La union a estos GPCRs provoca la desensibilizacion del receptor y su internalizacion a
través de un mecanismo dependiente de clatrina y AP2. (7-8) La especificidad y estabilidad de la

interaccion ARRB-GPCR clasifica a los receptores en clase A o en clase B.

La afinidad con la que las ARRBs se unen a los receptores fosforilados esta
determinada por el patron de fosforilacion (dependiente de la estructura primaria del
receptor y la fosforilacién por GRKs) de la cola C-terminal de los GPCRs. En funcién
de la especificidad y la estabillidad de la interaccion ARRB-GPCR, los GPCRs se
pueden clasificar en dos tipos distintos °' (Fig. 14).

- Receptores de clase A: (como el receptor adrenérgico 32) establecen

uniones deébiles con las ARRBSs, son internalizados en vesiculas forradas de clatrina
y una vez en el interior de la vesicula se separan de la arrestina y se reciclan
rapidamente a la membrana plasmatica.

- Receptores de clase B: (V2R y AT1aR) se unen mas fuertemente a la

arrestina y no se disocian de ella una vez han internalizado. Los complejos pueden
permanecer asi durante periodos de tiempo relativamente largos antes de ser

mandados a lisosomas o reciclarse lentamente a la membrana plasmatica.
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4.5. Regulacion de la actividad de ARRBs.

Las ARRBs pueden sufrir modificaciones postraduccionales que se producen
normalmente en respuesta a la activacion de los GPCRs. Estas modificaciones son
responsables de la amplia variedad de funciones que se han descrito para ARRB1 y
ARRB2, y destacan por encima del resto los mecanismos de fosforilacion, S-

nitrosilacion, ubiquitinacion y SUMOilacion.

4.5.1. Fosforilacion.

Las ARRBs se encuentran en el citosol como fosfoproteinas que se
desfosforilan tras la estimulacién del receptor adrenérgico 2, o B>-AR, por su

agonista %%,

Ademas, mutaciones en residuos clave muestran que esta
desfosforilacion es importante para la interaccién con clatrina y para la
internalizacion del receptor en vesiculas rodeadas de clatrina. Todo esto hace
pensar que los procesos de fosforilacion/desfosforilacion de las ARRBs constituyen
un mecanismo de regulacién negativa que media su interaccion con proteinas
especificas de endocitosis y modula en Uultima instancia la sefalizacién de los

GPCRs, aunque atin no se conoce el mecanismo exacto de esta desfosforilacion®.

4.5.2. S-Nitrosilacion.

La ARRB2 es S-nitrosilada en el ultimo residuo de su secuencia (Cys410 en
roedores, Cys409 en humanos) por la oxido nitrico sintasa epitelial (eNOS). Esto
favorece su interaccion con clatrina y AP2, en marcado contraste con el efecto
inhibitorio que tiene la S-nitrosilacion en la interaccion entre ARRB2 y eNOS.
Aunque se ha descrito que la S-nitrosilacion de ARRB2 provoca un incremento en la
internalizacion del B>-AR, se desconoce su efecto sobre la sefializacion dependiente
de ARRB .

4.5.3. Ubiquitinacién.
El estado de ubiquitinacion de las ARRB parece determinar las
caracteristicas de interaccién de estas moléculas %. De hecho, esta modificacion

postraduccional aporta nuevas estructuras terciarias a la proteina sustrato,

modificando su conformacién y las interfases de interaccion proteina-proteina ¥’.
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La activacién de los GPCRs promueve la ubiquitinacion de las ARRBs
mediada por la E3-ubiquitina ligasa MDM2 . Ademas, se ha visto que esta
modificacion no es solo necesaria para la internalizacion de los receptores, sino que
también determina la afinidad de la interaccién entre las ARRBs y los GPCRs, de
manera que los receptores de clase A (que establecen uniones débiles con la
ARRBSs) inducen una ubiquitinacion transitoria, mientras que los receptores de clase
B (que establecen uniones mas fuertes) promueven una ubiquitinacidon persistente.

No esta claro, sin embargo, los residuos especificos de lisina que se
ubiquitinan en las ARRBs, siendo posible que varien entre los distintos receptores.
No obstante, si que parece establecida la relacion entre dicha ubiquitinacion, la
estabilidad de estas modificaciones y el destino del complejo internalizado. Prueba
de ello es que cuando se mutan las lisinas 11 y 12 de la ARRB2, el AT1aR pasa de
tener un comportamiento tipico de un receptor de clase B a promover una
ubiquitinacion transitoria de la ARRB2 tipica de los receptores de clase A *.

Mutantes de MDM2 que carecen del dominio catalitico conservan a
capacidad de unir ARRB2, que no se ubiquitina, pero provocan una internalizacion
deficiente del receptor B,-AR. Se desconoce si MC1R activado media la
ubiquitinacion de ARRBs vy, en su caso, cual es la identidad de la(s) E3 ubiquitina

ligasa(s) implicada(s).
4.5.4. SUMOilacion.

Recientemente se ha demostrado que las ARRBs sufren otro tipo de
modificacion postraduccional conocido como SUM®Oilacion. En este proceso se
produce la adicién de SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) a un residuo de lisina de
la proteina aceptora a través de un mecanismo muy parecido a la ubiquitinacion. La
SUMO es una proteina de pequefio tamano relacionada estructuralmente con la
ubiquitina aunque difiere bastante en su secuencia de aminoacidos. La SUMOilacién
de ARRBs se ha relacionado con la regulacién de la endocitosis del B,-AR y se ha
postulado que la adicion de SUMO o ubiquitina a una molécula de ARRB puede
determinar la activacion de distintos efectores funcionales en la regulacion de los
GPCRs ', Nétese que ambas modificaciones se producen sobre el mismo tipo de
residuos, por lo que podrian ser mutuamente excluyentes, al menos en algunos
casos.

Ademas de mediar la desensibilizacién homdloga de los GPCRs, las ARRBs
también son importantes en la transduccion de sefiales, conectando los GPCRs con

diversas vias de senalizacion alternativas como la cascada de sefalizacion de la
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191 o uniendo

superfamilia de las quinasas activadas por mitégenos (MAPKSs)
proteinas como la E3-ubiquitina ligasa MDM2, que regula a su vez factores de
transcripcion como p53 ', En este aspecto, existen diferencias en cuanto al
interactoma de ARRB1 y ARRB2 '®, de manera que si un GPCR demostrara una
preferencia por una de las dos ARRBSs, estaria también sesgado en cuando a las
proteinas de sefalizacion a las que queda conectado. Ademas, ARRB1 es capaz de
traslocarse a nucleo e inducir la transcripcion de varios genes mediante el
reclutamiento de cofactores como p300 que incrementan la acetilacion de histonas
% En resumen, existen multiples evidencias que demuestran que, a pesar de su
elevada homologia estructural y de sus analogias funcionales evidentes, ARRB1 y

ARRB2 poseen caracteristicas propias y diferenciales.

5. MGRN1: PROTEINA ACCESORIA DE LA SENALIZACION POR MCs.

Ademas de los mecanismos generales de regulacion de los GPCRs
comentados anteriormente, el MC1R presenta mecanismos reguladores mucho
menos frecuentes, que son mejor conocidos en el ratén que en el hombre gracias al
estudio de mutaciones con fenotipo de pigmentacion 1% Se ha visto que algunas de
estas mutaciones (como md o mahoganoide) no solo afectan al color del pelo del
ratéon, sino también a su peso corporal, lo cual indica que estos mecanismos se
comparten al menos entre el MC1R y el MC4R.

Estudios genéticos en ratones han permitido identificar varias proteinas
accesorias de la senalizacion a través de MCs. Una de ellas, Mahogunin Ring
Finger-1 (MGRN1, antes conocida como mahogunina) estd implicada en la
regulacion de la sefalizacién por MC1R.

El gen MGRN1 fue identificado por clonacion posicional de mahoganoide,
una mutacion que anula la expresion de MGRN1 y provoca una coloracién oscura
del pelaje del raton '°. El fenotipo de pigmentacion Mahoganoide se caracteriza por
una acumulacion de eumelaninas en la region dorsal, orejas y cola del raton, y
ademas es causa de una neurodegeneracion espongiforme en el ratén adulto ' y
una mortalidad embrionaria y neonatal elevada debida a defectos cardiacos
congénitos '®®. Todo ello sugiere una amplia variedad de acciones bioldgicas de
MGRN1.
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5.1. Isoformas de MGRN1.

El locus MGRN1 esta situado en el brazo corto del cromosoma 16 y consta
de 17 exones. En células de melanoma humano se han descrito cuatro transcritos
distintos resultado de un procesamiento alternativo de los exones 12 y 17. Segun la
longitud de la secuencia codificante del exén 17 los transcritos se nombran como L
(del inglés long), si contienen la version larga del exén, o S (del ingles short), si
contienen la version corta '%°. Atendiendo a la presencia o ausencia del exén 12, que
codifica una secuencia de 19 aminoacidos con una sefial de localizacién nuclear, se
distinguen las formas (+), que contienen el citado exon, y las formas (-), que carecen
de él (Fig- 15).

278 316 356 3'{7
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Figura 15. Estructura del gen MGRN1 e isoformas de MGRN1 humana. Los exones
numerados que forman estos transcritos se destacan en colores alternos gris y azul claro. En azul
oscuro destacamos el exon 12, inexistente en las formas (-) y en color verde el exén, 17 cuya longitud
da nombre a las formas L y S. En rojo se resalta la localizacion del dominio RING finger (exén 10) (ver

texto).

5.2. Mecanismo de actuacion y localizacion subcelular.

Recientemente se ha demostrado que la MGRN1 humana se comporta como
un regulador negativo de la sefalizacién por MC1R y MC4R ', Su expresién
disminuye la acumulacion de AMPc en respuesta a las MCs en células que expresan
dichos receptores. Ademas, se ha visto que esta inhibicién de la sefalizacion no
depende de ubiquitinacion y degradacion de los receptores que resultan incluso
estabilizados en presencia de MGRN1, a pesar de que, tal y como se discutira mas
adelante, MGRN1 posee caracteristicas de E3 ubiquitina ligasa.

Nuestro grupo de investigacién propuso recientemente un mecanismo de
inhibicion de la sefalizacion basado en la competicién entre MGRN1 y la proteina

Gsa por su union al receptor MC1R. De esta manera, la unién de MGRN1 al
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receptor bloquearia la activacién de Gs, lo que finalmente se traduce en una
disminucion de los niveles de AMPc y por tanto de la respuesta celular al estimulo
hormonal "%°.

Las cuatro isoformas de MGRN1 tienen una capacidad similar para inhibir la
sefalizacion del MC1R y MC4R y reducir los niveles de AMPc. Sin embargo, la
localizacion subcelular parece distinta para las formas (+) y para las (-). En ausencia
de receptores de melanocortinas, todas las isoformas de MGRN1 se localizan
preferentemente en el citosol. Por tanto, la secuencia de localizacién nuclear
codificada por el exén 12 y presente en las formas (+) no es plenamente funcional
en ausencia de MCRs. Por el contrario, la coexpresion junto con MC1R o MC4R
conduce a una acumulacion de las formas (+) en el nucleo. No ocurre lo mismo con
las formas MGRN1 (-), que permanecen en el citoplasma en presencia y ausencia

del receptor '°, 0 al menos resultan traslocadas en menor proporcion.

5.3. Funcion de MGRN1.

La proteina codificada por el gen murino (Mgrn1) y su ortélogo humano
(KIAAO544, MGRNT1) contienen, en el exén 10, un dominio RING finger
caracteristico de las E3 ubiquitina ligasas. Se ha demostrado que la mahogunina de

"0 como in vitro '%7. EI

ratbn presenta actividad ubiquitina ligasa tanto in vivo
acronimo RING proviene de sus siglas en ingles "Really Interesting New Gene"y se
trata de un tipo de dedo de zinc que presenta un motivo caracterizado por la
secuencia de aminoacidos C4HC3 (4 cisteinas, 1 histidina y 3 cisteinas) y la
capacidad de unir dos cationes de zinc. Este tipo de enzimas son muy importantes
en la degradacion proteica, ya que muchas proteinas se monoubiquitinan o
poliubiquitinan antes de ser degradadas, ya sea via lisosoma o via proteasoma
111,112.

Se desconocen hasta el momento las funciones especificas que pueden
tener las distintas isoformas de MGRN1 humana en la célula. En concreto, no se
sabe si, al igual que la proteina murina, se comporta como una E3 ligasa y tampoco
se conocen sus posibles sustratos. Los datos existentes y el fenotipo del raton
mahoganoide, en el que la expresibn de Mgrn1 esta anulada, demuestran su
implicacion en la regulacion de procesos como la pigmentacion de la piel, la
neurodegeneracion y la regulacion de la ingesta, homeostasis energética y peso
corporal, pero es necesario descubrir posibles dianas citosélicas y/o nucleares para

seguir avanzando y profundizando en el conocimiento de su fisiologia.
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6. VIA UBIQUITINA-PROTEASOMA.

La ubiquitinacion es una de las modificaciones postraduccionales mas
frecuente y un proceso clave para la regulacién de la degradacién de proteinas por
el proteasoma.

El proteasoma es un complejo proteico presente en el nucleo y el citosol de
todas las células eucariotas, encargado de degradar proteinas que ya no son
necesarias o estan mal plegadas o dafadas. De esta forma se consigue un
mecanismo por el cual las células controlan la concentracion de determinadas
proteinas '"®. También juega un papel esencial en la regulacién del ciclo celular y la
apoptosis "

Para que una proteina se degrade por el proteasoma, debe ser previamente
marcada con ubiquitina, una pequefia proteina de 76 aminoacidos y
aproximadamente 8,4 kDa de peso, altamente conservada en todas las células
eucariotas. El proceso de ubiquitinacion estd mediado por un sistema de tres
enzimas acopladas que actuan de manera secuencial afiadiendo una ubiquitina a un
residuo de lisina mediante un enlace isopeptidico.

En una primera etapa, la enzima E1 o enzima activadora de ubiquitina activa
la ubiquitina: la E1 adenila el extremo C-terminal de la ubiquitina y forma un enlace
tioéster entre este y un residuo de cisteina del centro catalitico de la E1 '">'°. Este
paso requiere la hidrolisis de una molécula de ATP. A continuacion tiene lugar una
etapa de transesterificacion en donde la ubiquitina es transferida desde la E1 a un
residuo de cisteina del centro activo de la segunda enzima, E2 o enzima
conjugadora de ubiquitina. Por ultimo, una tercera enzima, E3 o ubigitina ligasa,
reconoce la proteina especifica que va a ser ubiquitinada y cataliza la transferencia
de la ubiquitina desde la E2 al grupo €e-amino de un residuo de lisina de la proteina

diana, formandose un enlace isopeptidico '’ (Fig. 16).
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Figura 16. Mecanismo general de ubiquitinacion de proteinas.

Existen tres variantes de ubiquitinaciéon descritas: monoubiquitinacion, multi-
monoubiquitinacidn y poliubiquitinacion. Las dos primeras consisten en la adicion de
una unica molécula de ubiquitina a uno o varios residuos de lisina. En la
poliubiquitinacién se forman polimeros de ubiquitina que son afiadidas a un mismo
residuo de Lys de la proteina diana. Esto es posible porque dentro de la propia
secuencia de la ubiquitina hay residuos de lisina susceptibles de ser ubiquitinados,
entre los que destacan Lys48 y Lys63, aunque técnicas con espectroscopia de
masas han determinado que las lisinas de las posiciones 6, 11, 27 y 33 también son
susceptibles de formar enlaces isopeptidicos en diferentes porcentajes 18,

Ademas del marcaje de proteinas para su degradacién por el proteasoma, la
ubiquitinacion también es importante en otros procesos que nada tienen que ver con
la protedlisis del sustrato. Esto ademas parece estar relacionado con el numero de
moléculas de ubiquitina unidas a la proteina diana y con el residuo de lisina
especifico de la molécula de ubiquitina que participa en la formacion de las cadenas
de poliubiquitina. De esta manera la ubiquitinacion del sustrato puede afectar a la
regulacidn de la endocitosis, el remodelado de histonas y la actividad de algunas
quinasas y factores de transcripcion ''2. Otros procesos regulados por ubiquitinacion
son el trafico al lisosoma, el trafico nuclear y la reparacién del ADN. Ademas, la

ubiquitinacion de los GPCRs u otras proteinas de las vias de sefializacion iniciadas
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por estos parece jugar un papel importante en la regulacidén de la sefalizacién e,

aunque al parecer no se trata de un mecanismo general ya que no se han

encontrado evidencias de ubiquitinacién de MC1R '%°.
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OBJETIVOS






De acuerdo con lo expuesto en la Introduccion, la activacion de MC1R, el
principal determinante molecular del fototipo de la piel, estd sometida a una
regulacion compleja. Las proteinas [-arrestina (ARRB) participan en la
desensibilizacion homologa e internalizacion de muchos GPCRs, aunque no esta
caracterizada la funcion de las diferentes isoformas de ARRB expresadas en
melanocitos sobre MC1R activo, ni las consecuencias funcionales de la formacion
de los posibles complejos MC1R-ARRB. Por otro lado, MGRN1 es una proteina
accesoria de la sefalizacion via melanocortinas que compite con la proteina Gs por
su union a MC1R. Aunque se ha descrito una mutacion inactivadora del gen murino
(Mgrn1), denominada mahoganoide, que genera ratones de pelaje oscuro, aun no se

conoce su posible funcion como reguladora de la actividad del MC1R en humanos.
A la vista de estos antecedentes, nos planteamos los siguientes objetivos:
1. Andlisis del efecto diferencial de las isoformas de ARRB (ARRB1 y ARRB2)
sobre la senalizacién de MC1R, tanto en un sistema heterélogo clasico
(células HEK 293T), como en su entorno fisiologico (células de melanoma

humano HBL).

2. Estudio del procesamiento de ARRB1 y ARRB2 inducido por su interaccion
con MC1R.

3. Caracterizacion del posible papel de MGRN1 como E3-ubiquitina ligasa
dependiente de MC1R.

4. Busqueda de posibles dianas de ubiquitinacion de MGRN1 en melanocitos

humanos y murinos.
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MATERIALES Y METODOS






1. REACTIVOS Y MATERIALES.

Los reactivos utilizados en este trabajo fueron de grado analitico. Las
disoluciones se prepararon con agua bidestilada tratada con un sistema de
desionizacion MilliQ-Plus de Water-Millipore, hasta alcanzar una resistividad final de
18.2 MQ.cm.

Cada una de estas empresas suministré los siguientes materiales, reactivos
o kits:

Ambion (Austin, TX, USA): ARN de interferencia (ARRB1 y ARRB2).

AppliChem GMBH (Darmstad, Alemania): fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF), acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y dodecil sulfato sddico (SDS).

Bio-Rad (Richmond, VA, USA): acrilamida, bisacrilamida, persulfato
amonico, TEMED, Tween 20, Extra Thick Blot Paper Protean XL Size.

Dako Corporation (Carpinteria, USA): medio de montaje de
inmunofluorescencia.

Fermentas (Barcelona, Espafia): estandares de peso molecular de ADN,
EcoTaq DNA polimerasa y endonucleasas de restriccion.

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA): Lipofectamina 2000, Library Efficiency
DH5a, DNA ligasa, Alexa 568-AntiRabbit conjugate, Alexa 568-AntiMouse conjugate,
pcDNA3.1 y SuperScript First-Strand Synthessis System for RT-PCR.

Merck (Darmstadt, Alemania): isopropanol y acido acético.

Millipore (Billerica, MA, USA): Immobilon-Ny+ Blotting Membrane.

Pronadisa (Madrid, Espafa): Agarosa, medio LB agar, medio SOB.

Qiagen (Hilden, Alemania): RNeasy Mini Kit.

R&D Systems (Minneapolis, MN, USA): Parameter cAMP Assay.

Scharlab (Barcelona, Espafia): Tris, glicina

Santa Cruz Biotechnology (Sta Cruz, CA, USA): anti-ratén Ig conjugado
con peroxidasa, antiERK2 policlonal y otros anticuerpos, siARN de interferencia
(MC1R).

Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA): Igepal CA-630, albumina de suero
bovino (BSA), acido bicinconinico, ampicilina, kanamicina, p-formaldehido, pB-
mercaptoetanol, monoclonal AntiHA-peroxidase antibody, monoclonal AntiFlag M2-
peroxidase antibody, antiFLAG M2 monoclonal antibody, anti-B-tubulin Il antibody,
GenElute HP Plasmid Maxiprep Kit, GenElute HP Plasmid Miniprep Kit,

iodoacetamida, N-etilmaleimida.

57



Stratagene (La Jolla, CA, USA): QuikChange Il XL Site-Directed
Mutagenesis Kit.

TPP (Trasadingen, Suiza): material de plastico utilizado en los cultivos
celulares.

Los productos no descritos aqui, se especifican en los apartados
correspondientes y la composicién de tampones que no se detallan en esta seccion

y que se subrayan en el texto, se encuentra recogida en el Apéndice I.

2. LINEAS, CULTIVOS CELULARES Y OBTENCION DE EXTRACTOS.

2.1. Lineas y cultivos celulares.

Los medios de cultivo empleados fueron OptiMEM, DMEM-GlutaMAX™ y
RPMI-GlutaMAX™. Los medios, el suero bovino fetal (SBF), tripsina/EDTA y los
antibidticos penicilina y estreptomicina fueron suministrados por Gibco BRL-Life
Technologies (Gaithersburg, USA). El antibiético geneticina G418 fue suministrado
por Calbiochem (Darmstad, Alemania).

Las lineas celulares empleadas durante este tesis doctoral fueron: células
embrionarias humanas HEK 293T, proporcionadas por la Secciéon de Cultivo de
Tejidos del Servicio de Apoyo a la Investigacion (SAl, Universidad de Murcia);
células de melanoma humano HBL, procedentes del laboratorio del Profesor G.
Ghanem (LOCE, Bruselas, Bélgica); y melanocitos de ratéon melan a6 y md1, del
laboratorio de la Dra. D. Bennett (St George's University of London, Reino Unido).

Los cultivos celulares se realizaron en distintos tipos de botellas o placas
segun lo mas idéneo en cada experimento. Las células HEK 293T y HBL se
cultivaron en medio MEM modificado por Dulbecco con GlutaMAX™, suplementado
con un 10% de SBF, 100 U/ml de penicilina y 100 U/ml de sulfato de estreptomicina.
Las células melan a6 y md1 se cultivaron en medio RPMI con GlutaMAX™,
suplementado con un 10% de SBF, 200 nM de TPA, 100 U/ml de penicilina y 100
U/ml de sulfato de estreptomicina. El crecimiento de las células tuvo lugar en un
incubador ThermoQuest (Forma Scientific, Marietta, OH, USA) a una temperatura
constante de 37 °C y en una atmésfera saturada de humedad con un 5% de CO,
para las células HEK 293T y HBL y un 10% de CO, para las células melan a6 y md1.

De manera rutinaria el cultivo celular se mantuvo sembrando una densidad

inicial de aproximadamente 5 x 10° células por botella de 75 cm?, en 10 ml de medio
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de cultivo adecuado a cada linea celular. El cultivo se mantuvo hasta llegar a un
80% de confluencia, lo cual tenia lugar al cabo de 2 o 3 dias. Para recoger las
células primero se lavaron con tampoén fosfato salino estéril, PBS (NaCl 137 mM,
KCI 2.7 mM, Na,HPO, 10 mM, KH,PO, 1mM, pH 7.2) y posteriormente se
despegaron con un tratamiento de tripsina/EDTA (0.5% tripsina, 0.2% EDTA en
PBS) de 3 min. Las células HEK 293T no requirieron este tratamiento con tripsina.

Por ultimo se centrifugaron a 2000g durante 5 min.

2.2. Obtencion de extractos celulares.

Para la extraccién proteica, se siguieron dos procedimientos distintos en
funcion de las proteinas que se deseaban detectar:

1. Para la extraccién y posterior analisis por transferencia Western de
proteinas fosforiladas, las células se lavaron con PBS y se resuspendieron con
tampén de solubilizacion celular I, que contiene PMSF 100ng/ml, 1% de Igepal y 1%
de inhibidores de fosfatasas (imidazol 200mM, NaF 100 mM, molibdato de sodio 115
mM, o-vanadato de sodio 100 mM vy tartrato de sodio dihidratado 400 mM)

(Calbiochem) en PBS. A continuacién, se centrifugaron a 13000rpm durante 30

minutos a 4° C en una centrifuga Eppendorf. Los sobrenadantes se recogieron para
determinar el contenido total de proteina mediante el kit del acido bicinconinico,
segun las instrucciones del fabricante. Como patron para obtener la recta de
calibrado se utilizé BSA.

2. Para la extraccion y posterior deteccion de proteinas en presencia de
MC1R, las células se lavaron primero con PBS frio y se despegaron posteriormente
con un tratamiento de tripsina/EDTA de 5 minutos, y se centrifugaron a 2000 rpm a
4° C durante 5 minutos. Una vez aspirado el sobrenadante, se solubilizaron en
tampén de solubilizacién celular 1l (50 mM Tris-HCI pH 8, 1% Igepal, 1mM EDTA, 0.1

mM PMSF), suplementado con iodoacetamida 10 mM y N-etilmaleimida 10 mM. La

iodoacetamida carboximetila grupos sulfhidrilo de los residuos de cisteina e impide
la formacion de agregados que alteren el proceso de separacion electroforética, la
N-etilmaleimida es un agente protector de tioles que bloquea la actividad de
isopeptidasas y enzimas deubiquitinantes. Tras la resuspensién, las muestras se
incubaron con agitacion vigorosa en oscuridad, a 4° C durante 1h. A continuacion, se
centrifugaron en una centrifuga Eppendorf (30 min a 4° C). Se recogieron los
sobrenadantes y se procedié a la cuantificacién de la proteina total como se ha

descrito anteriormente.
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3. TRANSFECCIONES TRANSITORIAS Y ESTABLES.

3.1. Transfeccion transitoria de ADN plasmidico.

Para las transfecciones transitorias se utilizé el reactivo Lipofectamina™ 2000
(Invitrogen, Carlsbad, CA) a una concentracion de 1 mg/ml. En todos los casos, la
lipofectamina y el ADN se diluyeron antes de la formaciéon de los complejos
lipofectamina-ADN en medio OptiMEM reducido en suero para aumentar la
eficiencia de transfeccion.

Las células se cultivaron en placas de 6, 12 o 24 pocillos, segun las
necesidades. Cuando las células alcanzan una confluencia del 85-90% se procede a
la transfeccion. EI ADN vy la lipofectamina se diluyen por separado (concentraciones
en tabla 1) en optiMEM

ambiente. Transcurrido este periodo, del ADN diluido se mezcla con la lipofectamina

reducido en suero durante 10 minutos a temperatura

diluida y se incuban durante 20 minutos como maximo, a temperatura ambiente para
permitir que se formen los complejos ADN-Lipofectamina 2000. A continuacion se
afiade DMEM suplementado con 10% de SBF hasta el volumen final que figura en la
tabla 1. No se afiaden antibiéticos durante la transfeccién. Transcurridas 6 horas, el
medio es sustituido por DMEM-GlutaMAX™ suplementado con 10% de SBF,
100U/ml de penicilina y 100 pg/ml de sulfato de estreptomicina. Las células se
procesan entre 24 y 48h después de la transfeccion. Para células melan a6 y md1,
la transfeccion se realizé en todo momento usando optiMEM reducido en suero y la

cantidad de ADN vy lipofectamina 2000 se recoge en la tabla 2.

Tamaiio de placa

ADN plasmidico

Lipofectamina 2000

Volumen final

6 pocillos 0,6 ug 1,5 ul 800 ul
12 pocillos 0,3 ug 1l 400 pl
24 pocillos 0,15 ug 0,75 pl 350 pl

Tabla 1. Cantidades de ADN y Lipofectamina 2000 utilizadas segun el tamafio de placa

para las transfecciones transitorias en células HEK 293T y HBL.

Tamaiio de placa

ADN plasmidico

Lipofectamina 2000

Volumen final

6 pocillos 1 ug 2 ul 800 ul
12 pocillos 0,5 ug 1.5 pl 400 pl
24 pocillos 0,3 ug 1l 350 pl
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Tabla 2. Cantidades de ADN y Lipofectamina 2000 utilizadas segun el tamafio de placa

para las transfecciones transitorias en células melan a6 y md1.




3.2. Transfeccion transitoria de ARN pequeiio de interferencia.

Para el silenciamiento de la expresion de genes se realizaron ensayos de
interferencia de ARN por transfeccion transitoria con ARN pequefios de interferencia
(siARN) procedentes de Santa Cruz Biotechnology y Ambion. Los siARNs son
moléculas de ARN de 20-25 nucledtidos de longitud, que silencian genes
promoviendo la hidrolisis de ARNm cuyas secuencias son exactamente
complementarias. Cada molécula de siARN es incorporada a un complejo
multiproteico conocido como RISC (RNA-Induced Silencing Complex), que separa
las dos hebras de la molecula de siARN, quedandose una de ellas incorporada en el
complejo. Esta hebra es usada como molde para reconocer a la molécula de ARNm
lo que, posteriormente conduce a su degradacion por RISC.

La transfeccién transitoria de los siARNs se realizé siguiendo el protocolo
descrito en el apartado anterior. Los siARN de la casa comercial Ambion se
utilizaron a una concentracion final de 60 nM/pocillo, mientras que los de Sta Cruz
se emplearon a una concentracion de 10 uM (tabla 3). Se diluyeron por separado el
siARN y la Lipofectamina 2000 en OptiMEM reducido en suero y se incubd a
temperatura ambiente durante 10 minutos. El procedimiento continia segun se ha
detallado en el protocolo 3.1 pero las células se procesan 48 horas despueés de la
transfecciéon. Como control negativo, se utilizé una mezcla de secuencias de ARN

gue no conduce a degradacion especifica de ningin ARNm celular conocido.

. RNA de . Casa_ ARNmMm silenciado
interferencia comercial

siARN ARRB1 Ambion Variante de ARRB: ARRB1

siARN ARRB2 Ambion Variante de ARRB: ARRB2

SIARN control Ambion Ambion Control utilizado para los siARN de ARRB1

y ARRB2.
siARN MC1R Sta Cruz Receptor MC1R
siARN control A Sta Cruz Control utilizado para el siARN de MC1R

Tabla 3. ARN de interferencia utilizado y proteinas silenciadas. Nombre del siARN, cantidad de siARN

por pocillo de 12 y proteina silenciada por cada uno de ellos

3.3. Transfeccion estable en células HBL.

Los experimentos de transfeccion estable se llevaron a cabo en las células

HBL con unas construcciones de ARRB marcadas con el epitopo FLAG en el
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extremo N-terminal contenidas en el vector de expresion pcDNA3.1. Para ello se
utilizaron placas de 10 cm de diametro. Cuando las células se encontraban
confluentes a un 80% se afadieron 10 ug de ADN plasmidico y 60 ul del reactivo de
transfeccién Superfect (Qiagen). El plasmido pcDNA3.1 expresa un marcador de
seleccion que consiste en un gen que codifica una proteina que confiere resistencia
al antibiético geneticina, también conocido como G418. Una vez incubadas las
células con la mezcla de transfeccion durante 3 horas, se recuperaron durante 48
horas con medio completo fresco. Pasado este tiempo se volvieron a sembrar en
nuevas placas de 10 cm a una dilucion 1:10 con medio suplementado con G418 a
una concentracion final de 800 ug/ml. El medio se cambi6 cada dos dias por medio
fresco con G418 hasta que se pudieron aislar clones individuales resistentes al
antibiéticos. Estos clones fueron recogidos, sembrados en pocillos individuales y

amplificados, siempre en presencia de medio suplementado G418.

4. ELECTROFORESIS ANALITICA DE PROTEINAS (SDS-PAGE).

Una vez solubilizadas las células como se ha descrito en el apartado 2.2 y
cuantificada la cantidad de proteina total, las muestras fueron diluidas en tampén de
electroforesis de proteinas 4X (250 mM Tris pH 6.8, 8% SDS, 20% glicerol, 0.08%
azul de bromophenol, 3.2 M B-mercaptoetanol). La electroforesis se realizé en un gel
de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) mediante el sistema
discontinuo descrito por Laemmli con algunas modificaciones, con una cubeta Mini
Protean Il o lll y una fuente de alimentacién 3000 Xi, ambos de BioRad.

El gel hacinador, de aproximadamente 1 cm de altura, se preparé a una
concentracion final de acrilamida-bisacrilamida del 3%. El gel separador, de
aproximadamente 6 cm de altura y 0.75 cm de grosor, se preparé6 a una
concentracion final de acrilamida-bisacrilamida del 10%. Los geles polimerizan por la
accion del TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletildiamina) y del persulfato aménico sobre
una disolucion de acrilamida y bisacrilamida. El volumen maximo de muestra
aplicado en cada calle fue de 30 pl, con una cantidad de proteina celular
comprendida entre 8 y 30 pg. A continuacién se procedid a la electroforesis usando

un tampén de recorrido disociante. La intensidad de corriente aplicada fue de 15

mA/gel hasta que el frente de la muestra entré en el gel separador y posteriormente
de 25 mA/gel. Una vez que el frente salié del gel separador se detuvo la corriente, y
se procedid a la deteccion inmunoquimica mediante transferencia Western de las

proteinas separadas por peso molecular.
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5. TRANSFERENCIA WESTERN.

La presencia y cantidad de determinadas proteinas en los extractos celulares
se analizé mediante transferencia Western utilizando anticuerpos especificos (tabla
4). Una vez finalizada la electroforesis en condiciones reductoras, el gel fue

incubado en tampodn de transferencia durante 5 min y transferido a una membrana

de PVDF (Immobilon-P) de 0.45 ym de tamafio de poro (Millipore), previamente
tratada segun las instrucciones de la casa proveedora. Para ello utilizamos una
unidad de electrotransferencia semi-seca de Bio-Rad. Tras 1 h de transferencia a 22
V (que corresponde con un descenso en la intensidad de corriente de 0.12 A/gel a
0.04 A/gel), la membrana se bloqued durante 1 h a temperatura ambiente en
agitacion orbital suave (50 rpm), con el mismo tampén empleado en la etapa
posterior de union del anticuerpo, pero desprovisto de este ultimo. Los tampones de
unidon empleados se especifican en la Tabla 3. Posteriormente, se incubd durante
toda la noche a 4°C en agitacién orbital suave con el anticuerpo primario en el
tampon de union mas idoneo. Finalizada la incubacion, se realizaron cinco lavados
de 10 min en agitacion vigorosa (100 rpm) con tampén de lavado adecuado vy,
cuando fue necesario, se procedié a la incubacién con el anticuerpo secundario
durante 1 h a temperatura ambiente y agitacién orbital suave (50 rpm), utilizando el
mismo tampén de unidén que en la incubacién anterior (Tabla 4). La membrana fue
lavada de nuevo 5 veces antes de proceder a su revelado.

Para la deteccion de proteinas especificas se empleé el método de
quimioluminiscencia mejorada o aumentada con el reactivo Pierce ECL Plus
Western Substrate (Thermo Scientific) y la emision se registré en un sistema de
adquisicion de imagenes Chemi-Smart 3000 en condiciones no saturantes. La
cuantificacion se realizé con el programa Imaged (National Institutes of Health,
Bethesda, MA, USA).

La homogeneidad de la carga total de proteinas en las distintas calles del gel
se comprobd mediante la incubacion de la membrana con el anticuerpo antiERK2,
que se une especificamente a la MAP quinasa ERK2. Para ello se realizd un
proceso conocido como “stripping”, que consiste en un lavado de 10 min con NaOH
0.5 M seguido de otro lavado de 10 minutos con agua destilada, ambos en agitacion
vigorosa. Con esto se consigue despegar de la membrana los anticuerpos primario y
secundario utilizados anteriormente. A continuacion, se realiza un lavado con TGS-
Tween y se bloquea de nuevo la membrana con BSA al 2% en TGS-Tween20
durante 1 hora a temperatura ambiente y agitacidén orbital suave. Posteriormente se

incuba la membrana con a-ERK2 en tampén de bloqueo (dilucion 1:7500) durante
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toda la noche a 4°C en agitacion. El tratamiento continia lavando 5 veces la
membrana con TGS-Tween20 y se incuba con el anticuerpo secundario anti-lgG de
conejo conjugado con peroxidasa (diluciéon 1:10000) diluido en TGS-Tween20 con
BSA al 2%, durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras otros 5 lavados, se
procede al revelado, tal y como se ha indicado anteriormente.

La intensidad de las bandas correspondientes a la proteina de interés, se
corrigi6 por diferencia con el obtenido para el fondo y los resultados de
cuantificacién se normalizaron dividiendo el valor para la proteina diana entre el
obtenido para ERK2.

Ant!cuen_'po Dilucién Tampon de Bloqueo Antlcuerp.o Dilucion
Primario Secundario
a-ARRB1 _ o a-ratén )
iosciences - a Cruz
(BD Biosci ) 1:5000 2% BSA en TBST (Sta Cruz) 1:10000
a-ARRB2 _ o a-conejo )
(Cell Signaling) 1:5000 2% BSA en TBST (Millipore) 1:10000
a-CREB1 _ o a-conejo ]
(Sta Cruz) 1:5000 2% BSA en TBST (Millipore) 1:10000
aERK2 _ o a-conejo )
(Sta Cruz) 1:7500 2% BSA en TBST (Millipore) 1:10000
a-pERK1/2 _ o a-conejo ]
(Sta Cruz) 1:5000 2% BSA en TBST (Millipore) 1:10000
a-FLAG-HRP 1-5000 | 5% leche en PBS-Tween ] )
(Sigma-Aldrich) ' 0.1%
0 -
a-HA-HRP 1:5000 | °% leche en fBS Tween i i
0.1%
a-MGRN1 _ o a-ratén )
(Oigene) 1:2000 2% BSA en TBST (Sta Cruz) 1:10000
a-Myc _ o a-conejo )
(Sigma-Aldrich) 1:5000 2% BSA en TBST (Millipore) 1:10000
) 5% leche en PBS-Tween a-conejo )
a-PEP7h 1:10000 0.1% (Millipore) 1:10000
a-TUBB3 _ o a-conejo )
(Sigma-Aldrich) 1:5000 2% BSA en TBST (Millipore) 1:10000
a-Ub _ o a-raton )
(Sigma-Aldrich) 1:1000 2% BSA en TBST (Sta Cruz) 1:10000

Tabla 4. Anticuerpos utilizados en la deteccion de proteinas mediante transferencia Western.

Se especifica para cada anticuerpo la casa comercial, el tampdn utilizado en el bloqueo de la
membrana, que coincide con el tampdén de union del anticuerpo eliminando la leche, la dilucién

utilizada, el anticuerpo secundario (si es necesario) y la diluciéon empleada.
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6. INMUNOPRECIPITACION.

Para los experimentos de inmunoprecipitacién se utilizaron aproximadamente
2x10° células que se lavaron dos veces con PBS y se lisaron en 200 pl de tampdn

de solubilizacién a 4° C. Se llevaron a cabo dos tipos de inmunoprecipitacion: una de

ellas con proteina G unida a microparticulas magnéticas y otra con proteina G-
agarosa:

1. Con proteina G-magnética: las particulas se equilibraron con tampén de
solubilizacién y se llevé a cabo un pre-aclarado incubando los 200 pl del lisado con
30ul de proteina G unida a microparticulas magnéticas (MicroMACS Protein G
MicroBeads, Miltenyi Biotec) durante 1 hora en camara fria y en agitacion orbital.
Tras el pre-aclarado el sobrenadante se separdé de la proteina G aplicando una
fuerza magnética a través de columnas MACS Separation Columns (Miltenyi Biotec)
siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacién un volumen aproximado de
100-200 pl de cada muestra se incub6 durante 1 hora en agitacion orbital a 4° C con
1 ug de anticuerpo purificado y 50 pl de MicroMACS Protein G MicroBeads. Tras
esta incubacién, se llevd a cabo la separacion en las columnas MACS Separation
Columns empleando el yMACS Separator (Miltenyi Biotec). Para ello, se deposito la
muestra en la columna y, una vez eluida completamente, se realizaron 5 lavados

con 200 pl de tampon de solubilizacion. Tras los lavados se depositaron 20 pl de

tampdén de carga de electroforesis con B-mercaptoetanol previamente calentado a

95° C, y se incub6 5 minutos en las columnas. Finalmente, se afadieron 50 pl del
mismo tampdn de carga precalentado y se recogié todo el eluido en un tubo limpio.
Esta muestra se analizé por SDS-PAGE o se congelé a -20° C hasta su uso.

2. Con proteina G-agarosa: esta proteina G-agarosa, proporcionada por
Sigma-Aldrich, viene unida covalentemente a un anticuerpo monoclonal antiFLAG
(EZview™ Red AntiFLAG M2 agarose affinity gel) o antiHA (EZview™ Red Anti-HA
Affinity Gel) y permite por tanto inmunoprecipitar proteinas que contengan uno de
estos epitopos. La suspension de proteina G-agarosa se equilibré con tampén de
solubilizaciéon y se incub6é con PBS-BSA 2% durante 1 hora a 4° C en agitacién
orbital para bloquear los sitios de union inespecifica. Tras el bloqueo, la proteina G-
agarosa se centrifugd a 10000 rpm durante 5 minutos y se descartd el
sobrenadante. A continuacién se incub6 el lisado celular con 25 ul de proteina G-
agarosa bloqueada durante 1 hora a 4° C en agitacion orbital. Tras la incubacion se
centrifugd la mezcla durante 30 segundos a 14000 rpm, se descarto el sobrenadante
y el precipitado se lavd 5 veces con 500 pl de tampon de solubilizacion,

suplementado con 300mM NaCl y 0.1% de Tween20. Tras el ultimo lavado se
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eliminé cuidadosamente todo el sobrenadante y se procedid a la elucion. Se
afnadieron 25 pl de tampdn de electroforesis 2X (con B-mercaptoetanol) y se incubd
a 95° C (50° C si esta presente el MC1R) durante 5 minutos. Finalmente, se
centrifugd 30 segundos a 140000 rpm y se recogieron 20 pl del sobrenadante. La
muestra inmunoprecipitada se analizé por SDS-PAGE o se congel6 a -20° C hasta

Su uso.

7. ENSAYO DE ACOPLAMIENTO FUNCIONAL.

La unién del agonista a-MSH al MC1R provoca la activacion de la proteina
Gs, que a su vez estimula la adenilato ciclasa. El resultado es un aumento en los
niveles intracelulares de AMPc, que actua como segundo mensajero. Por tanto, para
analizar el acoplamiento funcional del MC1R, se usé el siguiente método de

cuantificacion del nivel de AMPc intracelular.

7.1. Estimulacién y extraccion de AMPc.

Se sembrd un numero equivalente de células en placas de 12 pocillos. Para
cada experimento, como minimo, se sembraron pocillos por duplicado y dos pocillos
paralelos para determinar la proteina total. Cuando las células se encontraban a un
80-90 % de confluencia o 16 horas después de realizar una transfeccion transitoria,
fueron privadas de suero al menos durante 3 horas previas a la estimulacién.

La estimulacion se realizé con NDP-MSH a una concentracioén final en pocillo
de 10”7 M (a partir de un stock de una concentracion 10> M en HCI 0.1N) y se incubé
a 37° C en atmoésfera saturada de humedad y con un 5% de CO,, durante 30 min,
tiempo en el que se observa el maximo de producciéon de AMPc.

Una vez terminado el tiempo de estimulacion se aspiroé el medio y los pocillos
fueron lavados con 0.5 ml de PBS a 4° C. Para liberar el AMPc intracelular al medio
se retird el PBS de los pocillos y se anadieron 200 pl de HCI previamente calentado
a 70° C. El choque térmico y el HCI hipotonico permiten la lisis celular y la liberacion
del AMPc a la vez que inactivan las fosfodiesterasas. Cada pocillo se recogié en
tubos eppendorf y estos fueron liofilizados durante aproximadamente 2 horas en un
liofilizador Speed-Vac Concentrador, SVC100H, Savant. Los precipitados obtenidos
se lavaron con 100 yl de agua bidestilada y se secaron durante 30 minutos para

eliminar el HCI restante. Finalmente, cada muestra se disolvié en tampodn de lisis en
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un volumen adecuado segun los niveles de AMPc que se espera obtener. El tampdn

fue proporcionado por el kit utilizado para la cuantificacion.

7.2 Ensayo de AMPc.

La cuantificacion del AMPc se realiz6 mediante el kit comercial Parameter
cAMP Assay de R&D Systems. Este ensayo se basa en la competicion entre el
AMPc no marcado presente en las muestras a cuantificar y una cantidad fija de
AMPc conjugado con peroxidasa (APMc-HRP) por su unién a un anticuerpo primario
especifico para AMPc fijado en la superficie de una placa de 96 pocillos donde se
realiza el ensayo. De este modo, la cantidad de producto quimioluminiscente
formado tras la adicién del sustrato de la peroxidasa es inversamente proporcional a
la cantidad de AMPc no marcado presente en la muestra. En paralelo al tratamiento
de nuestras muestras, realizamos una recta patron con AMPc de concentraciones
conocidas que nos permite posteriormente extrapolar los valores de lectura de las
muestras a cantidad de AMPc.

En primer lugar, se afiadieron 50 pl del anticuerpo primario a todos los
pocillos de la placa, excepto a dos de ellos donde se determiné la unién inespecifica
(NSB). Tras 1 hora a temperatura ambiente y en agitacién vigorosa (200 rpm) se
lavé la placa 5 veces con 300 ul de tampén de lavado (proporcionado por el kit) y se
afadieron 100 pl de la muestra diluida. Para la recta de calibrado se prepararon, por
duplicado, pocillos con 0, 0.75, 1.5, 3, 6, 12 y 24 pmoles de AMPc, a partir de un
stock de 2400 pmoles del kit. A los pocillos NSB se les afiadiéo 100 pl de tampén de
lisis. A continuacién, se adicioné a todos los pocillos 50 ul de AMPc conjugado con
peroxidasa. La placa, con un volumen final de 150 ul por pocillo, se incubd durante 2
horas en agitaciéon vigorosa (200 rpm). Al finalizar la incubacién, se lavé la placa 5
veces con 300 ul de tampdn de lavado y se adicioné a cada pocillo 200 ul del
sustrato proporcionado. Tras 30 minutos de incubacién en oscuridad, la reaccion se
par6é con 100 pl de una solucién de stop y se determiné la cantidad de producto
quimioluminiscente midiendo la absorbancia a 450 nm en un lector de ELISA
ELx800 de BioTek.

Las medidas de absorbancia fueron convertidas a picomoles/ug proteina
mediante el programa GraphPrism (San Diego, CA, USA), teniendo en cuenta las

diluciones realizadas y la cantidad de proteina de los pocillos.
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8. ENSAYO DE UNION HORMONA-RECEPTOR E INTERNALIZACION.

Para medir el porcentaje de receptor internalizado en presencia de ligando,
se realizaron ensayos de unién a radioligando utilizando una mezcla isotopica de
['"®IINDP-MSH con una concentracion 10"° M y NDP-MSH con una concentracion
10 M. Tras incubar las células (privadas de suero al menos 3 horas), con la mezcla
durante 90 minutos, se lavaron 2 veces con DMEM y 2 veces con la solucion de
lavado acido a 4° C. Los lavados acidos liberan el ligando unido al receptor en la
membrana plasmatica sin lisar las células, por lo que la radiactividad asociada a
estos lavados es indicativa del receptor presente en la superficie celular, no
internalizado. Los lavados se recogieron y se midié su radiactividad. Después, se
recogieron las células con tripsina, y se conto la radiactividad asociada. La unién
total de radioligando es la suma de las cpm asociadas a los lavados acidos y las
cpm asociadas al lisado celular, mientras que el indice de internalizacién es el
porcentaje de radiactividad interna (tratamiento con tripsina), respecto a las cpm

totales.

9. EXTRACCION Y PURIFICACION DE ARN.

Para la extraccion del ARN total, se utilizé el kit comercial RNeasy Mini Kit de
Qiagen, partiendo de aproximadamente 10° células. Las células se lavaron con PBS
frio y, a continuacién, se afiadieron 350 pl de Buffer RLT, un tampdén con
isotiocianato de guanidinio que permite simultaneamente la lisis celular y la
inactivacion de las RNAsas enddgenas. Para homogeneizar la muestra se hizo
pasar el lisado a través de una jeringuilla de 20G (0.9 mm de diametro) al menos 5
veces. A continuacion se afadié un volumen igual al lisado de etanol al 70% y la
mezcla se colocd sobre un filtro proporcionado por el kit que se centrifugd a
10000rpm durante 15 segundos. Tras descartar el sobrenadante, se realizaron
lavados sucesivos del filtro a 10000rpm durante 15 segundos vy, finalmente, se
recuperé el ARN mediante agua libre de RNAsa (proporcionada por el Kkit)
precalentada a 95° C.

Para la cuantificacién de la concentracién de AR; se realiz6 la lectura de la
absorbancia a 260 nm mediante un espectrofotémetro Nanodrop 2000c de Thermo
Scientific. La pureza del ARN se determin6 mediante la relacidon entre las

absorbancias a 260 nm y 280 nm.
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10. SINTESIS DE ADNc.

La sintesis de ADNc se realizé a partir de ARN total purificado segun el
protocolo descrito en el apartado anterior, mediante el kit SuperScript™ Il First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen), partiendo de aproximadamente 2
pg de ARN. El procedimiento consistié en una primera etapa de desnaturalizacién
del ARN molde, durante 5 minutos a 65° C en presencia de oligo(dT)2.1s Y dNTPs. A
continuacion, la muestra de enfrié lentamente y se incubd en hielo durante al menos
1 minuto. Se anadié el volumen adecuado de tampén de la retrotranscriptasa, DTT,
MgCI2 y RNaseOUT™ (a las concentraciones recomendadas por el fabricante). Las
muestras se incubaron a 42° C, 2 minutos y, posteriormente, se anadieron 2 ul de la
enzima SuperScript Il Retrotranscriptasa. La reaccién de sintesis de ADNc se llevo
a cabo a 42° C durante 50 minutos y se termind incubando las muestras a 70° C, 15
minutos. Para eliminar el ARN restante, las muestras se incubaron con 1 ul de
RNase H a 37° C durante 20 minutos.

11. PCR A TIEMPO REAL (qPCR).

El analisis de expresion génica mediante PCR a tiempo real o PCR
cuantitativa (QPCR) se realizé con ADNc obtenido con el procedimiento descrito en
el apartado anterior. Los cebadores se disenaron para amplificar secuencias de
entre 50 y 150 pb, situadas entre dos exones para evitar la amplificacion de un
posible ADN gendmico contaminante. El contenido G+C total de estos cebadores fue
de 40-60% y la temperatura de annealing de 58-60° C. Ademas, se evitd la
presencia de mas de dos bases G o C en los cinco ultimos nucleétidos del extremo
3’. La secuencia exacta de los primers utilizados durante esta memoria se detalla en
la tabla 5.

La amplificacion por PCR a tiempo real se realizé en placas de 96 pocillos en
un equipo 7500 Fast Real Time PCR de Applied Biosystem (Warrington, Reino
Unido). En cada pocillo se afiadié 10 yl de SYBR Green PCR Master MIx, 1 pl de
ADNc, 2 ul de mezcla de cebadores 0.5 pM y 7 pl de agua libre de nucleasas
(volumen total 20 pl). El protocolo de amplificacion usado para la PCR fue el
siguiente:

* 1 ciclo: 10 min/95° C

* 40 ciclos: 15 seg/95° C y 1min/60° C
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La recogida de los datos de fluorescencia se realizé en cada ciclo y el
analisis de estos datos se efectué con la aplicacion 7500 SDS Software de Applied
Biosystem. La cuantificacion de la expresion génica se realizé mediante el calculo
del ciclo de corte (Ct) para un umbral de fluorescencia dentro de la fase exponencial
y su relacién con el Ct de un gen control (Mapk1 y RIp53). Para descartar posibles
amplificaciones multiples con las parejas de cebadores se realizé una curva de
disociacion. La existencia de un solo pico en esta curva excluyo la posibilidad de dos

productos de amplificacion (curva de melting o melt curve).

Nombre Secuencia (5’ 2> 3’)
Fw: GTCGTCCAGTCCAGTTTCCCTAT
Mgrn1 Rv: TGCGTCTTCTTTGTACCTCACAAG
Fw: TTGATGCCTATGGAGAGACAGATG
Creb5 Rv: CTTCAGTCTCATTTTGGCTTCTGA
Fw: GTGGTCGTCACGCTGTGGTA
Cdkeé Rv: AAAGAGGCTTTCTGCGAAACAT
Fw: CAAATATAGTCAGCCTGCAGGATGT
Cdk1 Rv: TGGTGTAAGTAACTCTTAACGAGTGAAGA
. Fw: GGAGCTGCTGCAAATGGAA
Ciclina D1 Rv: TGCGGATGGTCTGCTTGTT
Fw: TCCAGATAGCTCAGCTTTTAGATCTG
Ciclina E1
Rv: CCCATTCCAAACCTGAAGCTT
L Fw: ATGGCAGTTTTGAATCACCACAT
Ciclina A2 Rv: TTTACATTTAACCTCCATTTCCCTAAG
Fw: CCCAGCGCTACATCGATAGC
Tofb2 Rv: AGGTTCCTGTCTTTGTGGTGAAG
Fw: GCTGACTCCAAAGCTCTGGATT
Mapk1 Rv: TCAGCAATGGGCTCATCACTT
Fw: AAGCTCTCCAAGATACGAGTCGTT
RpI35 Rv: TATTTCTTGCCCTTGTAGAATTTCCT

Tabla 5. Cebadores de qPCR utilizados para la realizacion de la PCR a tiempo real o cuantitativa.

Para descartar que las diferencias en la expresion génica sean debidas a
diferencias en las eficiencias de hibridacion entre los oligonucledétidos y la secuencia
diana, se realizd un calculo de la eficiencia de los cebadores mediante diluciones
seriadas de la muestra. La pendiente de la recta que resulta de representar
Ct/dilucién utilizada corresponde a la eficiencia de la hibridacion del cebador. A

continuacion se muestran las eficiencias de los cebadores empleados:
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12. OBTENCION DE MUTANTES POR MUTAGENESIS DIRIGIDA.

Para realizar mutaciones puntuales en ARRB2, se utiliz6 el kit QuikChange |l
XL Site-Directed Mutagenesis Kit de Stratagene. Este kit usa la Pfu Turbo DNA
Polimerasa, que puede replicar ambas cadenas del plasmido. Como molde se usa
un plasmido con el inserto que se quiere mutar y se disefian dos oligonucledtidos
(uno directo y otro reverso), que contengan la mutacién que se desea realizar. Los
oligonucledétidos (cada uno complementario a una de las cadenas del molde), se
utilizan como cebadores para la ADN polimerasa durante el proceso de PCR
obteniendo el plasmido con el inserto mutado. Posteriormente, para diferenciar el
plasmido molde del obtenido por PCR, se realiza una digestién con endonucleasa
DPNI que sélo digiere ADN metilado y hemimetilado. EI ADN procedente de la
mayoria de cepas de Escherichia coli es dam metilado y por tanto susceptible de
digestion por esta encima, mientras que el plasmido de nueva sintesis permanece
sin metilar, lo que permite su seleccién. Después se realiza la transformacién de
células ultracompetentes XL10 Gold, y la seleccion de recombinantes.

Las PCR y la seleccion de recombinantes, se realizaron siguiendo las
instrucciones del fabricante (2.5 U de Pfu Turbo, 10 ng de ADN molde, y 125 ng de
cada cebador, para cada reaccién). Los oligonucleétidos empleados en la
mutagénesis se especifican en la tablas 5 y 6. El ADN molde utilizado, siempre que
no se indique lo contrario, fue ARRB2 marcada con el epitopo 3xHA en el extremo
N-terminal insertado en el vector de expresion pCS2-3xHA. En todos los casos, el
programa de amplificacién consisti6 en 18 ciclos y una vez completados, una
extension de 7 minutos a 68° C. Cada ciclo de la PCR const6 de tres etapas:

1. Desnaturalizacion: 50 s/95° C.
2. Hibridacién de los cebadores con el mode: 50 s/60° C
3. Extension de la cadena: 7min/68° C.

Tras la digestion del molde mediante la endonucleasa de restriccion Dpnl y la
transformacion de las células ultracompetentes se seleccionaron los recombinantes.
Para ello, después de cada experimento de mutagénesis se inocularon varias
colonias en 4 ml de medio LB con 100 pg/ml de ampicilina dejandolos crecer a 37° C
en agitacion vigorosa durante toda la noche. Los plasmidos se aislaron utilizando el
Plasmid GeneElute HP Miniprep kit que acopla el sistema de extraccion por lisis
alcalina con el uso de columnas de elevada afinidad por el ADN. Se determind la
concentracion del ADN extraido mediante la lectura de la absorbancia a 260 nm en
un nanodrop 2000c. Se verificé que estuviera presente la mutacion deseada

mediante secuenciacién (Servicio de Secuenciacion de la Universidad de Murcia).
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Nombre Secuencia (5’ 2> 3’)

Fw: '*°CTGAAGGACCGCAAAGATTTTGTGACCCTCAC'’®
V54D Rv: '"°*GTGAGGGTCACAAAATCTTTGCGGTCCTTCAG*’

Fw: “'®*GCTTGTCCTTCCGCAGAGACCTGTTCATC?*®
K78R Rv: ***GATGAACAGGTCTCTGCGGAAGGACAAGC?'®

Fw: °’°GGACCGGCTGCTGAATAAGCTGGGCCAGCATGC??®
R107N Rv: **®GCATGCTGGCCCAGCTTATTCAGCAGCCGGTCC??®

Fw: “'GGCTGCTGAGGAGGCTGGGCCAGCAT>>®
K108R Rv: **°ATGCTGGCCCAGCCTCCTCAGCAGCC’!!

Fw: *’GTGCGGCTGGTGATCAATAAGGTGCAGTTCG ??
R170N Rv: °*’CGAACTGCACCTTATTGATCACCAGCCGCAC*®?

Fw: **?CGAGCCTTCTGTGCTCAATCACTAGAAGAGAAAAG'®
K153Q Rv: “°CTTTTCTCTTCTAGTIGATTGAGCACAGAAGGCTCG"*?

Fw: *°*GCTAAATCACTAGAAGAGCAAAGCCACAAAAGGAAC'®?
K153Q Rv: “®*GTTCCTTTTGTGGCTTTGCTCTTCTAGTGATTTAGC "

Fw: **?GAGAAAAGCCACCAACAGAACTCTGTGCGGC'?
K161Q/R162Q Rv: “’GCCGCACAGAGTTCTGTTGGTGGCTTTTCTC*®’

Fw: °*'GACAACCGGGAGAAGAATGGTCTCGCCCTGGATGG®”
R236N Rv: ®°CCATCCAGGGCGAGACCATTCTTCTCCCGGTTGTC®*!

Fw: “*’GTGACAACCGGGAGCAGCAGGGTCTCGCC®®’
K295Q/R286Q Rv: °°’GGCGAGACCCTGCTGCTCCCGGTTGTCAC®??

Fw: °°*CCCTGGATGGGAGACTCAGGCACGAGGACAC®?®
K293R/K295R Rv: ®°GTGTCCTCGTGCCTGAGTCTCCCATCCAGGG®®®

Fw: “°?CAGCACCATCGTGAGGGAGGGTGCCAACAAG???
K308 RV: *°CTTGTTGGCACCCTCCCTCACGATGGTGCTG???

Fw: “?*GGAGGGTGCCAACAGGGAGGTGCTGGGAATC™*
K313R Rv: *GATTCCCAGCACCTCCCTGITGGCACCCTCC”

Fw: “*?CCTACAGGGTCAGGGTGAGGCTGGTGGTGTC’??
K325R/K327R Rv: °?GACACCACCAGCCTCACCCTGACCCTGTAGG ®?

Fw: '°?’GTTCTTATGCACCCCAGGCCCCACGACCACATC!?>?
K348R Rv: '°°GATGTGGTCGTGGGGCCTGGGGTGCATAAGAAC??’

Fw: ‘%’ACATCCCCCTCCCCAATCCCCAGTCAGCCGCT!®®
R357N Rv: '"®° AGCGGCTGACTGGGGATTGGGGAGGGGGATGT!"”

Fw: '*'GTTTGAGGACTTTGCCAATCTTCGGCTGAAGGGG "
R333N Rv: °*CCCCTTCAGCCGAAGATTGGCAAAGTCCTCAAACH !

Fw: '"'CGGCTTCGGCTGAGGGGGATGAAGGATG %
K397R Rv: "% CATCCTTCATCCCCCTCAGCCGAAGCCGM’

Fw: '*'GGCTGAAGGGGATGAGGGATGACGACTATG !’
K400R Rv: "'°CATAGTCGTCATCCCTCATCCCCTTCAGCCH®!

Fw: *°CTTCGGCTGAGGGGGATGAGGGATGACGACTATG !
K397R/K400R Rv: "PCATAGTCGTCATCCCTCATCCCCCTCAGCCGAAGH®®

Tabla 6. Cebadores utilizados para la construccion de mutantes puntuales de ARRB2. Se indica el

nombre del mutante y la secuencia en sentido 5’ - 3’ del cebador directo (Fw) y reverso (Rv).
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Nombre | Secuencia (5’ > 3’)
INI.R107 Fw: izCCAcccGccTGCAGGATCCGCTGACCATGAAGCTGGGCCAGCATGcZi
Rv: **®GCATGTTGGCCCAGCTTCATGGTCAGCGGATCCTGCAGGCGGGTGG
R286* Fw: °*’CAACCGGGAGAAGCGGTGACTCGCCCTGGATGGG?'®
Rv: °’®CCCATCCAGGGCGAGTCACCGCTTCTCCCGGTTG®*
R357* Fw: '°?°CATCCCCCTCCCCAGATAGCAGTCAGCCGCTC'?®’
Rv: '%*’GAGCGGCTGACTGCTATCTGGGGAGGGGGATG"?®
T382* Fw: ‘'*’GATACCAACTATGCCACATAGGATGACATTGTGTTTGAG"'®’
Rv: ''*'CTCAAACACAATGTCATCCTATGTGGCATAGTTGGTATC?’
R393* Fw: ''*°GAGGACTTTGCCCGGTGACGGCTGAAGGGGATGAAGG' !
Rv: "“Y'CCTTCATCCCCTTCAGCCGTCACCGGGCAAAGTCCTC'®?

Tabla 7. Cebadores utilizados para la construccién de mutantes truncados de ARRB2. Se indica el

nombre del mutante y la secuencia en sentido 5’ - 3’ del cebador directo (Fw) y reverso (Rv).

13. PCR CONVENCIONAL Y ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA.

Para comprobar la presencia de transcritos de interés (Figuras 1y 2
del Capitulo 4) llevamos a cabo una PCR convencional de ADNc de células
HBL transfectadas transitoriamente con las construcciones MGRN1 L+ y L-
clonadas en el vector pcDNA3.1, o con el propio vector. Como control positivo
de la reaccién utilizamos los plasmidos transfectados. La reaccién se realizd
en un volumen final de 20 ul con una concentracion de MgCl, de 1.5 mM,
dNTPs 0.2 mM, 1 uM de cada oligonucleétido, directo y reverso (ver
secuencias en los pies de figura), 1 ul de ADNc y 1 U de la Taq polimerasa
(Fermentas). Empleamos 30 ciclos con tres etapas: desnaturalizacion
(95°C/45”), annealing (54°C/45”) y extension (78°C/1 min), tras lo cual
llevamos a cabo una electroforesis de los productos obtenidos en un gel de
agarosa al 1,5% en tampdén TAE, en el cual aplicamos la muestra que
contiene el producto de PCR junto a una calle con marcadores de peso
molecular del rango apropiado (Fermentas). La migracion del ADN tiene lugar
al aplicar una corriente de 90V durante 30 min. Una vez finalizada la
migracion, el gel se sumerge en una solucion del agente intercalante bromuro
de etidio (5 ug/ml) durante 10 minutos, lo que nos permite visualizar las
bandas amplificadas en un Transiluminador de luz UV Gel Doc 1000
(BioRad).
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14. CITOMETRIA DE FLUJO.

El andlisis de la distribucion de células de una poblacién en las distintas
fases del ciclo celular se realiz6 mediante citometria de flujo en un sistema
FACSCalibur de Becton-Dickinson. A partir de células melan a6 y md1 sembradas
un minimo de 4 dias, se preparé una suspension de 200 ul de PBS que contenia
entre 5x10° y 10° células. Agitando continuamente, se afiadieron 2ml de una mezcla
de etanol-PBS (70%-30%) a 4° C y se incubd en hielo durante 30 minutos. Tras la
incubacién, se centrifugd a 1000 rpm durante 10 minutos. Una vez desechado el
sobrenadante, se afadieron 800 ul de PBS y se comprobé al microscopio que no
habia células agregadas, en cuyo caso se hizo pasar la mezcla, mediante una
jeringuilla, por una aguja de 25G. A continuacion, se anadieron 100 pyl de RNAsa
(1mg/ml) y 100 pl de loduro de Propidio (IP) y se incubd a 37° C durante 30 minutos.
Finalmente, se analizé el contenido de ADN mediante un laser de argdn de 488 nm.

El IP es un fluorocromo que se une estequiométricamente con los acidos
nucleicos por lo que la emision de fluorescencia es directamente proporcional a la
cantidad de ADN nuclear. Tiene afinidad tanto por el ADN como por el ARN, de ahi
gue sea necesario el tratamiento con RNAsa para eliminar las cadenas de ARN.

El andlisis y representacion de los resultados se realizd mediante el

programa ModFit LT.

15. MICROSCOPIA.

15.1. Microscopia optica.

Las células se sembraron en monocapa sobre cubreobjetos estériles
colocados en placas de 24 pocillos. Cuando alcanzaron el 70-80% de confluencia,
se lavaron con PBS y se fijaron introduciendo los cubreobjetos en metanol a -20° C
durante 2 segundos. Tras dos lavados adicionales con PBS, se anadié DAPI a una
dilucion 1:5000 en PBS a partir de una disolucion de 5 pg/ul. Los cubreobjetos se
lavaron una vez mas y se montaron sobre portaobjetos mediante 3 pl de medio de
montaje para fluorescencia.

Tanto las imagenes de contraste de fases como las de fluorescencia
(obtenidas excitando la muestra con un conjunto de filtros de 340-380 nm) se
tomaron con un microscopio Nikon Eclipse TE 2000-U de la Seccion de Cultivo de
Tejidos (SAl, Universidad de Murcia).
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15.2. Microscopia confocal.

15.2.1. Tincién inmunoquimica.

En todos los casos se utilizaron células sembradas en monocapa sobre
cubreobjetos estériles colocados en placas de 24 pocillos. La tincidn se realizé en
células HEK 293T transfectadas transitoriamente, tras 12 horas de expresion de las
proteinas, y en células melan a6 y md1 cuando alcanzaron el 80% de confluencia.
Las células se fijaron con p-formaldehido al 4% en PBS durante 10 minutos y, a
continuacion se lavaron tres veces con PBS. La tincion inmunoquimica continta
mediante la incubacion de las células con glicina 20 mM en PBS durante al menos
20 minutos, para bloquear los grupos amino libres. Posteriormente, para
permeabilizar la membrana, las células se incubaron con Igepal CA630 0.5% en
PBS durante 15 minutos, previamente a la incubacién con el anticuerpo primario
correspondiente (tabla 8). Tras la incubaciéon durante 30 minutos, las células se
lavaron 3 veces durante 5 minutos con PBS-BSA 1% y se incubaron 30 minutos con
el anticuerpo secundario correspondiente. Tras la incubacion, las preparaciones se
lavaron tres veces con PBS-BSA 1%, y tras retirar el exceso de liquido, los
cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos, mediante el uso de 3 ul de medio de
montaje para fluorescencia. Tras el secado del medio sobrante, se sellaron los

cubreobjetos con laca de ufas, quedando preparadas para su observacion.

Anticuerpo primario | Dilucion Anticuerpo secundario Dilucion
a-FLAG
1.7 -raté ' Al 1:4
(Sigma-Aldrich) 000 a-raton conjugado con Alexa 568 00
a-TUBB3

1:1000 | a-conejo conjugado con Alexa 568 1:200

(Sigma-Aldrich)

Tabla 8. Anticuerpos usados en la tinciéon inmunoquimica de preparaciones para microscopia
confocal. Se indica para cada anticuerpo primario, su procedencia, la dilucién empleada, el anticuerpo
secundario empleado y su dilucién. Todas las incubaciones con los anticuerpos tanto primario como

secundario se realizaron en PBS-BSA 1%.

15.2.2. Adquisicidon de imagenes.

Las imagenes fueron captadas mediante un microscopio de fluorescencia
confocal True Confocal Scanner TCS-SP2 de Leica. Para cada tipo de linea celular y
para cada condicidn, se capturaron diferentes imagenes en zonas aleatorias del

cubreobjetos. Las imagenes representan multiples series de cortes transversales en
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el eje Z, adquiridos a intervalos de entre 0.1 y 0.5 ym, desde el polo superior hasta
el inferior de la célula, o bien imagenes de una sola seccién en diferentes niveles del
eje Z. Las secciones se obtuvieron a través de un objetivo de 63X en aceite de
inmersion. La correcta adquisicién de imagenes para una posterior colocalizacién
requirid que la seleccion de los filtros fuera la idonea y que la emisién espectral de
los fluorocromos usados estuviera suficientemente separada para evitar el fendmeno
de cruce de sefiales o “crosstalking”. Otro de los requisitos importantes de que la
intensidad de fluorescencia del fondo fuera minima y la intensidad de fluorescencia
de la muestra no estuviera saturada. Para los estudios de colocalizacién, la toma de
imagenes de una misma seccién marcada con diferentes fluorocromos se realiz6 de
manera secuencias para cada fluorocromo y ambas imagenes fueron adquiridas en

condiciones espaciales idénticas.

16. ANALISIS ESTADISTICO.

Para comparar diferencias entre dos grupos se utilizé la prueba t de Student.
Las comparaciones multiples se realizaron usando el andlisis de la varianza
(ANOVA). Los datos se analizaron mediante la utilizacién del programa GraphPad
Prism 6.0 (GraphPad Software, CA, USA). Se consideraron diferencias

significativamente estadisticas a P<0.05
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RESULTADOS Y DISCUSION






CAPITULO 1

Regulacion diferencial de MC1R por ARRBs

en su entorno fisiologico.






INTRODUCCION

MC1R es un GPCR que se localiza mayoritariamente en la membrana de los
melanocitos cutaneos, donde regula aspectos clave de la biologia del melanocito .
Entre sus acciones mas relevantes destaca la sintesis de melanina en respuesta a
sus ligandos (aMSH y ACTH) 2. Ademas, el MC1R también activa mecanismos de
supervivencia y reparaciéon de ADN 3 asi como defensas antioxidantes * cuando se
expone a radiacion ultravioleta (UV). La regulacion de la actividad del MC1R es
responsable de muchas de las variaciones naturales de la pigmentacién en
mamiferos °.

Como se ha comentado en la introduccién, una propiedad casi universal de
los GPCRs es su capacidad para sufrir desensibilizacion homaéloga e internalizacion
en condiciones de exposicidn sostenida a su agonista °. Este proceso, que
contribuye a regular la cantidad de receptor presente en la membrana plasmatica de
los melanocitos, es controlado, entre otras, por una familia de proteinas citosolicas
denominadas B-arrestinas (ARRBs) que funcionan como adaptadores endociticos y
terminadores de la sefial ’.

En mamiferos, las ARRBs estan codificadas por dos genes, ARRBT1 y
ARRB2, que codifican varias isoformas con una gran homologia estructural y de
secuencia. Se expresan de forma ubicua en todas las células y son reclutadas a la
membrana plasmatica en respuesta a la activacion de los GPCRs. Los GPCRs
activados son fosforilados por unas quinasas especificas, las GRKs, y esta
fosforilacion determina la unién de las ARRBs a los receptores, provocando su
desacoplamiento de la proteina G y marcandolos para su internalizacion en
vesiculas rodeadas de clatrina.

Resultados previos de nuestro laboratorio han demostrado que MC1R sufre
desensibilizacion homéloga mediada por las quinasas GRK2 y GRK6 que fosforilan
los residuos Thr308 y Ser316 del extremo C-terminal del receptor 8 Esta
modificacion es también muy importante en la internalizacion posterior del MC1R en
vesiculas de endocitosis. Ademas, algunos resultados preliminares parecen indicar
un mayor papel de ARRB2 en comparacion con ARRB1 en la desensibilizacion del
MC1R (Ana B. Pérez-Oliva. Tesis Doctoral. Universidad de Murcia, 2011). Sin
embargo, el papel de las isoformas de ARRB en la regulacién de la sefializacién del
MC1R aun no esta claro, particularmente en el entorno fisiolégico de células de tipo

melanocitico.
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En este capitulo abordamos el estudio del efecto diferencial que ejercen
las distintas isoformas de ARRB sobre la senalizacion del MC1R, tanto en un
sistema heterélogo clasico en el estudio de la senalizacion de los GPCRs
(células HEK 293T), como en sistemas mas fisiolégicos (células de melanoma
humano HBL).

1.1. Expresion de las isoformas de ARRB en células melanociticas humanas.

Para estudiar el efecto de las ARRBs en la desensibilizacion del MC1R en un
entorno fisiolégico comenzamos por comparar la cantidad de arrestina que expresan
de manera natural los melanocitos malignos HBL y las células HEK 293T.
Analizamos extractos solubilizados de células en cultivo, mediante electroforesis y
posterior transferencia Western. Para detectar las ARRBs se utilizaron dos
anticuerpos distintos: por un lado, un anticuerpo anti-ARRB1 que detecta tanto
ARRB1 como ARRB?2 y, por otro lado, un anticuerpo especifico contra ARRB2 (Fig.
1A). El resultado muestra que los niveles de ARRB1 son comparables en HBL y en
HEK 293T, mientras que la expresion de ARRB2 es significativamente mayor en
células HEK 293T.

A B o« NHM HBL melanoma cells
Tipo celular l

HEK HBL o 03
=
WB: cARRB1 { ARRET B - 55 5

ARRB2 E 0.2
o
WB: cARRB2 | HEG_— 3

- 43 2 014
w

WB: GERK2 | s SH——— 43 |-=|
0.0 [

ARRB1 ARRB2ARRB2  ARRB1 ARRB2 ARRB2
-002 -201  -001 002 -201 -001

Figura 1. Comparacion de la expresion de las isoformas de ARRB en células HEK 293T y
células melanociticas. (A) Expresion endogena de ARRB1 y ARRB2 en células HEK 293T y células de
melanoma HBL. Para detectar cada ARRB se utilizaron dos anticuerpos diferentes, uno anti-ARRB1,
que detecta tanto ARRB1 como ARRB2, y otro anti-ARRB2 que detecta de manera especifica esta
isoforma. (B) Analisis por RT-PCR cuantitativa de las isoformas de ARRB que expresan las células
melanociticas. Para ello se han utilizado cebadores especificos contra cada isoforma de ARRB y los
resultados han sido normalizados por el gen de la B-actina. Se representa la media de dos muestras

independientes de ADNc que han sido analizadas por cuadruplicado.

Segun la bibliografia, existen dos transcritos distintos para el gen ARRB1 que
dan a lugar a las isoformas 1A (ARRB1-001) y 1B (ARRB1-002), y cinco para
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ARRB2 que codifican, la isoformas 1 (antiguamente denominada ARRB2-201),
isoforma 2 (antigua ARRB2-001), isoforma 3, isoforma 4 (antigua ARRB2-203) e
isoforma 5 (antigua ARRB2-202). Todos estos transcritos mantienen los exones de
los extremos 3’ y 5" y se diferencian en los exones internos °. Teniendo esto en
cuenta y debido a que las técnicas electroforéticas empleadas no permiten resolver
con facilidad las distintas isoformas, decidimos emplear otra técnica que nos
permitiera discriminar entre los diferentes trascritos. Con este fin se disefiaron
parejas de cebadores comunes para todas las variantes y, usando como molde el
ADNCc de células HBL, se realizé una PCR convencional para amplificar la secuencia
de las ARRBs. Los amplicones obtenidos fueron clonados en el vector de expresion
pcDNAS3 y secuenciados. Encontramos que las células de melanoma humano HBL
expresan al menos las isoformas ARRB1-001 (410 aminoacidos), ARRB2-201 (409
aminoacidos) y ARRB2-001 (421 aminoacidos) (resultados no mostrados). ARRB2-
001 comparte casi la totalidad de su secuencia con la isoforma ARRB2-201 pero
contiene un inserto de 12 residuos muy ricos en prolina cerca del extremo C-
terminal. Estos resultados fueron confirmados analizando mediante RT-PCR
cuantitativa y cebadores especificos para cada isoforma, con muestras de ADNc
procedentes de células HBL y de un cultivo de melanocitos normales (NHM) (Fig.
1B).

Una vez determinado el repertorio de ARRBs presente en melanocitos y
células de melanoma, nos propusimos estudiar su efecto sobre la sefializacion del
MC1R. Para ello obtuvimos construcciones de ARRB marcadas con el epitopo HA
para poder sobreexpresarlas en los distintos sistemas celulares y detectarlas
utilizando un mismo anticuerpo antiHA. La estrategia que seguimos consistio en
subclonar las arrestinas que ya teniamos en el vector pcDNA3 dentro del vector
pCS2-3HA. Esta aproximacion proporciona una proteina con un epitopo 3xHA
fusionado en su extremo N-terminal, inmediatamente después de la metionina inicial.
El analisis de la expresion de las construcciones sin epitopo en células HEK 293T
mostré que la ARRB1 migra como una banda mayoritaria de aproximadamente 55
kDa (Fig. 2A, panel superior) mientras que las dos isoformas ARRB2 migran como
un doblete (Fig. 2A, panel medio). Este resultado es consistente con los datos
publicados por otros investigadores '>'". Ademas, se observa que la coexpresion de
ARRB1 y ARRB2 con MC1R no modifica los niveles basales de expresién del
receptor.

Este mismo patrdon electroforético se confirmo al expresar las tres isoformas
de ARRB marcadas con el epitopo 3xHA en células HBL que expresan de forma

estable niveles casi fisiologicos de FLAG-MC1R (Fig. 2B). También observamos
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niveles comparables de expresién para las tres isoformas de ARRB, lo que sugiere

una estabilidad intracelular similar de las diferentes variantes de ARRB.

Células HEK 293T

A B
Células HBL
MCIR - + - + _ +
ARRB1-002  + + - - - - ARRB1-002  + - -
ARRB2-201 - - + + - - ARRB2-201 - + -
ARRB2-001 - - - - + + ARRB2-001 - - +
55 — 70 —
-— WB: ARRB1 b -
(GARRB1) 55 —| - WB: ARRBs (aHA)
40
40
55 — — ‘ WB: ARRB2
s e | (0ARRB2) T— — WB: ERK2 (aERK2)
40 — e ——
35 —° W -
WB: MC1R
(aFLAG)
25 —] - o % e
WB: ERK2
TP GED GES D "= .. (aERK2)

Figura 2. Valoracion de la expresién de construcciones distintas construcciones de ARRB. (A)
Células HEK 293T transfectadas de forma transitoria con las construcciones de ARRB sin epitopo y
FLAG-MC1R. Extractos solubilizados de cada condicion fueron analizados por electroforesis vy
transferencia Western y las ARRBs se detectaron con anticuerpos especificos antiARRB1 y
antiARRB2. Se us6 un anticuerpo contra ERK2 para normalizar la cantidad de proteina. (B) Expresion
en células HBL de las ARRBs marcadas con el epitopo 3xHA y analizadas de la misma manera que la
figura 2A, aunque en este caso se hizo uso de un anticuerpo contra el epitopo HA para detectar las
ARRBs.

En conjunto, estos resultados nos permiten comparar el efecto que tienen las
distintas ARRBs sobre la funcion del MC1R sin factores que complicarian su analisis

como, por ejemplo, una diferencia en los niveles de expresion.

1.2. Efecto diferencial de las isoformas de ARRB sobre la senalizacion de
MC1R

El MC1R se activa por unién de sus principales ligandos (a-MSH y ACTH).
Como resultado de esta activacion se han descrito dos vias de sefalizacion a través
de las cuales el MC1R cumple su funcién regulando la pigmentacién de la piel y la
proliferacion y diferenciacion del melanocito. La via candnica clasica implica la
activacion de la proteina Gs que estimula una adenilato ciclasa y provoca un
aumento de los niveles de AMPc. Este segundo mensajero se ha descrito como
responsable de la mayor parte de las acciones melanogénicas de a-MSH 2 La

activacion de MC1R también puede estimular otras vias de sefalizacion, como la

88



cascada de las MAP quinasas ERK1 y ERK2. La sefializacién a través de esta via
requiere niveles mucho mas bajos de receptor activado que la sintesis de AMPc y se
produce por la transactivacién de c-KIT, un receptor tirosina quinasa esencial para la
proliferacion, diferenciacién y supervivencia de precursores del melanocito .

Como ya se ha comentado en la introduccion, uno de los mecanismos
existentes para controlar la sefalizacién del MC1R y con ello los niveles de AMPc
intracelular es la desensibilizacion homoéloga, mecanismo en el que intervienen las
ARRBs. También se ha descrito que algunos GPCRs interaccionan diferencialmente
con las distintas isoformas de ARRB '°. Por este motivo, nos planteamos estudiar
si las distintas isoformas ARRBs que expresan los melanocitos producen un efecto
diferente sobre la senalizacion del MC1R.

Con este propdsito transfectamos células HEK 293T con MC1R solo o junto
con las diferentes ARRBs. Los datos de AMPc basales se obtuvieron manteniendo
las células durante al menos 3 horas en medio minimo en ausencia de factores de
crecimiento y hormonas. A continuacién, las células se estimularon 30 minutos con
NDP-MSH (un potente agonista de MC1R y analogo estructural de a-MSH) vy
mediante un kit de inmunoensayo comercial se determinaron los niveles de AMPc en
cada una de las condiciones (Fig. 3A). Los resultados se presentan como porcentaje
de AMPc respecto del nivel maximo alcanzado cuando se estimula el MC1R
expresado en solitario, y muestran que la sobreexpresion de ARRB1 no varia el nivel
de AMPc que se obtiene expresando el MC1R en solitario, lo que indicaria que esta
isoforma no tiene efecto sobre la sefalizacion de MC1R. Sin embargo, la
sobreexpresion de ARRB2 (isoformas 201 y 001) provoca una fuerte caida del nivel
de AMPc que hace suponer una fuerte inhibicién de la via, sin que parezcan existir
diferencias significativas entre las dos isoformas, que serian por tanto igualmente

efectivas a la hora de desensibilizar al MC1R.
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Figura 3. Efecto diferencial de las isoformas de ARRB sobre la sefializacién de MC1R a través
de la via del AMPc. (A) Efecto de la expresion de las distintas ARRBs sobre el acoplamiento funcional
de MC1R a la sintesis de AMPc en células HEK 293T que habian sido previamente transfectadas con
ARRB y MC1R. Los controles sin estimular (barras blancas) se mantienen 3 horas creciendo en medio
minimo. Las muestras estimuladas (barras negras) son sometidas al mismo procedimiento, tras el cual
son estimuladas durante 30 minutos con NDP-MSH 107M. Después del tratamiento, las células se lisan
en medio acido y la cantidad de AMPc se mide por un kit comercial. (B) Efecto de la expresion de
ARRBs sobre la sintesis de AMPc en células HBL que ya expresan MC1R de forma estable en niveles

ligeramente superiores a los fisiologicos. El procedimiento seguido es el mismo que en la figura 3A.

Para confirmar estos resultados, realizamos el mismo experimento en un
entorno mas fisioldgico. Se sobreexpresaron las tres isoformas de ARRB en células
de melanoma HBL y, después de tres horas creciendo en medio minimo, se
estimularon 30 minutos con NDP-MSH (Fig. 3B). La medida de AMPc en cada
condicion confirma lo observado en HEK 293T, ya que las dos isoformas de ARRB2
provocan una caida en los niveles de AMPc mientras que la ARRB1 no tiene un
efecto significativo.

Como hemos comentado anteriormente, la union de NDP-MSH a MC1R es
capaz de activar la via de las ERK mediante la transactivacién del receptor tirosina
quinasa c-KIT. Por esta razon, tras analizar el efecto de las arrestinas sobre la via
del AMPc, el siguiente paso fue estudiar el efecto de las distintas ARRBs sobre esta
via de senalizacion no canodnica. Como la cascada de las ERK es una via de
activacién secuencial, se puede seguir su estado de actividad midiendo el nivel de
fosforilacion de su ultimo miembro, las quinasas ERK1 y ERK2. Con este fin,
sobreexpresamos en células HBL, las isoformas ARRB1 y ARRB2 y las estimulamos
con NDP-MSH a distintos tiempos (Fig. 4). Al analizar la cinética de fosforilacion de

ERK1/2 en células HBL que no sobreexpresan ARRBs y compararlas con células
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HBL que sobreexpresan cualquiera de las dos isoformas de ARRB se comprueba
que no se produce ningun cambio ni en el grado ni en la cinética de activacion de la
via. Esto sugiere que, a diferencia de lo que ocurre con la via del AMPc, las ARRBs
no tienen ningun efecto sobre la sefializacién via ERK dependiente de NDP-MSH.
En este sentido, el efecto de las ARRBs en la desensibilizacién homodloga del MC1R
estaria sesgado, favoreciendo la sefalizacién por la via de las ERK frente a la

sefalizacién canénica mediada por AMPc.

Vector ARRB1-201 ARRB2-001
NDP-MSH (min) 0 4 8 15 0 4 8 15 0 4 8 15
pERK1/2 — . — R — G —— L 43

43

ERK2 |——~.——

Figura 4. Efecto de la sobreexpresion de las isoformas de ARRB sobre la sefializacién via
ERK dependiente de agonista. Células HEK 293T transfectadas con las distintas ARRBs fueron
privadas de suero durante 3 horas y estimuladas a distintos tiempos con NDP-MSH 10"M. A
continuacién se solubilizaron y se analizaron por transferencia Western para detectar pERK1 y pERK2

mediante un anticuerpo especifico anti-pERK1/2.

Sabemos que las ARRBs no solo median la desensibilizacion de los GPCRs,
sino que también participan en los procesos de endocitosis que los retiran de la
membrana plasmatica. Por esto, lo siguiente que nos planteamos fue determinar si
la presencia de ARRB modificaba el nimero de sitios de union a a-MSH en la célula.
Este dato nos daria informacion acerca del niamero de moléculas de MC1R
localizadas en la membrana plasmatica y con potencial para unir ligando. Mediante
un ensayo de desplazamiento de radioligando (ligando marcado con un is6topo

radiactivo "%,

ver materiales y métodos) observamos que la sobreexpresion de las
dos isoformas de ARRB2 provocaba una descenso significativo del nUmero de sitios
de unién a NDP-MSH, mientras que la ARRB1 no causaba ningun efecto (Fig. 5A).
En principio, esta disminucion puede explicarse tanto por un cambio conformacional
en MC1R inducido por ARRB2 que impide la unién del ligando, como por una
disminucion de la cantidad de receptor disponible en membrana debido a que la
ARRB2 esté promoviendo su internalizacién. Con el fin de comprobar si esta ultima
posibilidad era la correcta, analizamos el indice de internalizacién del MC1R con un
método de lavado acido que nos permite discriminar entre complejos agonista-
receptor internos y externos (Fig. 5B). Los resultados mostraron un aumento en el
indice de internalizacion en presencia de las dos isoformas de ARRB2 tanto en
células HEK 293T como HBL. Esto confirma que la sobreexpresion de ARRB2 es la

causa de un aumento en el indice de internalizacion de MC1R. Es de destacar,
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ademas, que ARRB1 no modificé ni la cantidad de radioligando unido ni el indice de
internalizacion de los complejos ligando-receptor, lo que indica que, ademas de no
mediar el desacoplamiento funcional del MC1R, la ARRB1 tampoco promueve su

internalizacion.
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Figura 5. Efecto diferencial de las ARRBs la internalizacion del MC1R. (A) Unidon del agonista
de MC1R en presencia de ARRBs. Células HEK 293T (barras grises) y células HBL (barras negras)
que expresan MC1R solo o en presencia de las ARRBs se incubaron con 10°M de [125I]NDP—MSH
durante 1 hora, se lavaron y se midi6 la unién de la hormona radiactiva. (B) Medida de la internalizacién
del MC1R en células transfectadas como en (A). La cantidad de ligando radiactivo unido e internalizado
se determiné mediante lavados acidos y se calculd el indice de internalizacién (porcentaje de agonista

internalizado respecto del total unido) fue calculado.

Los datos obtenidos hasta el momento sugieren una interaccion fisica entre
ARRB2 y MC1R. Esta posibilidad fue analizada en profundidad con un ensayo de
coinmunoprecitacion en células HBL que expresan FLAG-MC1R y transfectadas con
ARRB2. Las células fueron ademas estimuladas con NDP-MSH a distintos tiempos
para estimar la estabilidad de la interaccién. Se obtuvieron extractos celulares
mediante solubilizaciéon con detergente no idnico y se inmunoprecité el MC1R con un
anticuerpo anti-FLAG. El inmunoprecipitado obtenido se analizé por transferencia
Western para identificar la presencia de ARRB2 mediante el uso de un anticuerpo
especifico (Fig. 6). El ensayo muestra que existe una interaccién entre MC1R y la
isoforma ARRB2-201 (designada a partir de ahora como ARRB2). Esta interaccion
tiene lugar en ausencia de agonista y se mantiene incluso tras 90 minutos de

estimulacion.
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Figura 6. Asociacion estable de ARRB2 y MC1R en células estimuladas con agonista.
Coinmunoprecipitacion de FLAG-MC1R y ARRB2 en células HBL estimuladas a distintos tiempos con
NDP-MSH 107 M. Las células fueron transfectadas con la isoforma ARRB2-201 (ARRB2 de aqui en
adelante) y luego lisadas e inmunoprecipitadas para MC1R. Los inmunoprecipitados fueron sometidos
a electroforesis y transferencia Western y analizados para ARRB2 con un anticuerpo monocolnal
especifico (panel superior). La correcta inmunoprecipitacion del MC1R fue comprobada con un
anticuerpo anti-FLAG (panel intermedio). La expresion de ARRB2 en todas las condiciones fue

comprobada mediante su deteccién en una muestra de extracto previo al tratamiento (INPUT).

Estos resultados fueron confirmados por ensayos de microscopia confocal.
Para ello, transfectamos células HEK 293T con FLAG-MC1R y ARRB2 marcada con
la proteina verde fluorescente (GFP-ARRBZ2) y analizamos su colocalizacién en la
célula (Fig. 7A). Los resultados muestran una colocalizacién detectable del MC1R
con ARRB2 en todos los intervalos de tiempo y una rapida redistribucién del receptor
desde la membrana plasmatica hacia vesiculas internas tras estimulacion con el
agonista. De nuevo, se observa que la colocalizacion persiste incluso tras 90
minutos de estimulacion, indicando la existencia de una asociacién estable entre
MC1R y ARRB2. También observamos que existe interaccion incluso en ausencia
de agonista. El analisis cuantitativo de las imagenes por estimacion del coeficiente
de correlacion de Pearson mostro una tendencia hacia un incremento en el grado de
colocalizacion, con una diferencia significativa 30 minutos después de estimular con

el agonista (Fig. 7B).
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Figura 7. Colocalizacion estable de MC1R y ARRB2 en vesiculas endociticas. (A) Celulas
HEK 293T que coexpresan MC1R y GFP-ARRB2 fueron estimuladas a distintos tiempos con NDP-MSH
107 M. Posteriormente fueron fijadas, permeabilizadas y analizadas por microscopia confocal. El MC1R
se muestra en rojo (primera fila), la GFP-ARRB2 en verde (segunda fila) y la colocalizacién en amarillo
(tercera fila). En la cuarta se muestra una imagen ampliada de la colocalizacién. (B) Andlisis
cuantitativo de la colocalizacion entre FLAG-MC1R y GFP-ARRB2 en células HEK 293T estimuladas
con agonista a distintos tiempos. Las células fueron transfectadas y tratadas como en (A). Se
cuantificaron al menos 10 células tomadas aleatoriamente en cada punto temporal. Para el analisis de

la colocalizacion se utilizo el coeficiente de correlacion de Pearson con el programa ImagedJ.

Todos los resultados obtenidos hasta el momento muestran que la
sobreexpresion de ARRB2 disminuye especificamente la senalizacion del MC1R a

través de AMPc y estimula su internalizacion, sin que se observe un efecto
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desensibilizador similar en el caso de la ARRB1. Decidimos confirmar esta hipotesis
bajo condiciones mas fisiolégicas inhibiendo la expresién de ARRB1 y ARRB2 en
células HBL. Para conseguir este objetivo utilizamos un método de silenciamiento
génico mediante el uso de ARN de interferencia de pequefio tamafo o siARN. Estos
siARN, dirigidos especificamente contra el ARN de ARRB1 o ARRB2, provocan la
degradacién especifica de su ARNm, impidiendo por tanto la sintesis proteica de
ambas isoformas.

Antes de profundizar en el efecto de esta inhibicién sobre la sefalizacién de
MC1R, comprobamos mediante electroforesis y transferencia Western el grado de
silenciamiento de ARRB1 y ARRB2 conseguido con este método (Fig 8A). La
cuantificacion de las bandas obtenidas nos confirmé que en nuestras condiciones
experimentales se produce un silenciamiento de hasta el 80% de la proteina diana
(Fig. 8B).
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Figura 8. Expresion residual de ARRBs en células transfectadas con siRNA. (A) Células HBL

transfectadas con siARN control y especifico para silenciar ARRB1 y ARRB2. Tras solubilizacién y
electroforesis, se detectd la presencia de ARRBs con anticuerpos especificos antiARRB1 y antiARRB2.
Se utilz6 antiERK2 como control de carga. (B) Anadlisis cuantitativo de la expresion residual de ARRB1

y ARRB2 en (A). Valores normalizados por cantidad de proteina total.

El siguiente paso fue determinar como afecta el silenciamiento de cada una
de las isoformas de ARRB a la sefalizacion del MC1R. Sorprendentemente, la
medida de AMPc intracelular tras estimular las células con NDP-MSH mostré que el
silenciamiento de ARRB1 provoca una disminucién de la produccién de AMPc
comparable con la observada cuando se sobreexpresa la ARRB2. Por otro lado,
llama la atencidn la ausencia de cambios significativos en el nivel de AMPc cuando
se silencia la ARRB2 (Fig. 9A). Cuando analizamos el grado de internalizacion de
MC1R en estas mismas condiciones en células HEK 293T (Fig 9B) observamos que
en presencia de siARN contra ARRB1 apenas se producian cambios con respecto al

control, mientras que en presencia de siARN contra ARRB2 tenia lugar una fuerte

95



reduccion en la internalizacion del MC1R. Estos resultados se vieron confirmados
por experimentos de microscopia confocal en donde determinamos la localizacion
subcelular de MC1R tras estimulacién con NDP-MSH (Fig. 9C). En condiciones
basales, el receptor se localiza preferentemente en la membrana plasmatica.
Cuando se estimula con su agonista, aparece una mayor proporciéon dentro del
citoplasma que corresponde al receptor internalizado. Este patron de expresion no
cambia cuando se inhibe la expresion de ARRB1. Por el contrario, cuando se
silencia la ARRB2 volvemos a encontrar al receptor localizado preferentemente en la

membrana plasmatica indicando una disminucién del indice de internalizacion.
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Figura 9. Efecto del silenciamiento génico de ARRBs sobre la sefalizacion del MC1R via
AMPc. (A) Niveles de AMPc en células HEK 293T que tienen las ARRBs sobreexpresadas (color
negro) o silenciadas (color gris). Las medidas se realizaron tras 30 minutos de estimulacion con NDP-
MSH 107 M y se expresan como porcentaje del AMPc maximo obtenido cuando se estimula el MC1R
en solitario. (B) indice de internalizacion de MC1R en células HEK 293T que tienen inhibida la
expresion de ARRB1 o ARRB2 mediante un siARN especifico. Las células fueron estimuladas 90
minutos con [125I]NDPMSH (10'9 M), tras lo cual se separé el ligando unido extracelularmente del
internalizado en complejos hormona-receptor, mediante lavado acido. El indice de internalizacién se
representa como el porcentaje de agonista internalizado respecto al total unido. (C) Andlisis por

microscopia confocal de la internalizacion de MC1R en células HEK 293T carentes de ARRBs. Las
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células fueron transfectadas con un siARN control o especifico y mantenidas por un lado en estado
basal (no estimulado) y por otro estimuladas con NDP-MSH 107 M durante 30 minutos. Transcurrido

este tiempo fueron permeabilizadas, tefiidas y analizadas por microscopia confocal.

Asi pues, los datos obtenidos hasta el momento sugieren que el
silenciamiento de ARRB1 enddgena inhibe especificamente el acoplamiento de
MC1R a la via del AMPc pero no ejerce ningun efecto sobre la internalizacion del
receptor, mientras que el silenciamiento de ARRB2 anula la internalizacién del
MC1R sin afectar a su acoplamiento funcional. Por otra parte, la sobreexpresion de
ARRB1 carece de efectos funcionales evidentes sobre MC1R, mientras que la de
ARRB2 promueve su desacoplamiento de la cascada del AMPc y su internalizacidon
en vesiculas endociticas.

Tampoco encontramos cambios significativos en la cinética o en el grado de
activacion de la via de las ERK cuando se silencian las ARRBs (Fig. 10A y 10B). El
hecho de que ni la sobreexpresion ni la inhibicion de ARRBs afecten a la activacion
de ERK dependiente de agonista confirma el del efecto diferencial de las ARRBs
sobre la sefalizacion del MC1R, ya que no solo afectan de forma diferente las
distintas vias iniciadas por la activacion del receptor, sino que dentro de la via
canonica de sefalizacion ARRB1 y ARRB2 regulan diferencialmente el

comportamiento del MC1R y por tanto su funcién final en el melanocito.
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Figura 10. Efecto del silenciamiento génico de ARRBs sobre la sefializacion de ERK
dependiente de la activacion de MC1R. (A) Células HBL transfectadas con siARN control o especifico
de ARRB fueron estimuladas a tiempos cortos con NDP-MSH 107 M, solubilizadas en tampén con
detergente no ionico e inhibidores de fosfatasas y analizadas por transferencia Western para
determinar la expresién de ERK fosforilado. Como control de carga se usé ERK total. (B) Analisis
cuantitativo de la expresion de ERK fosforilado en células con las ARRBs silenciadas. Datos
procedente de tres experimentos independientes, corregidos por su correpondiente control de carga y

normalizados por los valores a tiempo 0.
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1.3. Asociacion competitiva de ARRB1 y ARRB2 por el MC1R

El hecho de que el silenciamiento de ARRB1 enddégena inhiba el
acoplamiento funcional de MC1R a la via del AMPc sugiere que una asociacion de
ARRB1 (funcionalmente neutra) y MC1R puede estar reduciendo la interaccion del
receptor con la ARRB2 inhibidora. Para confirmar si realmente ARRB1 y ARRB2
compiten por su union al receptor decidimos estudiar con mas profundidad estas
interacciones. Comenzamos por confirmar que las tres isoformas de ARRBs
presentes en los melanocitos interaccionan de forma comparable con MC1R. Para
ello, extractos de células HEK 293T transfectados con las tres isoformas de ARRB
en presencia y ausencia de MC1R fueron inmunoprecipitados para el receptor y
analizados por tranferencia Western para detectar la presencia de arrestinas (Fig.
11). Observamos que las tres isoformas de ARRB interaccionan con MC1R de

manera eficiente, comparable y especifica.
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Figura 11. Interaccién entre las distintas isoformas de ARRB y el MC1R. Células HEK 293T
transfectadas con MC1R vy las tres isoformas de ARRB (marcadas con HA en N-terminal) segun se
indica. Tras un minimo de 3 horas en medio de cultivo minimo, se solubilizaron y los extractos se
inmunoprecipitaron con un anticuerpo antiHA. Los inmunoprecipitados se revelaron con antiFLAG para
detectar la presencia de MC1R. Se analizé también una alicuota del extracto solubilizado como control

de expresion (input).

Puesto que, en general, la fosforilacion de los GPCRs por las quinasas GRK
es mucho mas eficiente en receptores unidos a agonista, nuestros resultados
sugieren que la interaccion entre MC1R y ARRB podria estar ocurriendo en
ausencia de fosforilacion de MC1R. Para confirmarlo repetimos el mismo
experimento utilizando dos formas mutantes de MC1R. Se ha descrito que cuando el
MC1R se une a agonista y se activa, se fosforila en dos residuos clave de su
extremo C-terminal (Thr308 y Ser316) en un proceso dependiente de GRK2 y GRK6

98



'®. Por ello analizamos la interaccién de las ARRBs con los mutantes dobles de
MC1R T308A-S316A y T308D-S316D. En el primero se han sustituido los dos
residuos Thr308 y Ser316 por alanina. Este cambio impide que se produzca la
fosforilacion simulando por tanto un estado permanentemente desfosforilado del
receptor. En el segundo mutante, estos residuos se han sustituido por aspartato, un
residuo con carga negativa que mimetiza el estado fosforilado y por tanto un
receptor permanentemente activado. Al coinmunoprecipitar estos mutantes con las
ARRBSs, observamos que la cantidad de ARRB1 inmunoprecipitada con el receptor
fue comparable para el receptor silvestre y para los dos mutantes y lo mismo ocurre
con la ARRB2 (Fig. 12). Esto confirma la hipotesis planteada de que ARRB1 y

ARRB?2 interaccionan con MC1R independientemente de su estado de fosforilacion.
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Figura 12. La interaccion de ARRB1 y ARRB2 con MC1R es Independiente del estado de
fosforilacion de MC1R. Se coexpresaron en células HEK 293T el receptor silvestre MC1R y dos
mutantes que mimetizan un estado desfosforilado (T308A-S316A) o fosforilado (T308D-S316D), los
tres marcadados con el epitopo FLAG, con las dos isoformas de ARRB (con HA en N-terminal). Los
extractos fueron solubilizados e inmunoprecipitados para MC1R con un anticuerpo antiFLAG y
analizados para detectar la presencia de ARRBs con antiHA. El revelado con un anticuerpo antiFLAG
nos permiti6 comprobar la correcta inmunoprecipitacion de las tres variantes de MC1R. Como control

de expresion se analizé una alicuota del extracto recién solubilizado (input).

Antes hemos planteado la posibilidad de que ARRB1 y ARRB2 estuvieran
compitiendo por su unién a MC1R. Para valorar esta posibilidad, sobreexpresamos
simultaneamente ARRB1 y ARRB2 y analizamos la interaccion de cada isoforma
con el MC1R. Para ello, inmunoprecipitamos la ARRB1 en extractos solubilizados de
HEK 293T que expresaban las dos isoformas de ARRB y el MC1R, y comprobamos
la presencia de este ultimo en los inmunoprecipitados (Fig- 13). Observamos que,

en presencia de ARRB2, MC1R interacciona en menor medida con la ARRB1 que
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cuando se sobreexpresa solo esta ultima. La misma tendencia puede observarse
cuando se analiza la interaccion de ARRB2 con MC1R en presencia de ARRB1, en
donde ARRB1 parece disminuir la interaccion entre ARRB2 y MC1R (resultados no
mostrados). Se obtuvieron resultados similares mediante columnas de cromatografia
de filtracion en gel, de manera que en ausencia de ARRB1 la mayor parte de
ARRB2 esta interaccionando con MC1R, mientras que en presencia de ARRB1 el
perfil de elucién de la ARRB2 indica que ésta se encuentra mayoritariamente en

estado libre (resultados no mostrados).
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Figura 13. Interaccién competitiva de ARRB1 y ARRB2 por su uniéon a MC1R. Células HEK
293T transfectadas con MC1R (marcado con FLAG), ARRB1 (marcada con HA) y ARRB2 (sin epitopo)
segun se indica en la leyenda. Los extractos solubilizados se inmunoprecipitaron con un anticuerpo
antiHA y se analizé mediante transferencia Western la presencia de ARRB1 mediante el uso de este
mismo anticuerpo y uno comercial especifico (antiARRB1). Se analizé una alicuota del extracto recién

solubilizado como control de expresion (input).

En conjunto, todos estos datos apoyan la hipdtesis propuesta de que existe
una competicién entre ARRB1 y ARRB2 por su unién a MC1R y que esta unién
ocurre en ausencia de agonista e independientemente de la fosforilacién del
receptor en células HEK 293T. En este contexto, la inhibicion especifica de ARRB1
mediante siARN tendria el efecto paraddjico de disminuir el acoplamiento funcional
de MC1R a la cascada del AMPc al favorecer la union de ARRB2 al receptor. A
continuacion, nos propusimos confirmar los resultados obtenidos en un modelo mas
cercano a la situacion fisioldgica de los melanocitos. Por ello, hicimos uso de nuevo
de la tecnologia que nos permite silenciar los genes que codifican para ARRB1 y
ARRB2 y ver el impacto tiene esto en la interaccion de las arrestinas con el receptor.

En primer lugar, llevamos a cabo una inmunoprecipitacion del MC1R en

células HBL previamente transfectadas con siARN especifico contra ARRB1 y
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ARRB2 y analizamos la presencia de ambas isoformas de ARRB en el
inmunoprecipitado antes y después de estimular las células con NDP-MSH durante
30 minutos (Fig. 14A). En condiciones basales observamos una interaccion ARRB2-
MC1R débil unicamente cuando la expresiéon de ARRB1 se encuentra silenciada.
Tras la estimulacién con el agonista, la interaccion ARRB2-MC1R se ve reforzada,
con reclutamiento de mas moléculas de ARRB2 a los complejos ARRB-GPCR, pero
una vez mas el efecto estd muy incrementado cuando la expresién de ARRB1 se ha
reducido. Estos datos son consistentes con los obtenidos en células HEK 293T y
apoyan un modelo de regulacion de la senalizacion del MC1R en el que la
interaccion de ARRB1 o ARRB2 con el receptor es competitiva, exclusiva y ademas
tiene lugar a niveles fisiologicos de expresion.

A continuacion disefiamos un ensayo para encontrar una evidencia funcional
qgue apoyara este modelo. Para ello, aprovechamos el efecto diferencial que tienen
las dos isoformas de ARRB sobre el acoplamiento del MC1R a la via del AMPc.
Transfectamos células HEK 293T con MC1R y con ARRB1 y/o ARRB2 (Fig. 14B) y
analizamos la producciéon de AMPc dependiente de la activacion del MC1R. Como
ya hemos visto antes, ARRB1 no modifica produccion de este segundo mensajero
mientras que ARRB2 provoca una fuerte reduccidon en su concentracién. Sin
embargo, esta inhibicion de la sintesis de AMPc se revierte de manera significativa
cuando sobreexpresamos a la vez ARRB1 y ARRB2. Esto apoya el modelo
propuesto de interaccion competitiva entre los dos tipos de ARRB por su unién a
MC1R.
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Figura 14. Interaccion competitiva de ARRB1 y ARRB2 con MC1R en condiciones de
silenciamiento génico de las ARRBs. (A) Se transfectaron células HBL que expresan niveles
fisiolégicos de MC1R (marcado con FLAG) con un siARN control y uno especifico para anular la
expresion de ARRB1 y ARRB2. A continuacién se estimularon con NDP-MSH 10" M durante 5 minutos
y se solubilizaron junto con los correspondientes controles sin estimular. Los extractos fueron
inmunoprecipitados con un anticuerpo antiFLAG para retener el MC1R y se determind la presencia de
ARRB2 en el inmunoprecipitado con un anticuerpo comercial especifico (antiARRB2). La correcta

inmunoprecipitacion de MC1R en todas las calles se determind con un anticuerpo antiFLAG. Se

101



comprobd la eficiencia del silenciamiento de ARRB1 y ARRB2 analizando una alicuota del extracto
recién solubilizado con los correspondientes anticuerpos (input). (B) La expresion de ARRB1
contrarresta parcialmente la inhibicién de la sefalizaciéon a través AMPc debida a ARRB2. Células HEK
293T fueron transfectadas con ARRB1 y ARRB2 segun lo indicado y estimuladas durante 30 minutos

con NDP-MSH 107 M, y se determinaron los niveles de AMPc mediante un kit comercial

1.4. Efecto diferencial de ARRB1 y ARRB2 en clones estables de HBL

Muchos de los experimentos descritos hasta el momento se han realizado
mediante transfeccion transitoria de las distintas construcciones en células HEK
293T y células de melanoma humano HBL ligeramente enriquecidas en FLAG-
MC1R. Esta aproximacion podria conducir a artefactos debidos a la sobreexpresion
de las ARRBs que favorecieran interacciones no relevantes a niveles de expresion
mas fisiologicos. Nuestro siguiente objetivo fue estudiar las consecuencias
funcionales de la activacion del MC1R en un modelo constituido por células HBL que
expresan niveles fisiolégicos de receptor y niveles casi fisioldgicos de las distintas
ARRBSs. Para ello, hicimos clones de células HBL que expresan de forma estable
ARRBs marcadas con el epitopo FLAG y seleccionamos aquellos que expresaran
niveles comparables de las distintas isoformas de ARRB (Fig. 15A). Se
seleccionaron dos clones independientes de cada tipo.

Cuando analizamos el acoplamiento funcional de cada uno de estos clones a
la via del AMPc y los comparamos con células HBL control, observamos que los
clones enriquecidos en ARRB1 (HBL-ARRB1) presentaban una mayor produccion
de AMPc dependiente MC1R. Por el contrario, aquellos enriquecidos en ARRB2
(HBL-ARRB2) sufrian una marcada inhibicion en la produccién de AMPc (Fig. 15B).
Estos resultados son consistentes con una situacion basal en donde un incremento
en la proporcion ARRB1/ARRB2 causaria un desplazamiento competitivo de la
ARRB2 promoviendo el acoplamiento funcional del MC1R a la via del AMPc y
disminuyendo la internalizacién (Fig. 15C, columnas en blanco). Por otra parte, el
enriquecimiento en ARRB2 produce la esperada inhibicion de produccion de AMPc
tras estimulacion con el agonista de MC1R.

De acuerdo con la hipétesis propuesta, cuando inhibimos la ARRB1 en el
clon HBL-ARRB1, el indice de internalizacion aumenta con respecto al control. Por
el contrario, HBL-ARRB2 presenta un indice elevado de internalizacién de MC1R
gue no se ve afectado por el silenciamiento de ARRB1 pero si por el de ARRB2, que

lo disminuye significativamente (Fig. 15C). Estos datos, por tanto, también apoyan el
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modelo propuesto de competicion entre ARRB1 y ARRB2 por su unién al MC1R,

demostrando ademas que tiene lugar a niveles de expresion fisioldgicos.

A HBL-ARRB1 HBL-ARRB2
c17 C20 C1 C13
HBL-ARRB1 HBL-ARRB2 Control NDP-MSH - + - + - + - +

Control c17 c20 c1 cq3 Contro

ARRB

—— S — e ——— |
APEP7 | e S s | 72 aPEP7 S 7 OERK | e e e s s s s s |— 43

HBL- HBL-ARRB1 HBL-ARRB2
B HBL- HBL-ARRB1 HBL-ARRB2 c Control Clone 20 Clone 1
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6- p 0,0007 801 I ]
- *** < 0.0001
p 0 0183 ,p=0.0129
.% :S ns
g 8 1
- N g
[} 44 (__B ok
2 * p =0.0022 g , - *** 5 =0.0009
T *p= oooos ! ko) —/
s £
3 2
8 °] 8
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Figura 15. Efecto de ARRB1 y ARRB2 sobre el acoplamiento funcional de MC1R en clones estables de
ARRB. (A) Expresion estable de ARRB1 y ARRB2 en clones de células HBL. Las células fueron
transfectadas con ARRB1 o ARRB2 (marcadas con FLAG en N-terminal y clonadas en pcDNA3) o con
un vector vacio (control) y se seleccionaron clones resistentes a geneticina. Se seleccionaron dos
clones de cada isoforma de ARRB y se analizé la expresion de ARRB1 (panel izquierdo) o ARRB2
(panel central) usando anticuerpos especificos contra la proteina nativa. Como control de carga se
utilizé la expresién de tirosinasa con el anticuerpo especifico antiPEP7. Para comparar los niveles de
expresion relativa de ARRB1 y ARRB2, los extractos se analizaron con un anticuerpo antiFLAG para
detectar simultaneamente ambas isoformas (panel derecho). En este caso, el experimento se llevd a
cabo con células control y estimuladas con NDP-MSH 107 M durante 5 minutos. Se usé ERK como
control de carga. (B) Efecto de la expresion estable de ARRB1 y ARRB2 sobre el acoplamiento
funcional a la via del AMPc. Los clones indicados se estimularon con NDP-MSH 107 M durante 30
minutos, dejando los correspondientes controles sin estimular. Transcurrido este tiempo se
determinaron los niveles de AMPc intracelular con un kit comercial. (C) Analisis de la internalizacién del
MC1R en clones estables de ARRB tras silenciar la expresiéon de ARRB mediante un siARN especifico.
Tras 48 de expresion con el siARN, los clones fueron estimulados con [125I]NDPMSH (10'9 M, 10 cpm)
durante 90 minutos a 37° C. Mediante lavado acido se separé el ligando unido extracelularmente del
internalizado en complejos hormona-receptor. El indice de internalizacion se representa como el

porcentaje de agonista internalizado respecto al total unido).
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1.5. Resumen y modelo propuesto de interaccion diferencial entre MC1R y las
isoformas de ARRB.

Los receptores de clase B unen ambas ARRBs con igual afinidad y forman
complejos estables con una prolongada colocalizacion en vesiculas endociticas.
Nuestros resultados demuestran que el MC1R humano es un GPCR de clase B con
una afinidad comparable por ARRB1 y ARRB2 en condiciones basales. Tras
estimulacion con el agonista, se asocia formando un complejo estable con la ARRB2
en vesiculas endociticas. Hemos visto, ademas, mediante coinmunoprecipitacion y
ensayos funcionales, que existe una clara competicion entre ARRB1 y ARRB2. En
consecuencia, los sitios de unidon para ambas arrestinas deberian estar al menos
parcialmente superpuestos. Hasta donde sabemos, todavia no se han descrito
evidencias directas de un desplazamiento competitivo entre ARRB1 y ARRB2 por su
unién a un mismo GPCR, aunque se ha sugerido esta posibilidad debido a la gran
homologia de su secuencia y su similar plegamiento *'.

Ensayos de microscopia confocal y coinmunoprecipitacion muestran que
MC1R puede unir las distintas isoformas de ARRB en presencia y en ausencia de
agonista. Datos previos de nuestro grupo y de otros investigadores ponen de
manifiesto que el MC1R presenta una elevada actividad constitutiva independiente

de agonista %%,

De este modo, la capacidad del MC1R para adoptar una
conformacion activa en ausencia de un ligando activador podria explicar al menos
parcialmente estas interacciones independientes de agonista. Por otra parte, la
union comparable de las ARRBs al MC1R silvestre y al mutante incapaz de
fosforilarse T308A-T316A sugiere la existencia de una interaccién independiente de
fosforilacion. De acuerdo con esto, la fosforilacion del receptor en residuos de su
extremo C-terminal por las GRKs no parece estrictamente necesario para el
reclutamiento de las ARRBs a la membrana, como ya se ha demostrado para otros
GPCRs *7¢ aunque si puede ser un determinante importante de la estabilidad y el
destino de los complejos. Sin embargo, para otros GPCRs se ha descrito que la
eliminacion de dianas de fosforilacion primarias de GRKs pueden dar lugar a la
aparicion de dianas secundarias que podrian contribuir también al reclutamiento de
las ARRBs. Por lo tanto, aunque parece claro que la fosforilacion de los residuos
Thr308 y Ser316 del MC1R no es requerida para la unién de ARRBs, no podemos
descartar que estén ocurriendo procesos de fosforilacion en otros residuos
secundarios.

También resulta interesante resaltar que la unidén de las ARRBs al receptor

en estado basal no parece conducir a la internalizacion del receptor en ausencia de
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agonista. Nuestros datos sugieren que la interaccién con las ARRBs no es suficiente
para promover la internalizaciéon del MC1R y que pueden existir complejos estables
ARRB-MC1R asociados a la membrana plasmatica de las células melanociticas.
Debido a la alta capacidad de las ARRBs para actuar como sitios de anclaje para
componentes de otras vias de sefnalizacion, estos complejos ARRB-MC1R pueden
tener consecuencias funcionales aun sin caracterizar.

Por otro lado, nuestros resultados demuestran un efecto especifico distintos
para cada isoforma de ARRB en la sefalizacién del receptor. ARRB1 no inhibe el
acoplamiento funcional del MC1R a la via del AMPc ni promueve su internalizacion,
ya sea en presencia o en ausencia de agonista. Por el contrario, ARRB2 si que
reduce la sefializacion del receptor a través de AMPc, y aumenta su internalizacion
dependiente de agonista. La internalizacion tiene lugar a través de la formacion de
vesiculas intracelulares en donde el complejo ARRB2-MC1R puede mantenerse
periodos de tiempo relativamente prolongados. De esta manera, nuestros datos
apoyan el modelo emergente segun el cual, a pesar de su elevada homologia
estructural, las distintas isoformas de ARRB no son funcionalmente redundantes y
pueden llevar a cabo funciones especificas *'***. También es importante resaltar
que ARRB2 no altera el acoplamiento funcional del MC1R a la via de las ERK.
Nuestro grupo ha demostrado previamente que la activacién de ERK dependiente de
MC1R tiene lugar por transactivacion independiente de AMPc del receptor tirosina
quinasa cKIT ™. También se ha demostrado que muchas variantes naturales o
artificiales de MC1R disminuyen el acoplamiento del MC1R a la via del AMPc sin
afectar a la activacién de ERK ¥'. Asi, la activacion de ambas vias de sefializacion
aguas abajo del MC1R probablemente implica un conjunto diferente de proteinas
efectoras, asi como requerimientos estructurales distintos.

El efecto diferencial de ARRB1 y ARRB2 en la sefializacion del MC1R, junto
con su afinidad comparable y la competicién por su union, sugiere la existencia de
dos perfiles funcionales para el MC1R que dependen de los niveles relativos de

expresion de cada isoforma (Esquema 1).
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Esquema 1. Efecto diferencial de ARRB1 y ARRB2 en la sefalizacién del MC1R. En el panel superior
se ilustra una situacion en donde la concentracion de ARRB1 supera la de ARRB2. En el panel inferior

la concentracion de ARRB2 es mayor que la de ARRB1.

Si la concentracion intracelular de ARRB1 es mayor que la de ARRB2 (panel
superior), entonces los complejos ARRB1-MC1R serian mas abundantes que los
complejos ARRB2-MC1R. Esta situacion favoreceria la actividad del receptor, asi
como una desensibilizacibn menos evidente y una internalizacién inhibida. Sin
embargo, si la actividad de ARRB2 es mayor que la de ARRB1 (panel inferior), el
MC1R estaria unido preferencialmente a la isoforma inhibidora y su sefalizacion se
veria disminuida. Esta posibilidad se ve confirmada con nuestros resultados en
clones de células HBL que sobreexpresan ligeramente las distintas isoformas de
ARRB y en donde observamos una marcada diferencia tanto en la produccién de
AMPc como en el indice de internalizaciéon del MC1R en funcién de la isoforma que
se sobreexprese. Es mas, dado el comportamiento de las ARRBs como moléculas
de andamiaje con ligeras diferencias en cuanto a las moléculas a las que se
asocian, los complejos de sefalizacion orquestados por el MC1R pueden ser
diferentes. Todo esto sugiere un nuevo mecanismo de regulacion funcional del
MC1R en el que sera importante, en un futuro, determinar si existen diferencias en la
proporcion ARRB1/ARRB2 en melanocitos humanos que tengan el mismo genotipo

de MC1R pero distinto fenotipo de piel.
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CAPITULO 2

Consecuencias funcionales de la formacion de
complejos MC1R-ARRB






INTRODUCCION

Las ARRBs fueron descubiertas por su papel en la desensibilizacion e

internalizacion de los GPCRs 2

, aunque recientemente se ha demostrado que
también actuan como proteinas de anclaje para miembros de diversas vias de
sefializacion . Una caracteristica importante de las ARRBs es que pueden sufrir
procesos de modificacién postraduccional, frecuentemente como consecuencia de
su interaccién con los GPCRs “. Estas modificaciones, entre las que destacan los
procesos de ubiquitinacion y fosforilacion, podrian modular la amplia variedad de
funciones que se han descrito para ARRB1 y ARRB2.

Los GPCRs pueden seguir varios destinos tras su internalizacién mediada
por ARRBs. En ocasiones, el receptor es reciclado a la membrana plasmatica pero
en otras termina por ser degradado en el lisosoma o el proteasoma. La especificidad
y la estabilidad de los complejos ARRB-GPCR permiten clasificar los receptores en
dos tipos: receptores de clase A y receptores de clase B °. Existen algunos indicios
que han permitido establecer un paralelismo entre esta clasificacion de los
receptores y el patron de ubiquitinacién que inducen en las ARRBs °. Asi, los
receptores de clase A como el receptor adrenérgico B2 (B.AR) y el receptor de
angiotensina Il tipo 1 (AT1aR) inducen una ubiquitinacion transitoria de las ARRBs y
como consecuencia de su rapida deubiquitinacion se disocian rapidamente del
receptor y este se recicla a la membrana plasmatica. Los receptores de clase B
como el receptor de vasopresina V2 (V;R) provocan una ubiquitinacion sostenida de
las ARRBs que conduce a la formaciéon de complejos estables ARRB-GPCR que
pueden permanecer en los endosomas durante periodos de tiempo relativamente
prolongados antes de ser reciclados a la membrana o degradados "® (Esquema 1).
Asi parece claro que la ubiquitinacion de las ARRBs es un proceso determinante
para la internalizacion y el destino de los GPCRs.

En el primer capitulo hemos analizado la interaccion que existe entre el
MC1R vy las principales formas de ARRB expresadas por los melanocitos. También
hemos estudiado las consecuencias de esta asociacion sobre el acoplamiento
funcional del receptor a sus vias de sefnalizacion principales. Nuestros datos han
demostrado que el MC1R humano es un GPCR de clase B con afinidad comparable
por ARRB1 y ARRB2 en condiciones basales. Ademas, resultados previos de
nuestro grupo con un mutante de MC1R carente de lisinas descartan la posible
ubiquitinacion y degradaciéon por el proteasoma de este receptor (Ana B. Pérez.

Tesis Doctoral. Universidad de Murcia, 2011).
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Esquema 1. Papel de la ubiquitinacién en la regulaciéon del trafico de los GPCRs y su
sefializacion °. La union de un agonista a su GPCR conduce a la fosforilacion de diversos residuos de
serina y treonina del extremo C-terminal del receptor. Los GPCRs activados y fosforilados reclutan
entonces a las ARRBs que a su vez traen hacia el complejo la maquinaria de ubiquitinacion. Como
consecuencia, tanto los GPCRs como las ARRBs pueden ubiquitinarse. En mamiferos, la ubiquitinacién
de los GPCRs conduce usualmente a degradaciéon por el lisosoma. La ubiquitinacion de ARRBs
presenta una cinética diferente segun el GPCR implicado. Los GPCRs de clase A inducen una
ubiquitinacién transitoria que media un rapido reciclaje del receptor a la membrana mientras que los

GPCRs de clase B median una ubiquitinacion estable con un reciclaje mas lento.
Teniendo en cuenta estos precedentes, en el presente capitulo

abordamos el estudio y caracterizacion de una posible ubiquitinacion de

ARRBs como consecuencia de la formaciéon del complejo ARRB-MC1R.
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2.1. Las ARRBs se ubiquitinan en presencia de MC1R

Resultados previos de nuestro laboratorio sugerian que el MC1R podria estar
induciendo la ubiquitinacion de las ARRBs (Ana B. Pérez. Tesis Doctoral.
Universidad de Murcia, 2011). Esta modificacion de las proteinas es faciimente
reconocible mediante experimentos de Western blot, ya que suele generar un
conjunto de bandas poco definidas de alto peso molecular aparente (Mr). Para
confirmar esta posibilidad, coexpresamos MC1R y ARRBs y observamos si
aparecian especies de elevado Mr. Transfectamos células HEK 293T con las
distintas isoformas de ARRB nativa y el MC1R marcado con el epitopo FLAG, y
analizamos el perfil electroforético de las ARRBs en presencia y ausencia de MC1R.

La bibliografia existente hasta el las modificaciones

momento sugiere que
postraduccionales de ARRB ocurren como consecuencia de su interaccion con el
receptor activado, por lo que realizamos este experimento en ausencia de agonista y
estimulando el receptor durante distintos tiempos con NDP-MSH, un analogo

estructural de a-MSH que se comporta como agonista superpotente de MC1R.

A

MC1R -+ + + + 4+
MC1R -+ + 4+ 4+ 4+
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ARRB1 + 1+ + + + 4+
. NDP-MSH(min) 0 | 0 2 4 6 10
NDP-MSH (min) 0 2 4 10
-
B B b b 170
- Lo -
170 e o o —— G S } 130 - o
130 — — stee ot B S 100 —
100 — 70 —
70 4 WB: ARRB1 55 — -“-’ WB: ARRB2
55 — .m“ (aARRB1) 40— = = - (aARRB2)
40 — 35— — G S w— —
35 WB: MC1R 35—
25 —| -— e G- > S (aFLAG) WB: MC1R
25— e GIP ene e @GEP | (OFLAG)
- e | VDN WB: ERK2
— — — e el (GERKZ)

sefal relativa ARRB1

0 2 4 6 10
NDP-MSH (107M) (min)

2.0

sefal relativa ARRB2

0.5

0.0
0 2 4 6 10

NDP-MSH (10-7M) (min)

Figura 1. Aparicion de bandas de elevado Mr derivadas de ARRBs en presencia de MC1R.
(A) Células HEK 293T transfectadas con ARRB1 en ausencia y en presencia de MC1R se mantuvieron
3 horas en medio minimo antes de ser estimuladas con NDP-MSH 107 M durante 2, 4, 6 o 10 minutos.
Extractos celulares solubilizados se analizaron mediante transferencia Western con un anticuerpo
especifico contra ARRB1. Se comprobd la correcta expresion de MC1R con un anticuerpo contra el
epitopo FLAG y se empled antiERK2 como control de carga. (B) Mismo experimento que en (A) usando
ARRB2 en lugar de ARRB1. En este caso se utilizé un anticuerpo especifico contra ARRB2. (C) y (D)

Intensidad de las formas de elevado Mr para ARRB1 y ARRB2 respectivamente normalizadas por el
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control de carga y referidas a la sefial obtenida por el complejo ARRB-MC1R sin estimular. Los
resultados obtenidos son la media de 4 experimentos. No se apreciaron diferencias significativas en los

valores obtenidos a los distintos tiempos de estimulacion.

Los resultados obtenidos confirman que en ausencia de MC1R las dos
ARRBs se comportan como hemos descrito anteriormente: ARRB1 da lugar a una
banda mayoritaria de aproximadamente 55 kDa (Fig. 1A) mientras que ARRB2 se
muestra como un doblete de 55 y 40 kDa (Fig. 1B). Cuando las ARRBs se
coexpresan con MC1R aparecen formas de elevado peso Mr. Estas bandas
derivadas de ARRB, que se reconocen con anticuerpos especificos contra estas
proteinas, podrian ser formas poliubiquitinadas de ARRB. Se trata, ademas, de un
fendmeno independiente de agonista puesto que tiene lugar tanto en ausencia como
en presencia de NDP-MSH. En efecto, no existe una variacion significativa en la
intensidad de estas bandas de elevado Mr durante la estimulaciéon del MC1R (Fig.
1C y 1D), incluso estimulaciones de 30 minutos, que es cuando se alcanzan los
niveles maximos de AMPc intracelular (resultados no mostrados).

A continuacion, transfectamos ARRB1 y ARRB2 en melanocitos malignos
HBL que expresan niveles fisiologicos de MC1R, con el fin de comprobar los
resultados anteriores en un entorno mas fisioldgico. En este caso, se expresaron las
ARRBs marcadas con HA en su extremo N-terminal y se analizd6 su perfil
electroforético mediante el uso de un anticuerpo que reconoce especificamente este
epitopo y permite asi detectar ambas isoformas a la vez (Fig. 2A). Al igual que
ocurre en células HEK 293T, en estas células melanociticas también aparecen
formas de Mr elevado derivadas de ARRB, aunque con este anticuerpo el patrén
electroforético parece ligeramente distinto. Esta diferencia aparente sera estudiada
con mas detenimiento mas adelante.

Para confirmar si esta modificacion es dependiente del receptor repetimos el
mismo experimento inhibiendo la expresion del MC1R mediante un siARN
especifico. En este caso, para poder monitorizar el correcto silenciamiento de MC1R
utilizamos células HBL que expresan niveles fisiolégicos de MC1R marcado con el
epitopo FLAG. Transfectamos estas células con las dos isoformas de ARRB
marcadas con el epitopo HA y silenciamos la expresion del receptor mediante el uso
de un siARN especifico para MC1R (y su correspondiente control). Los extractos
celulares se solubilizaron y se analizaron mediante transferencia Western y el uso
de anticuerpos especificos. Comprobamos el correcto silenciamiento de MC1R con
un anticuerpo contra el epitopo FLAG (Fig. 2B, panel medio) y comparamos el

patrén electroforético de las ARRBs con un anticuerpo contra el epitopo HA. Los
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resultados obtenidos muestran que niveles fisiolégicos de MC1R son suficientes
para inducir la expresion de formas de alto Mr de ARRBs y que el silenciamiento de

este receptor abole este fendmeno.

A B ARRB1 + + - -
ARRB2 - - + 4
ARRB1  + - SiARN control -+ - f
ARRB2 - + SiARNMC1IR - + - f
. 170 —
170 — #
100 —
o — WB: ARRB

_ WB: ARRB _ - o G
:_h. o 8 il

35— WB: MC1R
25 _| — (aFLAG)
WB: ERK2
|~ Ll WB: ERK2

Figura 2. Aparicion de bandas de elevado Mr en melanocitos malignos. (A) Analisis mediante
electroforesis y transferencia Western de la expresién de ARRB1 y ARRB2 marcadas con el epitopo HA
en células de melanoma HBL. Para su deteccién se hizo uso de un anticuerpo contra el epitopo HA
localizado en el extremo N-terminal de ambas isoformas de ARRB. (B) Células HBL que expresan
niveles fisiologicos de FLAG-MC1R transfectadas con ARRB1 y ARRB2 y tratadas con siARN control o
especifico de MC1R para silenciar la expresién de este receptor. Se usé un anticuerpo antiHA para
detectar las ARRBSs, un anticuerpo antiFLAG para comprobar el correcto silenciamiento de MC1R y

antiERK2 como control de carga.

Como se ha comentado anteriormente este patron electroforético de bandas
de elevado Mr es tipico de proteinas modificadas por poliubiquitinaciéon. La unién de
una unidad o varias moléculas de ubiquitina a uno o varios residuos de lisina en la
proteina modificada da lugar a un conjunto de formas con distinto grado de
ubiquitinacién y diferente Mr. Las ARRBs tienen en su secuencia entre 31 y 33
residuos de lisina potencialmente ubiquitinables, por lo que nos planteamos la
hipotesis de que estas formas de elevado Mr que detectabamos con los anticuerpos
contra ARRB podrian ser diferentes formas de poliubiquitinacién. Para confirmar
esta idea, realizamos experimentos de inmunoprecipitacién con ARRBs expresadas
en células HEK 293T. Transfectamos estas células con ARRB1 y ARRB2 en
presencia y ausencia de MC1R e inmunoprecipitamos los extractos solubilizados
con un anticuerpo contra ubiquitina. Los inmunoprecipitados fueron analizados para

detectar la presencia de ARRBs (Fig. 3). Observamos que en células que
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coexpresan ARRB y MC1R existe una interaccion entre ubiquitina y ARRB. Cuando
analizamos los resultados con un anticuerpo especifico para cada isoforma de
ARRB vemos que existe una inmunoprecipitacion de las bandas de elevado Mr y
también de la banda unica en el caso de ARRB1 y del doblete en el caso de ARRB2.
Las bandas de mas de 70 kDa se confirman entonces como formas ubiquitinadas de
ARRB que pueden estar formando complejos en los que participaria el MC1R, asi

como formas monoubiquitinadas o sin ubiquitinar.

ARRB1 . 4 ARRB1 + + - - -

ARRB2 + o+ ARRB2 - -+ o+ -
MCIR - + - + +
MCIR - + - + +
! 170 —| . ’
170 —
: 19— B IP: aUb
o al
— « | IP:aUb 70 — .
100 WB: aARRB1 WB: aARRB2
55 —
- O 40 —|
55 — -
L
170 — 170 —
oo — .
= INPUT: aARRB1 INPUT: aARRB2
100 —
100 —|
70 —
- - ]
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Figura 3. Identificacion de las bandas de elevado Mr como formas poliubiquitinadas de ARRB.
Células HEK 293T transfectadas con ARRB1, ARRB2 y MC1R, segun se indica en la leyenda. Tras la
solubilizacion, los extractos se inmunoprecipitaron con un anticuerpo contra ubiquitina y los
inmunoprecipitados analizados con anticuerpos especificos contra ARRB1 (panel izquierdo) y ARRB2

(panel derecho).

MC1R pertenece a una pequefia subfamilia de GPCRs que consta de otros 4
miembros (MC2R-MC5R). Todos ellos muestran una homologia del 40-60% y se

% Difieren, sin embargo, en su

acoplan positivamente a la cascada del AMPc
afinidad por las distintas MCs y por péptidos antagonistas enddgenos. Para
determinar si el efecto inductor de la ubiquitinacién de las ARRBs era exclusivo del
MC1R o una caracteristica compartida por todos los miembros de la subfamilia de
MCRs coexpresamos en células HEK 293T las dos isoformas de ARRB con los
distintos MCRs, y comparamos su capacidad de inducir la aparicion de bandas de
elevado Mr con la del MC1R. Debido a que los MCRs estaban marcados con el
epitopo HA, se utilizaron para este experimento unas construcciones de ARRB
marcadas con el epitopo FLAG (Fig. 4A y 4B). Los resultados obtenidos muestran

qgue en las condiciones experimentales empleadas, todos los miembros de la familia
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de los MCRs, salvo MC4R, son capaces de inducir la ubiquitinacion de ARRB2,
mientras que tan solo MC1R y MC3R tienen este efecto sobre la ARRB1. No
obstante, debido a la baja eficiencia de expresion de MC4R, que apenas fue
detectable en Western blot, no podemos sacar ninguna conclusién fiable en relacion

a capacidad de este receptor de inducir la ubiquitinacion de las ARRBs.

A
VRS ] 5 MCRs - 1 2 3
- ARRB2 + + + o+ o+ o+
ARRB1 + + +
[ 170 —
170 —] - 130 —
130 — 198 ]
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] : 55 —! @ P WB: ARRB2
70 (¢ARRB1) -l —t. 1
es | Sl 40 | o o— o s s | (LARRB2)
40 —| S
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4518— & ENEI:_XIS;R 40 —] - | WB:MCIR
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Figura 4. Efecto de otros receptores de la familia de los MCRs sobre la ubiquitinacién de las
ARRBs. ARRB1 (A) y ARRB2 (B) se coexpresan en células HEK 293T con los cinco miembros de la
familia de receptores de MCs. Las células se solubilizaron y los extractos se analizaron mediante
transfererencia Western. Las ARRBs se revelaron con un anticuerpo antiFLAG, los distintos receptores

con un anticuerpo antiHA y utilizamos antiERK2 como control de carga.

2.2. Relacién entre el estado funcional del MC1R y la ubiquitinacion de ARRB
dependiente de MC1R

MC1R es un gen altamente polimérfico, con mas de 200 variantes alélicas
localizadas en su regién codificante . Algunas de estas variantes son formas con
funcién disminuida, aunque los mecanismos moleculares y el grado de su disfuncién
aun no se conocen por completo. Se han realizado estudios que demuestran la
asociacion de algunos de estos polimorfismos con un fenotipo de pelo rojizo, piel

12,13

clara, escasa capacidad de bronceado y elevada probabilidad de desarrollar

melanoma u otros tipos de cancer de piel ™. Por esto, a este fenotipo se le
denomina RHC (Red Hair Colour, pelo color rojizo). Las variantes de MC1R de
mayor penetrancia para el fenotipo RHC se denominan alelos “tipo R”, e incluyen las
variantes R151C, R160W y D294H. Otras variantes, como V60L y V92M, tienen una
asociacion mas débil con el fenotipo RHC y se denominan alelos “tipo r” *°.

Los resultados que hemos obtenido hasta el momento indican que el MC1R

es capaz de inducir la poliubiquitinacion tanto de la isoforma funcionalmente neutra
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ARRB1, como de la isoforma inhibidora ARRB2. También hemos visto que esta
ubiquitinacion tiene lugar incluso en ausencia de agonista, lo que podria relacionarse
con la elevada actividad constitutiva que posee el MC1R. Por esta razén, nos
planteamos averiguar si existe una relacion entre el estado funcional del receptor y
su capacidad para inducir la ubiquitinacion de las ARRBs. Elegimos un panel de 11
variantes de MC1R con diferente potencial de sefializacion, desde formas
hiperactivas como E94K '* hasta mutantes con pérdida total de funciéon como S41F,
L93R, R162P y C289R '8  Analizamos también algunas variantes “tipo r’: V60L
y V92M, y los principales alelos “tipo R”: R151C, 1155T, R160W y D294H (tabla 1).
Sobreexpresamos estos mutantes con las dos isoformas de ARRB, solubilizamos las
células con detergente no id6nico y analizamos mediante electroforesis y
transferencia Western la aparicion de bandas de elevado Mr. Utilizamos en este

caso las ARRBs marcadas con un epitopo 3xHA (Fig. 5).

Variante Acoplamiento Expresic?n' en Observaciones
AMPc superficie

S41F nulo / indetectable reducida retenido en RE
V60L reducido e? tipor

VI2M ligeramente reducido normal tipor

L93R nulo / indetectable

E94K hiperativo

R151C reducido reducida tipo R

1155T reducida reducida tipo R
R160W reducido reducida tipo R
R162P nulo / indetectable normal incapaz unir agonista
C289R nulo / indetectable normal incapaz unir agonista
D294H reducido incrementada Incapaz iﬁ)(i)néemalizar,

Tabla 1. Seleccion de 11 variantes naturales de MC1R asociadas al fenotipo RHC y/o con
potencial de senalizacién via AMPc alterado respecto del MC1R silvestre. A excepcién del mutante
E94K que corresponde a una forma hiperactiva del receptor, es resto de mutantes presenta una

pérdida parcial o total de su capacidad de acoplamiento a la cascada del AMPc.

Al analizar los resultados observamos que los mutantes caracterizados por
pérdida total de funcion (S41F, L93R, R162P y C289R) no son capaces de inducir la
poliubiquitinacién de ninguna de las dos isoformas de ARRB. Existe una fuerte
disminucion de las bandas de elevado Mr cuando se expresan las ARRBs con

cualquiera de estas variantes hasta hacer las formas poliubiquitinadas practicamente
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indetectables. Lo mismo ocurre en presencia del mutante D294H, una variante de
MC1R con elevada pérdida de funcion (actividad residual <25%) y resistente a
internalizacion '°. El resto de variantes incluidas en el ensayo (a excepcion de E94K,
que es una forma hiperactiva) también presentan una perdida parcial de funcién y
una menor capacidad de estimular la sintesis de AMPc '°. Estas variantes si son
capaces de inducir la ubiquitinacién de las ARRBs aunque lo hacen de una manera
menos efectiva que el MC1R silvestre o el mutante hiperactivo E9Q4K. Por otro lado,
es importante destacar que estos resultados son mas evidentes para la ARRB2 que
para la ARRB1.

Por tanto, nuestros resultados apoyan la existencia de una correlacién entre
la capacidad del MC1R para acoplarse a la via del AMPc y la estimulacion de la

poliubiquitinacién de las ARRBs.

ARRB1 ARRB2
L L So v @33 %I L 4 Soe v e 3% EZZ
E T8 8§33 L2 38¢e g g E 3T 83 8§93 35 8 ¢ g 3
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WB: ARRBs | ‘
(aHA)
E, o — O = N e e — | as:-q
v -_— - WB: MC1R
MDD I OEIEICIED WD ((FLAC) | o o s s s o o s s o

e —— WB:aERK2|_,_,_____.-......-|

Figura 5. Capacidad de variantes de MC1R con diferente potencial de sefalizacién para
inducir la ubiquitinacion de ARRB1 y ARRB2. Células HEK 293T se transfectaron con ARRB1 (panel
izquierdo), ARRB2 (panel derecho) marcadas con el epitopo HA y un panel de 11 mutantes de MC1R
marcados con FLAG. Analisis por transferencia Western y anticuerpo especifico contra el epitopo HA
del perfil de bandas de elevado Mr. En verde se marcan los alelos con pérdida total de funcién y el
mutante D294H con una sefalizacién minima. La correcta expresion de cada uno de los receptores se

determino con un anticuerpo antiFLAG. Se utilizé antiERK2 como control de carga del experimento.

Con el propodsito de confirmar la existencia de esta relacién, realizamos un
nuevo experimento en presencia de mutantes truncados de MC1R que exhiben
distinta capacidad para estimular la via de sefalizacion del AMPc. Datos previos de
nuestro grupo de investigacion han demostrado que el extremo carboxilo terminal
del MC1R es necesario para su correcta sefializacion ?°. Se crearon una serie de
mutantes de MC1R con deleciones progresivamente mayores del extremo C-
terminal denominados A1, A3, A5 y ATM7. En esta serie de mutantes, A1 carece del
ultimo aminoacido C-terminal, A3 y A5 de los Uultimos 3 y 5 residuos,

respectivamente, y ATM7 carece de la ultima hélice transmembrana y el extremo C-
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terminal citosélico completo. Es importante resaltar que estos mutantes sufren una
pérdida de funcién progresiva seguin el numero de residuos que han perdido. Asi, la
eliminacion del residuo terminal de triptéfano (en A1) no tiene efectos detectables
sobre los niveles de AMPc tras estimulacion con el agonista. Por el contrario, la
eliminacion del tripéptido terminal *'*CSW*'" (en A3) reduce en mas de un 50% la
produccion maxima de AMPc y la pérdida del pentapéptido *"*LTCSW?*"" (en A5) o
de la dltima hélice transmembrana 7 (en ATM7) conducen a una pérdida total de

funcion %°

. En base a esta correlacion entre la pérdida de aminoacidos por el
extremo C-terminal y su capacidad de sefalizacién, consideramos que se trataba de
un buen modelo para corroborar la relacion que hemos sugerido con anterioridad
entre el estado funcional del MC1R y su capacidad para inducir la poliubiquitinacion
de ARRBs.

Con este fin, transfectamos las dos isoformas de ARRB en células HEK 293T
con los mutantes truncados de MC1R y el receptor silvestre y estimamos la
poliubiquitinacion de las ARRBs, observando la aparicion de bandas de elevado Mr
(Fig. 6). Los resultados mostraron que tanto el receptor silvestre como A1 inducen la
formacion de niveles comparables de las formas poliubiquitinadas de ARRB. El
mutante A3, que tiene reducida al 50% la produccién maxima de AMPc en respuesta
a agonistas, también induce, aunque en menor medida, la poliubiquitinacion de
ARRBs. Por su parte las formas truncadas de MC1R, A5 y ATM7, son
completamente ineficientes a la hora de inducir este proceso. De esta forma, se
confirma que MC1R debe ser funcional para inducir la poliubiquitinacion de las
ARRB:s.

ARRB1 ARRB2
MCIR: - WT A1 A3 A5 ATM7 MCTR: - WT A1 43 A5 ATM7
170 — { - 170 —
130 — — - 100 — {
100 i Kk WB: ARRB1 70 — WB: ARRB2
70 (aHA) 5—| e
55 7] 40 —
40 —
35
WB: MC1R gg_ e — | wB:Mmc1R
- - | (GFLAG) — w— (FLAG)
— — —— | \NB: qERK2 - o v sl VWB: 0ERK2

Figura 6. Capacidad de mutantes truncados de MC1R para inducir la ubiquitinaciéon de
ARRBs. Se solubilizaron células HEK 293T cotransfectadas con ARRB1 (panel izquierdo) o ARRB2
(panel derecho), ambas marcadas con HA en N-terminal, con el MC1R marcado con el epitopo FLAG y
4 mutantes truncados de MC1R con diferente extension de su extremo C-terminal. El perfil de bandas

ubiquitinadas se analizé con un anticuerpo antiHA y la correcta expresion de MC1R se determiné con
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un anticuerpo antiFLAG, Los mutantes A1 y A3 carecen de este epitopo por lo que no pueden ser

detectados por esta via. Como control de carga del experimento se utilizé antiERK2.

Los resultados obtenidos no permiten distinguir si la poliubiquitinacion de
ARRB2 es dependiente de segundo mensajero y se explicaria por la actividad
constitutiva de MC1R nativo o, alternativamente, si el proceso es independiente de
segundo mensajero y se debe a un cambio conformacional en ARRB2 inducido por
la formacién de un complejo MC1R-ARRB2 que solo es posible cuando el MC1R
posee una conformacion nativa. Para distinguir entre estas dos posibilidades
estudiamos la poliubiquitinacion de ARRB2 en presencia de un inductor potente de
la cascada del AMPc, la forskolina (FSK) (Fig. 7).
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Figura 7. Poliubiquitinacion de ARRB2 en presencia del inductor de la adenilato ciclasa
forskolina (FSK). (A) Celulas HEK 293T transfectadas con MC1R y estimuladas 30 min con NDP-MSH
10" Mo FSK 10° M y analizadas con un kit comercial para determinal el nivel intracelular de AMPc. (B)
Células HEK 293T transfectadas con ARRB2 marcada con HA en N-terminal y con FLAG-MC1R y
estimuladas con forskolina (FSK) 10° M durante 30 minutos. Se usaron los anticuerpos antiHA y

antiARRB2 para analizar su perfil electroforético y antiERK2 como control de carga del experimento.

La FSK estimula la actividad de la adenilato ciclasa y provoca un aumento
del nivel de AMPc intracelular que es independiente de la activacion del MC1R (Fig.
7A). Coexpresamos ARRB2 (marcada con HA en N-terminal) y MC1R en células
HEK 293T y observamos si tenia lugar la aparicion de algun cambio en el perfil de
bandas de poliubiquitinacion cuando afiadimos FSK al medio (Fig. 7B). Los
resultados obtenidos muestran que no existen diferencias significativas entre las

células tratadas con FSK, que tienen estimulada la adenilato ciclasa, y las células
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sin estimular con niveles fisiolégicos de AMPc. Esto sugiere que la poliubiquitinacion
de ARRB2 es independiente de segundo mensajero y se debe por tanto a la

actividad constitutiva del MC1R nativo.

2.3. La ubiquitinacion de ARRB2 dependiente de MC1R tiene lugar en el
dominio C-terminal de ARRB2.

Los resultados descritos hasta este punto apoyan un modelo en el que las
ARRBs sufren un proceso de poliubiquitinacién dependiente de MC1R con una
conformacion nativa pero independiente de la estimulacién del receptor o de
segundo mensajero, ya que tiene lugar incluso en ausencia de agonista. Es
interesante resaltar que, en el caso de la isoforma ARRB2, el perfil de bandas de
elevado Mr que se obtiene como consecuencia de la poliubiquitinacion varia de
manera significativa en funcién del anticuerpo que estemos utilizando para detectar
ARRB2 (Fig. 8). Asi, el anticuerpo comercial especifico antiARRB2 reconoce formas
poliubiquitinadas con un tamafo superior a 100 kDa, asi como un péptido de
aproximadamente 31 kDa que, al igual que la poliubiquitinacion, solo aparece en
presencia de MC1R (del que hablaremos en profundidad mas adelante). Por el
contrario, este anticuerpo no es capaz de reconocer especies con un tamafo
comprendido entre 70 y 100 kDa que si son reconocidas por el anticuerpo antiHA
(cuyo epitopo se localiza en el extremo N-terminal de la ARRB2). Este ultimo
anticuerpo no reconoce el péptido de 31 kDa. Estas observaciones se explican
porgue cada anticuerpo reconoce epitopos distintos dentro de la proteina y, ademas,
sugieren la existencia de un fendmeno de degradacion parcial de ARRB2
ubiquitinada que conduciria a un conjunto de especies poliubiquitinadas de ARRB2
de diferente tamafio.

Este fendmeno, junto con el hecho de que solamente ARRB2, pero no
ARRBH1, participe en el proceso de internalizacion del MC1R activado y el papel que
la ubiquitinacion de ARRBs parece jugar en el proceso de internalizacion de otros
GPCRs, nos condujo a abordar la localizacién de las posibles dianas de

ubiquitinacion y protedlisis de la ARRB2 humana.
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Figura 8. Comparacion del perfil electroforético obtenido con dos anticuerpos distintos que
reconocen ARRB2, a partir de extractos de células HEK 293T transfectadas con ARRB2 y MC1R y
analizadas mediante transferencia Western. En el panel de la izquierda se usa un anticuerpo antiHA
contra el extremo N-terminal. En el panel de la derecha se usa un anticuerpo especifico que reconoce
el extremo C-terminal de ARRB2, y la flecha indica la posiciéon del péptido de 31 kDa reconocido por

este anticuerpo.

Como ya se comentd en la introduccion de esta memoria, la ARRB2 que
expresan los melanocitos es una proteina de 409 aminoacidos, que se organizan en
23 hojas B antiparalelas y una hélice a. Estas estructuras secundarias se agrupan a
su vez formando dos dominios (N y C) que se encuentran unidos por una region muy

flexible denominada regioén bisagra o “hinge” '

. Esta estructura es muy importante
en el proceso de activacion de la ARRB2 (esquema 2) ya que, cuando esto ocurre,
la region bisagra flexible permite que ambos dominios se muevan uno con respecto
al otro y la ARRB2 pase a adoptar una conformacion laxa que le va a permitir
interaccionar con diferentes proteinas efectoras encargadas de organizar respuestas

complejas.

© Agonista

GPCR

Cambio conformacional
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Esquema 2. Activacion y cambio conformacional de ARRB. La unién al GPCR provoca un
cambio conformacional en las ARRBs que permite su activacion. El extremo C-terminal, que se
encuentra plegado sobre el dominio N en estado basal, se libera tras unién al GPCR y permite la
adopcion de una conformacion abierta que deja expuesto los dominios de unién a clatrina y AP2,

localizados ambos en este extremo C-terminal.

Ademas, durante este proceso, la ultima hoja B, que se encontraba en
estrecho contacto con el dominio N, se libera contribuyendo a la activacion de la
proteina (esquema 2).

Debido a la importancia que tienen los dos dominios de la ARRB2 en su
estado de activacion y como aproximacién para caracterizar los residuos diana de la
ubiquitinaciéon, nos propusimos analizar si los procesos antes descritos de
poliubiquitinacién y protedlisis ocurrian de manera preferencial en alguno de los dos
dominios de la molécula. Para ello construimos una serie de mutantes truncados de
ARRB2 en los que, por mutagénesis dirigida (ver seccion MATERIALES Y
METODOS), eliminamos parte de su secuencia, tanto por el extremo N como por el
C terminal. Obtuvimos un mutante carente de los primeros 106 aminoacidos
denominado INI-R107, y cuatro mutantes interrumpidos después de los residuos
Arg286, Arg357, Thr382 y Arg393, que denominamos R286*, R357*, T382* y R393*,
respectivamente (Esquema 3). Todas estas formas truncadas de ARRB2, con
excepcion de INI-107, presentan un epitopo 3xHA inmediatamente después de la
metionina inicial, de modo que pueden ser reconocidas por el anticuerpo monoclonal
antiHA.

Una vez construidos, expresamos estos mutantes truncados junto al MC1R
en células HEK 293T y analizamos el perfil electroforético que se obtiene con los
anticuerpos antiHA y antiARRB2 (Fig. 9A). Los resultados mostraron que el perfil de
bandas poliubiquitinadas que aparecia con antiARRB2 era al menos igual de intenso
para los mutantes INI-R107, T382* y R393* que para la ARRB2 silvestre. Ademas, el
doblete de menor Mr si era detectado eficientemente y mostraba el Mr esperado,
con una disminucion respecto a ARRB2 nativa consistente con el tamafo de la
delecion. Este anticuerpo, sin embargo, no reconocia ninguna forma derivada de los
mutantes R286* y R357*. Esta ausencia de senal puede explicarse bien por una
expresion muy poco eficiente de estas formas delecionadas, quizas como
consecuencia de una pérdida de estabilidad de las proteinas truncadas, debido a
que les falta gran parte de su secuencia proteica. Alternativamente, las formas
delecionadas R286* y R357* podrian haber perdido la zona donde se localiza el
epitopo que reconoce el anticuerpo antiARRB2. Para distinguir entre estas dos

posibilidades analizamos las mismas muestras con el anticuerpo antiHA vy
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observamos que este anticuerpo si que detectaba estos dos mutantes truncados
(Fig. 9A y 9B). Esta observacion nos permitid, por un lado, confirmar la correcta
expresién de estos dos truncados y, por otro, situar el epitopo reconocido por el
anticuerpo antiARRB2 entre lo residuos Arg357 y Thr382. El analisis de las formas
de elevado Mr nos mostré que los truncados R286* y R357*, a diferencia de la
ARRB2 silvestre y de los truncados T382* y R393*, no son capaces de
poliubiquitinarse, o al menos no lo hacen con tanta eficiencia. Estos datos sugieren
que la poliubiquitinacion de ARRB2 esta teniendo lugar preferentemente en el
dominio C-terminal de la proteina. Una explicacién alternativa, basada en la
posibilidad de que R286* y R357* hubieran perdido la capacidad de interaccionar
con MC1R, puede descartarse en base a resultados experimentales que se

describiran mas adelante.
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Figura 9. Localizacion del epitopo de ARRB2 reconocido por el anticuerpo monoclonal
comercial antiARRB2 e identificacién de la zona C-terminal como diana preferencial de ubiquitinacién.
(A) Por transfeccion en células HEK 293T de una serie de mutantes truncados de ARRB2 en presencia
de MC1R, seguida de solubilizacién y transferencia Western, se detectdé la ARRB2 silvestre y sus
formas truncadas y ubiquitinadas con dos anticuerpos distintos: antiHA y antiARRB2. (B) Mismo
experimento que en (A), disminuyendo la cantidad de proteina total para no saturar la imagen obtenida

con el anticuerpo antiHA.

La expresion de estos mutantes truncados nos da informacion adicional
acerca del doblete que se observa cuando expresamos ARRB2. En un primer
momento, nos planteamos la posibilidad de que la banda inferior del doblete fuera
producto de una protedlisis especifica de ARRB2. Sin embargo, el hecho de que

este doblete de bandas aparezca también con los distintos mutante truncados y que,
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las dos bandas que lo forman sean reconocidas por antiHA y antiARRB2 nos indica
que se trata de formas que conservan los extremos N y C terminales. Lo que si
podemos asociar a una protedlisis especifica de ARRB2 es un pequefio fragmento
de 31 kDa que se reconoce solo con el anticuerpo antiARRB2 y se debe
corresponder por tanto a una parte C-terminal de la proteina. Analizaremos la
aparicion de este fragmento de protedlisis, asi como la relacién entre las dos bandas
del doblete, en apartados posteriores.

Por otro lado, con el fin de facilitar la visualizacién de las regiones que se
conservan en los distintos mutantes truncados y, por tanto, la interpretacion de los
resultados, representamos en el esquema 3 un modelo lineal de ARRB2, en el que
destacamos los motivos mas importantes de su secuencia, asi como la localizacién
y extension de sus estructuras secundarias. Podemos ver cémo las 23 hojas B se
distribuyen a lo largo de toda la longitud de la molécula y también la localizacion
exacta del “lariat loop”, la regién bisagra y los motivos de unién a clatrina y adaptina.
Como podemos ver en el esquema 3, los truncados R286* y R357* han perdido los
dominios de union a clatrina y AP-2. También se indica la zona de union de los dos
anticuerpos utilizados y los residuos que definen los extremos de los mutantes
truncados que hemos resaltado en gris (truncado carente del extremo N-terminal) y

rojo (truncados carentes del C-terminal).
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Esquema 3. Representacion lineal de la secuencia de ARRB2. Las distintas hojas B se han
numerado del 1 al 23 y resaltado en diferentes colores. La hélice a, localizada entre las hebras 7 y 8, se
ha denominado como “a” y se han localizado la posicién del “lariat loop”, la region bisagra y los
dominios de unién a clatrina y adaptina. Los aminoacidos implicados en la formacion del ndcleo polar
se destacan en azul y los limites de los mutantes truncados en rojo. Los residuos de lisina mutados se
han marcado en negro. Se representa ademas la zona de reconocimiento de los anticuerpo antiHA y

antiARRB2.
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Puesto que sabemos que la poliubiquitinacion de ARRB2 es dependiente de
MC1R, nos cuestionamos si la falta de ubiquitinaciéon de estos truncados se debia a
una pérdida de la capacidad de interaccionar fisicamente con el MC1R. Para
estudiar esta posibilidad, disefiamos una serie de experimentos destinados a
determinar tanto su interaccién con el MC1R como su capacidad de inducir la
desensibilizacion del receptor.

Mediante ensayos de coinmunoprecipitacion en extractos de células HEK
293T transfectadas analizamos la capacidad de los mutantes truncados de
interaccionar con el MC1R en situacién basal. Para ello, transfectamos las distintas
construcciones truncadas de ARRB2 con el receptor y, tras privar a las células de

suero y factores de crecimiento durante 3h,

solubilizamos los extractos e

inmunoprecipitamos el MC1R con un anticuerpo antiFLAG (Fig. 10A).
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Figura 10. Capacidad de los mutantes truncados de ARRB2 de interaccionar con el MC1R y
modular su desensibilizacidn y posterior internalizacion. (A) Células HEK 293T fueron transfectadas con
ARRB2 silvestre marcada con HA en N-terminal o los distintos mutantes truncados (también marcados
con HA, excepto INI-R107) en presencia y ausencia de FLAG-MC1R. Tras solubilizacion, se
inmunoprecipité el MC1R con un anticuerpo antiFLAG y se analizé la presencia de las distintas formas
de ARRB2 coinmunoprecipitadas con los anticuerpos antiHA y antiARRB2 (panel izquierdo). El
anticuerpo antiFLAG se utilizd para comprobar la correcta inmunoprecipitacion del MC1R. El input
correspondiente se muestra en el panel derecho. (B) Determinacion del nivel de AMPc intracelular en

células HEK 293T transfectadas con las mismas construcciones que en (A). Tras ser mantenidas al
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menos 3 horas en ausencia de suero bovino fetal, las células se estimularon con NDP-MSH 107 M
durante 30 minutos y se lisaron con HCI 0,1 N para determinar la concentraciéon de AMPc con un kit
comercial. (C) Determinacion del indice de internalizaciéon de MC1R en células transfectadas como en
(B). La cantidad de ligando unido al receptor e internalizado se determin6é mediante lavados acidos y el
indice de internalizacién se calcul6 como el porcentaje de agonista internalizado respecto del total

unido.

El analisis con antiHA y antiARRB2 de los inmunoprecipitados demostré que
todos los mutantes coinmunoprecipitaban con MC1R de forma comparable a la
ARRB?2 silvestre, descartando por tanto que la pérdida de parte de la secuencia
afecte a la capacidad de interaccion de R286* o R357* con el receptor. Una vez
confirmada la correcta interaccion de todos los mutantes truncados con el MC1R,
determinamos la capacidad de cada uno de ellos de inducir su desensibilizacion y
posterior internalizacion. Para ello, volvimos a coexpresar los mutantes con MC1R y
medimos en sendos ensayos el aumento de AMPc intracelular derivado de la
activacion del MC1R (Fig. 10B) y el indice de internalizacion del mismo (Fig. 10C).

El andlisis de la capacidad que tienen los mutantes truncados para
desacoplar al MC1R de la via de sefializacion del AMP demuestra que existe una
aparente pérdida progresiva de esta capacidad conforme eliminamos una extension
cada vez mayor de secuencia en el extremo C-terminal. La representacion
tridimensional de los mutantes truncados R393* (Fig. 11A), T382* y R357* (Fig.
11B) nos muestra que estas formas han perdido la dltima hoja B, aunque aun
mantienen la zona de unién al MC1R asi como la mayor parte de su secuencia. El
residuo Arg286 se localiza en el “lariat loop” de manera que la proteina truncada
R286* ha perdido las tres ultimas hojas B asi como tres de los residuos que forman
el nucleo polar (muy importante en el proceso de activacion de la ARRB2) (Fig.
11C). La pérdida de todos estos determinantes puede ser la causa de la actividad
disminuida de esta forma truncada. Se conserva, sin embargo, la zona de unién al
MC1R, ya que existe una correcta interacciéon entre las dos proteinas como
muestran los ensayos de coinmunoprecipitacién. EI mutante INI-R107 (Fig. 11D)
pierde los primeros 106 aminoacidos que corresponden a las primeras 7 hojas B y la
unica hélice a de la ARRB2. Esta hélice esta descrita como un punto de anclaje
adicional y reversible a la membrana plasmatica. Debido a esto, es posible que INI-
R107 no sea capaz de desplazar de forma eficiente la unién de la proteina G al
MC1R vy, por tanto, no induzca la desensibilizacion ni la internalizacién del receptor.
Al igual que el resto de mutantes truncados, mantiene gran parte de la estructura
denominada “silla de montar’, encargada de unir los GPCRs, por lo que la
interaccion con MC1R no se ve afectada 2. Sin embargo, cuando analizamos su

efecto sobre el indice de internalizacion del MC1R, vemos que este disminuye de
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manera significativa, incluso por debajo de los niveles observados cuando no hay
sobreexpresion de ARRB2, sugiriendo que este mutante truncado se esta
comportando como un dominante negativo de internalizacién, desplazando incluso la
union de la ARRB2 enddgena.

Un aspecto resenable de la estructura y funcién de estos mutantes truncados
es el hecho de que algunos de ellos, como R382*, que ha perdido el dominio de
unidon a AP-2, o R357*, que. ademas del dominio de unién a AP2, ha perdido
también el de unién a clatrina, sean capaces de inducir la internalizacion del MC1R
con un indice comparable al de ARRB2 silvestre (Fig. 10C). Estos datos sugieren
que la internalizacion del MC1R inducida por ARRB2 seria un proceso
independiente de clatrina y AP-2. Este tipo de internalizacion no es muy frecuente,
pero se ha descrito previamente por otros investigadores como explicacién para la
internalizacion constitutiva independiente de agonista de algunos GPCRs como el
B.AR %,
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Figura 11. Representacion tridimensional de la estructura de los mutantes truncados de
ARRB2 utilizando como modelo la secuencia de la ARRB2 bovina y el programa Swiss Pdbviewer
(entrada PDB 3P2D). (A) Mutante truncado R393*. Conserva la ultima hoja 8 y ha perdido el extremo
C-terminal flexible. (B) mutantes R357* y T382*. Han perdido tanto la ultima hoja B como el extremo C-
terminal flexible. (C) Mutante R286*. Se corta a mitad del “lariat loop”. Pierde las ultimas 5 hojas B. (D)

Mutante INI-R107. Carece del extremo N-terminal. Ha perdido la hélice a y las primeras 7 hojas (3.

2.4. Caracterizacion de los residuos implicados en la poliubiquitinacion y
protedlisis de ARRB2.

Los datos expuestos en el apartado anterior sugieren que la deficiente
ubiquitinacion observada en alguna de las formas de ARRB2 truncadas no se
explica por su incapacidad de interaccionar con el MC1R. Por tanto, nuestros

resultados indican que la poliubiquitinacion de ARRB2 esta teniendo Ilugar
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preferentemente en el dominio C-terminal de la proteina. También hemos
encontrado pruebas de la existencia de un fendmeno de protedlisis de ARRB2,
inducido por MC1R, que da lugar a formas parcialmente degradadas de ARRB2
poliubiquitinada que han perdido el extremo C-terminal. Por ello, nuestro siguiente
objetivo fue tratar de identificar los residuos implicados en estos procesos de
poliubiquitinacion y protedlisis.

La ubiquitinacidon de las proteinas es una modificacion postraduccional que
tiene lugar en residuos de lisina. Previamente, otros grupos de investigacion han
mapeado estas dianas para las isoformas de ARRB2 bovina y de rata y han
localizado distintos residuos en funcién de qué ortdlogo se trate (a pesar de existir
una gran homologia entre ellas) y de qué GPCR la reclute. Asi, ARRB2 de rata se
ubiquitina mayoritariamente en los residuos contiguos Lys11 y Lys12 cuando se
coexpresa con AT1,R. Esta ubiquitinacion es requerida para la formacion de los
complejos estables AT1,R-ARRB2 que provocan la endocitosis de este receptor 2.
Por otro lado, V2R parece inducir la ubiquitinacién de ARRB2 de rata en los residuos
Lys18, Lys107, Lys108, Lys207 y Lys296 €. Teniendo en cuenta esta informacion y
los mutantes expresados hasta ahora, es posible que la poliubiquitinacién de ARRB2
esté teniendo lugar en mas de un residuo de lisina, localizado, al menos uno de
ellos, en una posicién posterior a Arg286.

Con el fin de identificar estos residuos susceptibles de unir ubiquitina y
utilizando la informacion proporcionada por la base de datos online CPLM
(Compendium of Protein Lysine Modification) y el programa de prediccion “online”
CKSAAP_UDBSITE, construimos una bateria de mutantes de ARRB2 en los que
mutamos distintos residuos de lisina a arginina perdiendo asi la capacidad de unir
ubiquitina en posiciones determinadas. Elegimos los residuos Lys293, Lys295,
Lys308, Lys397 y Lys400 por tener una elevada probabilidad de ser ubiquitinados
segun las predicciones teodricas proporcionadas por los programas arriba
mencionados. Ademas, también mutamos las lisinas Lys313, Lys325, Lys327 y
Lys348, completando asi la totalidad de los residuos de lisina presentes en el
dominio C de ARRB2. Dado que consideramos muy posible que la ubiquitinacién no
se restrinja a un unico residuo de ARRB2, construimos los mutantes dobles
K293/295R, K325/327R y K397/400R, y el cuadruple mutante K293/295/397/400R
(denominado QM).

Una vez obtenidos estos mutantes puntuales, los coexpresamos con MC1R y
analizamos su patron de poliubiquitinacion. El analisis de los resultados mostré que
la poliubiquitinacion de ARRB2 mediada por MC1R no se ve afectada en los
mutantes K308R, K313R, K348R, K397R, K293/295 y K325/327R. Por el contrario,
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si se observa una fuerte reduccion de las especies poliubiquitinadas de elevado Mr
en los mutantes K400R y K397/400R (Fig. 12A). Lo mismo ocurre cuando
analizamos el patrén de poliubiquitinacion del mutante cuadruple en las mismas
condiciones anteriores (Fig. 12B). En conjunto, todos estos resultados sefalan al
residuo Lys400 como probable diana principal de ubiquitinacion de ARRB2. Sin
embargo, tal y como habiamos planteado al principio, podrian existir otras dianas de
poliubiquitinacién secundarias, ya que no parecen eliminarse completamente las

formas de Mr elevado.
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Figura 12. Ubiquitinacion mediada por MC1R de diversos mutantes de Lys de ARRB2. (A) Se
han mutado todos los residuos de lisina localizados en dominio C de ARRB2 y se han coexpresado
junto con MC1R para analizar la apariciéon de bandas de poliubiquitinacion de ARRB2 con un
anticuerpo especifico. Se usé un anticuerpo antiFLAG para detectar MC1R y antiERK2 como control de
carga. (B) Células HEK 293T transfectadas con el mutante cuadruple de lisina K293/R295/K397/K400R
y los dos mutantes dobles K293/K295R y K397/K400R, en presencia de MC1R. Analisis de la expresion

de bandas de poliubiquitinacién igual que en (A).
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Finalmente, nos centramos en la caracterizacion del proceso de protedlisis
de ARRB2 poliubiquitinada que da lugar a la aparicién del péptido de 31 kDa en
presencia de MC1R.

2.5. MC1R media la protedlisis especifica de ARRB2 y no de ARRB1.

Como hemos comentado previamente, el MC1R induce la poliubiquitinacion
de ARRB2 que da lugar a diferentes patrones tras transferencia Western segun que
se emplee para su revelado un anticuerpo dirigido contra el extremo N- o contra el
C-terminal. Este reconocimiento especifico por los anticuerpos sugiere que se trata
de productos de protedlisis de ARRB2. Asi, destaca la formacion de un péptido de
31 kDa que solo es reconocido por el anticuerpo antiARRB2, indicando que ha
perdido el extremo N-terminal. Por otro lado, tenemos una multitud de formas
intermedias con un Mr comprendido entre 70 y 100 kDa que son reconocidas
preferencialmente por antiHA, que corresponderian a formas poliubiquitinadas de
ARRB2 que han perdido el extremo C-terminal.

Con el fin de obtener una informaciéon mas detallada de estos procesos de
protedlisis de la ARRB2 como consecuencia de su interaccion con MC1R,
realizamos una prediccién tedrica de posibles puntos de corte en la proteina con el
programa online ProP (ProPeptide cleavage site prediction). Este programa analiza
la secuencia en busca de motivos dibasicos Arg-Lys que puedan ser diana de
proteasas. El resultado de este andlisis nos proporcioné un motivo con alta

probabilidad de ser diana de proteasas en posicion 2°KR?%®

y otro con menor
probabilidad en posicion '®°KR'”. Sabemos por experimentos anteriores que cuando
expresamos el mutante INI-R107 en presencia de MC1R y analizamos el resultado
con antiARRB2 (Fig. 9A y 10A) aparecen dos bandas mayoritarias en su perfil
electroforético. La de mayor tamafio corresponde a la forma truncada derivada de
ARRB2, mientras que la de menor tamano coincide con el péptido de 31 kDa. Esto
sugiere que la protedlisis tiene lugar después del residuo Arg107. Ademas, el hecho
de que la intensidad de este fragmento de 31 kDa sea mayor en el mutante truncado
INI-R107 que en la ARRB2 silvestre nos hace pensar que la pérdida de las primeras
6 hojas B y la hélice a favorece de alguna manera la accesibilidad a esta diana de
protedlisis.

Por otro lado, los datos obtenidos con los mutantes truncados T382* y R393*
(Fig. 9A y 10A) que tienen delecionado parte de su extremo C-terminal, en donde
observamos que el péptido tiene menos de 31 kDa, sugieren que el extremo C-

terminal se mantiene intacto durante esta proteolisis. Para confirmarlo, construimos
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una nueva forma ARRB2 silvestre marcada con el epitopo HA en C-terminal. A
continuacion transfectamos esta forma de ARRB2, a la que denominamos ARRB2-
HA(C), en presencia de MC1R y analizamos la aparicién del péptido de 31 kDa con
un anticuerpo antiHA (Fig. 13). Los resultados mostraron que en células
transfectadas con MC1R y ARRB2-HA(C) aparece un péptido equivalente al
fragmento de 31 kDa aunque con un tamano ligeramente mayor debido a la
presencia del epitopo HA (flecha roja). Esto confirma que la protedlisis de ARRB2 no
afecta al extremo C-terminal. En este mismo ensayo observamos, ademas, la
aparicion de un fragmento de aproximadamente 20 kDa (flecha verde) en células
que expresan la forma de ARRB2 marcada con el epitopo 3xHA en N-terminal y que
podria ser el fragmento correspondiente al dominio N de la molécula (el fragmento
complementario). Todas las evidencias apoyan, por tanto, nuestra hipétesis de que
la ARRB2 sufre un proceso de protedlisis como consecuencia de su interaccién con
el MC1R y que dicha protedlisis tiene lugar en algun residuo localizado en posicion

C-terminal con respecto a Arg107.
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Figura 13. El péptido de 31 kDa mantiene intacto el extremo C-terminal de ARRB2. Células
HEK 293T transfectadas con una construccion de ARRB2 con el epitopo HA en N-terminal o en C-
terminal, en presencia y ausencia de MC1R. La expresion de ARRB2 y del péptido de 31 kDa derivado
de ella, se analizé con un anticuerpo que reconoce el epitopo HA (panel izquierdo) y con un anticuerpo
especifico antiARRB2 (panel derecho). La flecha azul sefiala el péptido derivado de la construccién de
ARRB2 marcada con HA en N-terminal y la flecha roja el péptido derivado de ARRB2 marcada con HA

en C-terminal. La flecha verde muestra el fragmento complementario de este péptido.

Ademas, teniendo en cuenta la relacion lineal del nUmero de aminoacidos y
el peso molecular de la ARRB2, estimamos que el péptido de 31 kDa podria
corresponder a un fragmento originado por un corte proteolitico en el entorno de la
posicion 170 o uno derivado de ARRB2 monoubiquitinada o diubiquitinada

proteolizado en un residuo posterior a 170, en el entorno de la posicion 240. Por
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esta razén y con el fin de caracterizar el punto de corte que da lugar a la aparicion
del péptido, construimos una serie de mutantes puntuales en donde modificamos,
mediante mutagénesis dirigida, los aminoacidos predichos por el programa PopP
como motivos de alta probabilidad Arg107 (R107N) y Arg286 (R286N). Ademas,
también mutamos el residuo Arg170 (R170N) y las lisinas 78 (K78R), 108 (K108R),
153 (K153Q), 158 (K158Q), 161 (K161Q) y 285 (K285Q). Una vez obtenidos estos
mutantes puntuales, los expresamos en presencia de MC1R y analizamos, mediante
Western blot y el uso de antiARRB2, la aparicién del fragmento de 31 kDa (Fig. 14).
Los resultados muestran que ni la mutacién de los residuos con elevada
probabilidad de ser dianas de protedlisis segun el programa ProP (panel izquierdo),
ni la de Arg170 (panel medio), ni tampoco la de los residuos de lisina localizados en
las posiciones 78, 108, 153, 158, 161 y 285 (panel derecho) modifica la aparicién del
fragmento de 31 kDa. Por otro lado, el hecho de que ninguno de los mutantes
puntuales de las lisinas localizadas a partir de la posicion 240 modifique el tamafo
del péptido (Fig. 12A) no apoya la idea de que este fragmento se corresponda con
un péptido proteolizado en el entorno de 240 y unido a una molécula de ubiquitina.
Por tanto, la hipdtesis mas probable es que el péptido de 31 kDa se genere por un
corte proteolitico en el entorno de la posicion 170, pero distinto de Arg170, que aun

no hemos logrado caracterizar.

ARRB2: WT WT 78 108153 158 161 285

ARRB2: WT R107N R286N ARRB2: WT R170N
MCIR: - + - + - + MCIR: ~+  + MCIR: - + + + + + * *
- - - REZER
170 — 170 — 170 —
130 — —
100 — 100 — 100 —
[ P — 70 —| 70— WB: ARRB2
— = N
55— — e e S 55 — . - 55 — -m (0ARRB2)
40 —| 40 —| 40 —
35— 35— s e 35 — —— - — — —
35 35 35 WB: MC1R
5| = aw 25— W .- 25— N |  (FLAG)

== (=2 (R -

Figura 14. Caracterizacion del sitio de corte responsable de la aparicién del péptido de 31

kDa. Células HEK 293T transfectadas con MC1R y diversos mutantes puntuales de ARRB2 en residuos
con potencialidad para ser dianas de protedlisis. Se utilizé un anticuerpo especifico contra ARRB2 y un

anticuerpo antiFLAG para detectar MC1R y antiERK2 como control de carga.
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2.6. Relacién entre las bandas no poliubiquitinadas de ARRB2

En todos los experimentos de expresion realizados hasta el momento hemos
podido observar que ARRB2 migra como un doblete de bandas de unos 40 y 52
kDa, independientemente de que se coexprese con MC1R o no. La relacion
existente entre estas dos bandas aun no esta clara, por lo que nos propusimos
profundizar en ella. Existen dos mecanismos que pueden explicar la existencia de
estas dos especies de distinto Mr: por un lado, la existencia de un corte proteolitico
en la ARRB2 nativa, en cuyo caso la banda superior seria la nativa y la inferior una
forma parcialmente degradada; y, por otro lado, la existencia de una modificacién
postraduccional que aumentaria el tamafio de la banda inferior, que corresponderia
a la banda nativa.

La primera hipotesis fue descartada desde el principio, ya que al analizar la
expresion de ARRB2 con los anticuerpos antiHA y antiARRB2 (dirigidos contra los
extremos N y C-terminal respectivamente) ambos fueron capaces de reconocer las
dos bandas del doblete (Fig. 8). Esto nos confirmé que mantenian sus extremos N y
C-terminal, de modo que la banda de 40 kDa no podria tratarse de una forma
proteolizada de la de 52 kDa. Por otro lado, el analisis de los mutantes truncados
T382* y R393* (Fig. 9A y 10A) mostr6 que también migran como un doblete,
aunque de menor tamano debido a la pérdida de aminoacidos por su extremo C-
terminal. El hecho de que este doblete se observe también con los dos anticuerpos
descarta que se trate de una protedlisis y nos llevo a desterrar completamente esta
posibilidad.

La otra explicacién para la aparicion del doblete es la existencia de una
modificacion postraduccional en ARRB2. Las modificaciones postraduccionales mas
frecuentes que pueden sufrir las ARRBSs incluyen la ubiquitinacion, la sumoilacién, la
fosforilacion y la S-nitrosilacién. Existen datos en la bibliografia que confirman que
ARRB2 posee una diana de fosforilaciéon primaria en Thr382 25 y, al menos la
isoforma de rata, una diana secundaria en la Ser361 (equivalente a Ser360 humana)
% También se han descrito procesos de S-nitrosilacion de ARRB2 en el ultimo
residuo de su secuencia Cys409 ?’. Sin embargo, estas dos modificaciones han sido
descartadas como responsables de la formacién de la banda de 52 kDa, ya que la
adicion de uno o dos fosfatos o de un grupo nitrosilo no es suficiente para explicar el
cambio de aproximadamente 10 kDa existente entre ambas bandas. Ademas, todos
nuestros experimentos se han llevado a cabo en ausencia de inhibidores de
fosfatasas y, tratamientos con fosfatasa alcalina a 37° C durante 1h no produjeron

ningun cambio en el perfil electroforético de ARRB2 (resultados no mostrados).
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Por esta razén, nos centramos en los procesos de SUMOilacion y
ubiquitinacion, puesto que la adicién de una molécula de SUMO (Small Ubiquitin-like
Modifier, 95 aminoacidos) o una o dos moléculas de ubiquitina (76 aminoacidos) si
explicaria la diferencia en tamafo entre las bandas del doblete. Tanto la
SUMOilacion como la ubiquitinacion son modificaciones postraduccionales que
afectan a residuos de lisina. La informaciéon proporcionada por la base de datos
online CPLM propone los residuos Lys293, Lys295, Lys397 y Lys400 como dianas
de SUMOilacion. Esto se confirmd con el programa de prediccion SUMOplot que
destaca como dianas de elevada probabilidad las lisinas K295, K308 y K400. Sin
embargo, experimentos realizados con mutantes puntuales en donde hemos
sustituido estos residuos de lisina por arginina no producen ninguna alteracion en el
patrén de expresion del doblete (Fig. 12A). Ademas, experimentos previos
realizados sobreexpresando SUMO1, SUMO2 y SUMO3 en células HEK 293T
(resultados no mostrados), tampoco proporcionaron informacién relevante que
justificara la existencia de esta modificacion postraduccional. Por todo esto,
descartamos la posibilidad de que se estuviera produciendo una SUMOilacion y nos
centramos en la ubiquitinacion.

Durante el transcurso de esta memoria hemos aportado indicios suficientes
que apoyan un fenémeno de poliubiquitinacion de ARRB2 dependiente de MC1R.
En este punto, proponemos la existencia de un fendmeno de mono o
diubiquitinacion de ARRB2, responsable de la aparicion de una banda de 52 kDa e
independiente de la presencia de MC1R, puesto que el doblete aparece incluso en
ausencia de este receptor. Hasta el momento hemos construido mutantes puntuales
de todos los residuos de lisina localizados en el dominio C de ARRB2 (Fig. 12A) y
ninguno de ellos hace desaparecer la banda de 52 kDa. Esto nos lleva a pensar que
la mono o diubiquitinacién de ARRB2, a diferencia de la poliubiquitinacion, tiene
lugar en el dominio N de la proteina. En este dominio existen 23 residuos de lisina
de los cuales hemos mutado los localizados en las posiciones 78, 108, 153, 158,
161 y 285. Ninguno de estos mutantes puntuales abole la aparicién del doblete, por
lo que también fueron descartados como dianas de mono o diubiquitinacion (Fig. 14,
panel derecho). El residuo o los residuos susceptibles de sufrir ubiquitinacion
podrian ser cualquiera de los 17 restantes.

Experimentos de inmunoprecipitacion realizados durante este capitulo
muestran que MC1R interacciona mejor con la banda inferior de la ARRB2 que con
la superior (Fig. 10A). Esto nos llevo a proponer un modelo segun el cual la ARRB2
mono o diubiquitinada se encontraria en la célula en estado inactivo pero capaz de

interaccionar con baja afinidad con el receptor. La unién de alta afinidad al MC1R
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permitiria la entrada de una deubiquitinasa encargada de eliminar los residuos de
ubiquitina unidos en el dominio N de ARRB2 y esto en ultima instancia provocaria la
activacion total de ARRB2 y la desensibilizacién e internalizacion del MC1R.

En relacién con este modelo merece la pena comentar el comportamiento de
un mutante que, basandonos en resultados de otros investigadores %, construimos
para obtener un dominante negativo de la internalizacion. Este mutante consiste en
la sustitucion del residuo Val54 Asp (V54D). Una vez construido, caracterizamos su
correcta expresion en células HEK 293T y su funcionalidad midiendo por una parte
su capacidad para desacoplar el MC1R de la via del AMPc y por otra su efecto
sobre la internalizacion del receptor. De acuerdo a lo ya publicado, este mutante es
incapaz tanto de inducir la internalizacion del receptor (Fig. 15A) como de desplazar
la unién de la proteina Gs al MC1R (Fig. 15B). Ademas, cuando observamos su
perfil electroforético llama la atencién que migra como una sola banda mayoritaria

que se corresponde con la banda de mayor Mr del doblete (Fig. 15C).
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Figura 15. Caracterizacion funcional del mutante de ARRB2 V54D. (A) Efecto de la
expresion del mutante V54D sobre la internalizacion de MC1R. Células HEK 293T se incubaron 90
minutos con [“IINDP-MSH (10° M) a 37° C, Mediante lavado &cido se separé el ligando unido

extracelularmente del internalizado en complejos hormona receptor. Los resultados se muestran como
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indice de internalizacién de MC1R (porcentaje de agonista internalizado respecto del total unido). (B)
Células HEK 293T transfectadas como en (A) se mantienen al menos 3 horas creciendo en medio
minimo. Tras este tiempo se estimulan con NDP-MSH (10 '7M) durante 30 minutos a 37° C (barras
negras). Los controles se mantienen sin estimular (barras grises). A continuacion, se lisan las células
con HCI 0,1N y se mide el nivel de AMPc intracelular mediante un kit comercial. (C) Células HEK 293T
transfectadas con ARRB2 silvestre o el mutante V54D (marcados con HA en N-terminal) en presencia
de MC1R. Analisis de la expresion mediante transferencia Western y el uso dos anticuerpos, antiHA y
antiARRB2. La expresion de MC1R se comprobd con un anticuerpo antiFLAG. Se utilizé antiERK2

como control de carga.

Este mutante V54D se comporta, por tanto, de forma muy parecida a como lo
hace la ARRB1 y apoya el modelo propuesto de que la banda superior del doblete
de ARRB2 es una forma funcionalmente inactiva. Una explicacion para el
comportamiento de V54D puede ser que la sustitucién de un residuo eléctricamente
neutro, como valina, por uno con carga negativa impida de alguna manera el
reconocimiento por una enzima deubiquitinasa, de manera que aunque la ARRB2
mutada es capaz de unirse a MC1R, la molécula no se deubiquitina y no termina de
activarse. Hasta el momento, no hemos logrado localizar el residuo o los residuos de
lisina que estarian implicados en esta posible mono o diubiquitinacion. Resultados
de otros investigadores han demostrado que los residuos Lys11 y Lys12 de ARRB2
de rata se ubiquitinan en presencia de AT1,R ?*. Si observamos la estructura
tridimensional de ARRBZ2 y localizamos estas lisinas, vemos que se encuentran
relativamente cerca de la posicion 54, por lo que se trata de dos candidatos a
analizar en relacién con la posible ubiquitinacién responsable de la apariciéon del
doblete. Otro residuo a tener en cuenta es Lys53, localizada inmediatamente antes
de Val54. Cualquiera de estos residuos podria ser responsable de la banda de 52
kDa en ARRB2 y deberan estudiarse los correspondientes mutantes puntuales para

confirmarlo.

1.7. Resumen y modelo propuesto de ubiquitinacion de ARRB1 y ARRB2.

Las proteinas de la familia de las arrestinas no visuales, ARRB1 y ARRB2,
participan activamente en el desacoplamiento de los GPCRs activos de sus
cascadas de transduccion de sefales intracelulares, seguido de su endocitosis
normalmente mediada por vesiculas recubiertas de clatrina/adaptina. La duracion de
la interaccion GPCR-ARRB, caracteristica propia de cada pareja, permite clasificar a

los receptores en dos clases. Los GPCR de clase A son aquellos que se disocian
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rapidamente de las ARRB, mientras que los de clase B permanecen unidos a la
ARRB por mas tiempo. Uno de los factores determinantes de la duracién de esa
interaccion  parece estar intimamente ligado con la dinamica de
ubiquitinacion/deubiquitinacion de la ARRB.

En este capitulo, nuestros resultados demuestran que MC1R es un GPCR de
clase B, que al interaccionar tanto con ARRB1 como con ARRB2 promueve la
poliubiquitinacién de ambas de modo sostenido y, probablemente, permanece unido
a ellas con esta modificacion en la vesicula endocitica. La ubiquitinacidon es
independiente de la union del agonista, pero es estrictamente dependiente de la
coexpresion MC1R/ARRB, lo que en principio podria deberse a que este receptor
posee una considerable actividad constitutiva en ausencia de ligando unido. De
acuerdo con esta hipodtesis, para inducir la ubiquitinacién de las ARRBs es necesario
que MC1R esté insertado en la membrana plasmatica y sea funcional, ya que
mutantes naturales con pérdida parcial de funcién (clasificados como R por su
asociacion de alta penetrancia con individuos pelirrojos) y mutantes artificiales
truncados en el carboxilo terminal que son pérdida total de funcién, no inducen la
poliubiquitinacion de ARRBs. Ademas, en una serie de mutantes artificiales con
disminucion progresiva de la actividad del receptor, se observa que la capacidad de
inducir ubiquitinacion de las ARRB se correlaciona bien con la actividad residual del
mutante.

Por otro lado, nuestros resultados también demuestran que Ila
poliubiquitinaciéon de ARRB2, la isoforma de arrestina que desacopla a MC1R de la
via del AMPc/PKA, ocurre en el dominio C-terminal de la proteina, muy
probablemente en el residuo K400, y puede que en alguno mas. La bateria de
formas truncadas en C-terminal progresivas y el uso de anticuerpos que reconocen
epitopos en distintos dominios de la molécula, nos sirvié para comprobar que, como
consecuencia de la poliubiquitinacion, ARRB2 se proteoliza en el entorno del
aminoacido R170, dando lugar a dos fragmentos proteicos que se corresponden
aproximadamente a los dos dominios caracteristicos de las ARRB. La protedlisis
dependiente de MC1R es exclusiva de ARRB2, siendo indetectable con ARRB1, y
podria por tanto relacionarse con la adquisicién de la conformacion activa de la
arrestina. En efecto, dado que ARRB1 no tiene capacidad de mediar el
desacoplamiento funcional de MC1R, es légico suponer que tras unirse al receptor
no experimenta la transicion conformacional hacia el estado activo.

Por ultimo, nuestros resultados también demuestran que ARRB2, pero no
ARRB1, se modifica en el dominio N-terminal, dando lugar a un doblete que puede

resolverse por SDS-PAGE. Este doblete no puede explicarse por un proceso
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proteolitico que transformara una forma nativa de mayor tamano en una forma
proteolizada, ya que los dos componentes del doblete conservan los extremos N y
C-terminales de la arrestina. Esta observacion, junto con algunas pruebas
adicionales obtenidas por co-transfeccion con ubiquitina etiquetada y experimentos
de co-inmunoprecipitacion, nos hacen pensar que la modificacién es una mono- o
diubiquitinacion, compatible con un aumento de unos 12 kDa en el peso molecular
aparente de la ARRB2. Hemos descartado posibles dianas de ubiquitinacién en este
dominio, aunque aun no hemos logrado determinar la diana implicada entre las 17
posibles que restan. Desde el punto de vista funcional, nuestros resultados apuntan
a que la forma modificada interacciona con menor afinidad con MC1R en estado
basal.

Por tanto, queda por confirmar la naturaleza de la modificacion
postraduccional que explica el doblete caracteristico del patron electroforético de la
ARRB2. También sera necesario analizar en profundidad el posible significado
funcional de dicho proceso. En este sentido, podria pensarse en una posible relacion
de la activacién de ARRB con la transformaciéon de la banda de mayor tamafo
(probablemente ubiquitinada) en la banda mas ligera (probablemente de menor
tamano). En efecto, ARRB1 que no sufre el cambio conformacional a la forma activa
tras su uniébn a MC1R, aparece muy mayoritariamente con una Unica banda
correspondiente a la forma de mayor tamano. Teniendo en cuenta nuestros datos,
podria especularse que la unién al receptor de la forma de ~ 55 kDa provocaria un
cambio conformacional activador hacia un estado de alta afinidad que dejaria
expuestas la(s) cadena(s) de ubiquitina unida en el dominio N-terminal. La
exposicion de ubiquitina y el consiguiente reconocimiento por una deubiquitinasa
liberaria las cadenas de ubiquitina de ARRB2, convirtiéndola en su forma activa de
menor masa molecular, con capacidad de desacoplar e internalizar a MC1R. Por el
contrario, la conformacion de unién de baja afinidad de la ARRB1 mono- o
diubiquitinada no debe ser compatible con un desplazamiento a una forma activa de
alta afinidad, ni dejaria expuestas las cadenas de ubiquitina para la deubiquitinasa.
Como consecuencia, ARRB1 no seria capaz ni de desacoplar al MC1R de la
proteina Gs ni de desencadenar su internalizacion, como hemos demostrado en el
capitulo 1 de esta Tesis. Este modelo, aun especulativo, debera ser confirmado con

experimentos adicionales.
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CAPITULO 3

Papel de mahogunina en la ubiquitinacion de
ARRBs dependiente de MC1R.






INTRODUCCION

Como ya hemos comentado previamente, el MC1R es un GPCR que se
expresa mayoritariamente en la membrana plasmatica de los melanocitos cutaneos
', Su principal funcién es la sintesis de melanina en respuesta a sus ligandos
naturales, MSH y ACTH 2. Como muchos GPCRs, MC1R, en condiciones de
estimulacion sostenida, sufre un proceso de desensibilizacion homodloga e
internalizacion en el que participan los miembros de la familia de las B-arrestinas
(ARRBs). Hasta el momento, nuestros datos confirman que tanto ARRB1 como
ARRB2 son capaces de interaccionar con MC1R, aunque solo la ARRB2 desacopla
al receptor de la via del AMPc, su principal via de sefalizacion. Por otra parte,
hemos visto que ambas isoformas de ARRB sufren un proceso de ubiquitinaciéon que
requiere la presencia de MC1R correctamente expresado en la membrana
plasmatica y funcional. Esta ubiquitinacién es, ademas, independiente de agonista.

La ubiquitinacion es un proceso ampliamente conocido por su papel en la
degradacién de proteinas por el proteasoma, en donde las proteinas a degradar son
marcadas con ubiquitina . Sin embargo, esta modificacién post-traduccional también
se asocia con otros procesos que nada tienen que ver con la protedlisis del sustrato,
que incluyen la regulacion de diversas actividades proteicas, las interacciones
proteina-proteina y la localizacion subcelular * Por eso participan en funciones tales
como la regulacién de la actividad de algunas quinasas y factores de transcripcion,
el remodelado de histonas, la regulacion de la endocitosis y el trafico a la membrana
>8 Otros procesos regulados por ubiquitinacién son el trafico al lisosoma, el trafico
nuclear y la reparacion del ADN, por lo que es importante para la progresion del ciclo
celular y la apoptosis.

El mecanismo de ubiquitinacion de una proteina diana incluye la accién de
tres enzimas denominadas E1, E2 y E3 que actian de manera secuencial °. En
células eucariotas existe un solo tipo de E1 (Uba1) y aproximadamente 10-30 E2s '°.
Por el contrario, se desconoce el numero total de E3s, aunque supera ampliamente
el numero de E2s. Normalmente, la E3 ligasa es la enzima que determina la
especificidad de la via, puesto que reconoce secuencias especificas del sustrato y
es frecuentemente el Unico componente de esta via sujeto a regulacién °.

Mahogunin RING Finger-1 (mahogunina o MGRN1) es una proteina
implicada en la regulacién de la sefalizacion por MCs ''. El gen Mgrn1 se identifico
por clonacion posicional de Mahoganoide, una mutacion que anula la expresion de

12

Mgrn1 y provoca una coloracion oscura del pelaje del raton (ademas de
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desérdenes neurolégicos, malformaciones en el corazon y alta letalidad embrionaria
3% Hasta el momento se han identificado cuatro transcritos distintos del gen
humano, MGRN1, producto de un procesamiento alternativo de los exones 12 y 17
'*_ Asi, cuando los transcritos contienen la versién larga del exén 17, se nombran
como L (del inglés long), y S (de inglés short), si contienen la versién corta. Por otro
lado, en cuanto a la presencia o ausencia del exdon 12, que codifica una secuencia
de 22 aminoacidos con una sefal de localizaciéon nuclear (NLS), se distinguen las
formas (+), que contienen el citado exdn, y las formas (-), que carecen de él. El exén
10 codifica el dominio RING-finger (RF), que esta presente en los cuatro transcritos

(esquema 1).

MGRN1-2; (L+)

576

MGRN1-3; (L-) | RF |
1 554
MGRN1-1; (S+) [=F | [s
552
MGRN1-4; (S-) L RF | ls
530

Esquema 1: Representacion lineal de las isoformas de MGRN1 humanas. Se destaca el
dominio RING finger (en rojo), la presencia o no del péptido que contiene la NLS (en azul) y el extremo

C- terminal diferente entre variantes L o S (en dos tonos de verde).

Los cuatro transcritos de MGRN1 se comportan como reguladores negativos
de la sefializacion por MC1R y MC4R inhibiendo la sefializacion a través de la via
del AMPc. Recientemente, nuestro grupo de investigacion ha propuesto un modelo
de inhibicion de la sefializacion basado en la competicion entre MGRN1 y la proteina
Gsa por su unién al receptor MC1R . Por otra parte, como MGRN1 contiene un
dominio RING-finger (caracteristico de las E3 ubiquitina ligasas), no es de extrafar
que, al menos en el raton, se haya demostrado que Mgrn1 tenga actividad Ub-ligasa
tanto in vivo '® como in vitro .

Debido a esto, y a su implicaciéon en los procesos de regulaciéon de la
pigmentaciéon, nos planteamos la posibilidad de que MGRN1 fuera la E3
ubiquitina ligasa responsable de la ubiquitinacion de las ARRBs dependiente
de MC1R.
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3.1. MGRN1 como posible E3-ubiquitina ligasa responsable de Ia

ubiquitinacion de las ARRBs mediada por MC1R.

Para abordar este objetivo nos propusimos analizar el efecto que tiene la
expresion de MGRN1 sobre la ubiquitinacion de ARRB1 y ARRB2 en presencia de
MC1R. Previo a esto, comprobamos que las construcciones elegidas de las cuatro
isoformas de MGRN1, que contenian un epitopo Myc fusionado en su extremo N-
terminal, se expresaban de manera comparable en el sistema celular HEK 293T.
Para ello transfectamos estas células con L+, L-, S+ y S- y analizamos los extractos
solubilizados por transferencia Western y el uso de dos anticuerpos distintos, uno
contra el epitopo Myc (antiMyc) y otro, comercial, especifico contra la secuencia de
MGRN1. (Fig. 1).

MGRN1 (L+
MGRN1 (L-

MGRN1 (S+
MGRN1 (S-

— WB: MGRN1
70 — - - | vy

D B am WB: MGRN1
70— ’ e L | amerN)

55

Figura 1. Expresion de las cuatro isoformas de MGRN1. Células HEK 293T transfecadas con
las isoformas de MGRN1: L+. L-, S+ y S-, marcadas con el epitopo Myc en su extremo N-terminal. Tras
solubilizaciéon con detergente no idnico y electroforesis y transferencia Western, las isoformas de
MGRN1 fueron detectadas con un anticuerpo antiMyc (panel superior) y un anticuerpo comercial
especifico contra MGRN1 (antiMGRN1).

Los resultados mostraron que las cuatro isoformas de MGRN1 se transfectan
de forma correcta, aunque la expresién de las formas (-) es mas eficiente que la
expresion de las formas (+). El perfil electroforético muestra una unica banda que se
corresponde en tamafo con el peso estimado de cada una de las isoformas.
Ademas, todas las isoformas son detectadas con tanto con el anticuerpo antiMyc,
como el anticuerpo comercial antiMGRN1.

Una vez asegurada la correcta expresion en células HEK 293T de las cuatro
isoformas de MGRN1 y su reconocimiento por el anticuerpo antiMGRN1, nuestro
siguiente paso fue determinar si la sobreexpresion de cada una de ellas tiene algun

efecto sobre la poliubiquitinacion de ARRB1 y ARRB2 en presencia de MC1R. Con
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este fin coexpresamos en células HEK 293T las cuatro isoformas de MGRN1
(marcadas con Myc), las dos isoformas de ARRB (marcadas con HA en N-terminal)
y el MC1R (marcado con FLAG). Los extractos fueron solubilizados y analizados por

transferencia Western y las ARRBs reveladas con un anticuerpo antiHA (Fig. 2A y
2B).

AARRB‘l: + o+ + + + 4+ o+ 4+ o+ o+ B ARrB2: + o+ + + + o+ o+ o+ o+ o+
MCIR: - - - - - + + + + + MCIR: - - - - - + + + + +
MGRN1: - L+ L- S+ S- - L+ L- S+ S- MGRN1: - L+ L S+ 8 - L+ L- S+ S-
170 —| & 170 —
130 — LR 130 —
100 — 100 —
. M M ] ‘
. ] s
40 40 —
WB: MC1R
25 | - > e o ab (aFLAG) 25 | - -
100 — 100 —
- e WB: MGRN1 _—
70 —| — - — (aMyc) 70 —| e -
D W e e G W W W WB: aERK2 -—— - e - - —
c 0.4 D 0.2

sefial relativa ARRB1
sefial relativa ARRB2
o

0.0
ARRB1: + + +

+ o+ ARRB2: +
+

o o
o o
]
o+ +

+ + + o+ o+
MCIR: - + + o+ + MC1R: - + PR
MGRN1: - - L+ L- S+ S- MGRN1: - - L+ L- S+

Figura 2. Efecto de MGRN1 sobre la ubiquitinacion de ARRBs dependiente de MC1R. (A)
Células HEK 293T transfectadas con ARRB1 (marcada con HA en N-terminal), MC1R vy las cuatro
isoformas de MGRN1. Tras solubilizacion, electroforesis y transferencia Western, las ARRB2 se
detectaron con un anticuerpo antiHA, el receptor con antiFLAG y las isoformas de MGRN1 con antiMyc.
Se us6 antiERK2 como control de carga. (B) Mismo experimento que en (A), pero con ARRB2. (C)
Analisis cuantitativo de la expresion de bandas de poliubiquitinacion en células HEK 293T transfectadas

como en (A) con los datos corregidos por su correspondiente control de carga. (D) Mismo andlisis con
células transfectadas como en (B).

Como ya demostramos en los capitulos 1 y 2 de esta memoria, al coexpresar
las ARRBs junto al MC1R, estas sufren un proceso de poliubiquitinacién que da
lugar a la aparicion de bandas de elevado Mr que no se detectan cuando ARRB1 y
ARRB2 se expresan solas. Es de destacar que cuando incluimos en el sistema de
sobreexpresion cualquiera de las isoformas de MGRN1 estas bandas de elevado Mr
se hacen mas intensas, lo que sugiere un aumento del proceso de poliubiquitinacion.

Al normalizar este incremento en la intensidad por la cantidad de proteina, para cada
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una de las condiciones, observamos que, aunque las 4 isoformas de MGRN1 son
capaces de inducir un incremento en las bandas de elevado Mr, este efecto es mas
acusado en presencia de la isoforma L+ en el caso de la ARRB1 (Fig. 2C), mientras
que para la ARRB2, tanto la forma L+ como la forma L- inducen una mayor
intensidad de bandas que las isofomas S (Fig. 2D).

Este aumento de las especies poliubiquitinadas en presencia de MGRN1
apoya la hipotesis de que MGRN1 sea una E3 ubiquitina ligasa implicada en el
proceso de ubiquitinacion de las ARRBs, al menos en nuestro sistema experimental.
Estos resultados muestran también que MGRN1 por si misma es incapaz de inducir
la poliubiquitinacion de las ARRBSs, lo que confirma que se trata de un proceso
dependiente de MC1R. Nuestra hipdtesis es que MC1R fuera necesario para
aproximar MGRN1 a ARRB2. Para evaluarlo, realizamos un experimento en el que
estudiamos la interacion de MGRN1 tanto con MC1R como con ARRB1 y ARRB2,
en una situacién de coexpresion de las tres contrucciones. Para ello, transfectamos
células HEK 293T con las dos isoformas de ARRBs (marcadas con HA en N-
terminal), el MC1R y la isoforma L+ de MGRN1 (marcadas con Myc en N-terminal).
Los extractos solubilizados se inmunoprecipitaron con un anticuerpo antiHA para
retener la ARRB y los inmunoprecipitados se analizaron para detectar la presencia
de MGRN1 y MC1R (Fig. 3).

ARRB1 ARRB2

MC1R: - + - +
MGRN1 L(+):  + + + +

ARRB1 ARRB2

MC1R: - + -+ R c— — —
MGRN1 L(+):  + + + o+
—_— —_— INPUT
WB: MGRN1 (aMyc)
IP: ARRBs (aHA)
WB: MGRN1 (aMyc) —

— D — INPUT
WB: ARRBS (aHA)

| INPUT
WB: MC1R («FLAG)

— — ——’ IP: ARRBs (aHA)
WB: ARRBs (aHA)

< —
IP: ARRBs (aHA)
- WB: MC1R (aFLAG) ——— e VB: aERK1/2

Figura 3. Formacién de un complejo ternario ARRB-MC1R-MGRN1. Células transfectadas
con MC1R, las dos isoformas de ARRB y MGRN1, segun se indica en la leyenda. Los extractos fueron
solbilizados y posteriormente inmunoprecipitados con un anticuerpo antiHA para retener la ARRB1 o la
ARRB2 (segun el caso). El inmunoprecipitado fue analizado mediante transferencia Western y la
MGRN1 relevada con un anticuerpo antiMyc y el MC1R con un anticuerpo antiFLAG. Se comprob¢ la
correcta inmunoprecipitacion analizando el inmunoprecipitado con un anticuerpo antiHA. Se extrajo una
alicuota del extracto recién solubililzado, previo a la inmunoprecipitacion, para comprobar la expresiéon

de todas las construcciones transfectadas (INPUT, panel derecho).
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Los resultados mostraron que en ausencia de MC1R, MGRN1 interacciona
de forma poco eficiente con ARRB1 y ARRB2. Sin embargo, en presencia de MC1R
esta interaccion es mucho mas fuerte, sugiriendo que MC1R, de alguna manera,
favorece la union de MGRN1 con las dos isoformas de ARRB. MC1R podria estar
por tanto actuando como proteina andamio para la formacién de un complejo
ternario ARRB-MC1R-MGRN1 que estaria favoreciendo el acercamiento fisico entre
las ARRBs y MGRN1. Este acercamiento favoreceria, ademas, el reconocimiento de
ARRB como diana de ubiquitinacion de MGRN1.

3.2. La poliubiquitinacion de ARRB2 inducida por MGRN1 es independiente de

agonista.

Los resultados del apartado anterior demuestran que MGRN1 ubiquitina
ambas ARRBs de modo dependiente de la expresion de MC1R. Por eso, quisimos
comprobar si ademas dependia del estado de activacién del MC1R. Para ello, se
estimularon células transfectadas con ARRB2 (marcadas con HA en N-terminal),
MC1R y MGRN1, con el ligando NDP-MSH (107 M) a distintos tiempos, y se
analizaron los extractos solubilizados con los anticuerpos antiARRB2 y antiHA (Fig.
4).

ARRB2:  + | + + ARRB2: +
MC1R: -1+ + + MC1R: +
MGRNT (L+): - | + + + MGRN1 (L+): + o+
NDP-MSH (10°M): 0| 0 5 30 NDP-MSH (107M): 5
»= NS i - |
100 oy S
100 — — 4
70— WB: ARRB2 70— s e
| — : 55 _| WB: ARRB2
ig 1= BEE | ::) 20 (aHA)
35— 4 B B o 35 S
25 — 25 |
—— - o= === | \WB: qERK2 P % &8 & | wB: aERK2

Figura 4. Poliubiquitinacion de ARRB2 por MGRN1 independiente de agonista. Células HEK
293T transfectadas con ARRB2 (marcada con HA en N-terminal), MC1R y la isoforma L+ de MGRN1,
segun la leyenda, se mantuvieron creciendo en medio minimo al menos 3 horas. Transcurido este
tiempo, se estimularon las células con NDP-MSH (10'7 M) durante 5 o 30 minutos, mientras que los
controles se dejaron sin estimular. Los extractos solubilizados se analizaron mediante transferencia
Western y la ARRB2 se detecté con antiARRB2 (panel izquierdo) y antiHA (panel derecho). Se usé

antiERK2 como control de carga.
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Los resultados confirman que en ausencia de MC1R no aparecen las formas
poliubiquitinadas de ARRB2, que si aparecen cuando este receptor se coexpresa
con ella. Por otro lado, sin embargo, no se aprecia ninguna diferencia significativa en
el patron de ARRB2 poliubiquitinada entre las células control sin estimular, que han
sido privadas de suero durante al menos 3h, y aquellas que han sido estimuladas
con NDP-MSH durante 5 y 30 minutos. Estos resultados nos confirman que la
poliubiquitinacion de ARRB2 debida a MGRN1 tiene lugar, incluso, en ausencia de
agonista, probablemente debida a la actividad constitutiva que caracteriza al MC1R,
que lo mantiene en conformaciéon activa en la membrana aun en ausencia de
agonista unido.

A continuacién, llevamos a cabo un ensayo con un mutante truncado de
MC1R. Este mutante, denominado A5, carece de los ultimos 5 aminoacidos y no es
funcional, ya que no desacopla a MC1R activo de la via del AMPc. Quisimos
comprobar si la poliubiquitinacién de ARRB1 y ARRB2, que hemos demostrado en el
capitulo 2 que es dependiente de MC1R, se produce incluso si éste no es funcional.
Para ello, transfectamos las ARRBs (marcadas con HA en N-terminal) junto a
MGRN1 y MC1R: silvestre y truncado (Fig. 5A y 5B). Solubilizamos los extractos y
los analizamos mediante transferencia Western. Las ARRBs se detectaron con un

anticuerpo antiHA.

A B

ARRB1: + + + + + + ARRB2: + + + + + +

MCIR: - - WT WT A5 A5 MC1R: - - WT WT A5 A5

MGRN1: - + -+ -+ MGRN1: - + -+ -+
170 170 |
130 — — 130 — —
100 — 4 100 —
70 WB: ARRB1 70 WB: ARRB2
% (eHA) * IEBEEE |
40 — 40 -
35 — : 35

| -—— — —— | WB: aERK2 |- — — - ~ | wa: aERK2

Figura 5. La poliubiquitinacién de ARRB2 mediada por MGRN1 es dependiente de MC1R funcional.
Células HEK 293T transfectadas con ARRB1 (A) o ARRB2 (B), marcadas con el epitopo HA en N-
terminal, junto con MGRN1 y dos formas de MC1R, la forma silvestre y el mutante no funcional A5. Los
extractos se solubilizaron y se analizaron mediante transferencia Western. Las ARRBs fueron

detectadas con un anticuerpo antiHA. Se utilizé antiERK como control de carga del experimento.

Los resultados mostraron que el mutante A5, aunque conserva la mayor
parte de su secuencia intacta, no induce la formaciéon de bandas de elevado Mr

derivadas de ARRBSs, ni en condiciones de expresion endégena de MGRN1 (como
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ya habiamos visto en el capitulo anterior), ni tras la sobreexpresion de la misma en
nuestro sistema celular. Esto resultados indican que MGRN1 necesita para
poliubiquitinar a las dos isorformas de ARRB que MC1R se exprese en la membrana

plasmatica y que sea plenamente funcional.

3.3. El dominio RING-finger de MGRN1 es esencial para inducir la
poliubiquitinacion de ARRB2.

MGRN1 tiene varios motivos de interés dentro de su secuencia (esquema 1).
El ex6n 12, que se encuentra presente unicamente en las formas denomindas (+),
codifica una secuencia consenso rica en aminoacidos basicos, que corresponde a
una secuencia de localizacion nuclear o NLS (del ingles “Nuclear Localization
Signal”). Esta secuencia es responsable de la traslocacién de estas isoformas al
nucleo en presencia de MC1R '. Otro motivo muy importante de la proteina es el
dominio RING-finger, codificado por el exén 10, y presente, por tanto, en los cuatro
transcritos de MGRN1. Este dominio es el responsable de la actividad ubiquitina
ligasa que se ha descrito in vivo ' e in vitro ' para la proteina murina, Mgrn1. Hasta
el momento, no se sabe si la proteina humana se comporta como una E3-ubiquitina
ligasa. Nuestros resultados sugieren que al menos una parte de la poliubiquitinacién
de ARRB2 dependiente de MC1R puede ser debida a MGRN1. Con el fin de obtener
nuevos datos que confirmen que ARRB2 tiene una diana de ubiquitinacién, nos
propusimos estudiar el efecto de diversos mutantes de MGRN1 sobre la
poliubiquitinacién de ARRB2.

Resultados previos de nuestro laboratorio confirmaron que el dominio RING-
finger no es esencial en la interaccion entre MC1R y MGRN1 (Ana B. Pérez. Tesis
Doctoral. Universidad de Murcia, 2011), ya que mutantes truncados de MGRN1 que
carecen de este dominio interaccionan con el receptor de manera comparable a
como lo hace la proteina silvestre. Para determinar la especificidad de MGRN1 en la
poliubiquitinacién de ARRB2 e implicacion del dominio RING-finger en este proceso,
utilizamos unos mutantes truncados de MGRN1 presentes en nuestro laboratorio.
Los mutantes estan construidos sobre la forma L+ y se denominan: A10-17, A11-17
y A12-17. Esta nomenclatura hace referencia a los exones que han perdido respecto
del transcrito silvestre, de manera que A10-11 ha perdido el dominio RING-finger,
que si mantienen por el contrario los mutantes truncados A11-17 y A12-17. Se
utilizaron estas construcciones para transfectar células HEK 293T, asi como la
MGRN1 silvestre y las proteinas ARRB2 y MC1R. (Fig. 6A).
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Figura 6. El dominio RING-finger de MGRN1 es esencial para inducir la poliubiquitinacién de
ARRB2. (A) Células HEK 293T transfectadas con MC1R, ARRB2 y diferentes formas silvestres y
truncadas de MGRN1 (marcada con Myc en N-terminal), segun la leyenda. Los extractos fueron
solubilizados y analizados mediante transferencia Western. Las diferentes proteinas fueron detectadas
con los anticuerpos especificados. Se us6 antiERK2 como control de carga (panel izquierdo). (B)
Analisis cuantitativo de la intensidad de las formas de elevado Mr derivadas de ARRB2 detectadas con

el anticuerpo especifico antiARRB2. Los valores fueron normalizados por la proteina total.

El analisis de los extractos solubilizados con el anticuerpo antiARRB2 volvid
a confirmar que MC1R es necesario para que MGRN1 ubiquitine a ARRB2. Ademas,
mostré que las células transfectadas con los mutantes truncados tenian una menor
poliubiquitinaciéon que aquellas células que presentan cualquiera de las dos formas
silvestres, L+ o L-. El andlisis cuantitativo de estas formas poliubiquitinadas,
normalizado por la cantidad total de proteina en cada condicién, mostré que los dos
mutantes truncados que mantienen el dominio RING-finger, A11-17 y A12-17,
inducen una poliubiquitinacion de ARRB2 comparable a la observada con la proteina
silvestre (Fig. 6B). Por el contrario, el mutante A10-17 provoca una
poliubiquitinacion mucho menor. Este resultado vuelve a sefialar a MGRN1 como
E3-ubiquitina ligasa responsable, al menos en parte, de la poliubiquitinacién de

ARRB2, y sugiere que el dominio RING-finger es esencial en este preceso.
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Con el fin de confirmar esta conclusién, repetimos el experimento anterior
utilizando un mutante puntual de MGRN1 disponible en nuestro laboratorio que
desestructura la conformacion de este dominio funcional, pero que contiene el resto
de la secuencia completa, ya que el truncado de MGRN1 A10-17 carece de una
porciéon muy grande de polipéptido. Esta construccion, denominado RF6, contiene el
cambio isostérico C313S sonbre la isoforma S+ de MGRN1, que abole el consenso
C3HC4 que conforma el dominio RING-finger y que, presumiblemente inactivaria su
actividad enzimatica (Fig. 7A).
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Figura 7. El dominio RING-finger de MGRN1 es esencial para inducir la poliubiquitinacion de
ARRB2. (A) Células HEK 293T fueron transfectadas con ARRB2, MC1R y la isoformas S+ de MGRN1 y
el mutante puntual RF6, segun se indica en la leyenda. Los extractos solubilizados se analizaron
mediante transferencia Western y las proteinas detectadas con anticuerpos especificos. En este
experimento se uso el anticuerpo antiMGRN1 comercial (Origene) y antiERK2 como control de carga.
(B) Analisis cuantitativo de las formas poliubiquitinadas derivadas de ARRB2 detectadas con

antiARRB2 y normalizadas por la cantidad total de proteina.

3.4. Efecto de MGRN1 y ARRB1/ARRB2 sobre la senalizacion del MC1R a

través de la via del AMPc.

MGRN1 actia como un regulador negativo de la senalizacion del MC1R,

provocando una disminucion de la acumulaciéon de AMPc intracelular en respuesta a
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su agonista. Sabemos que esta inhibicion de la senalizacion no depende de la
ubiquitinacion y posterior degradacion del MC1R, y que incluso resulta estabilizado
en presencia de MGRN1 *. Por otro lado, en el capitulo anterior hemos propuesto
un modelo en el que la poliubiquitinacion de ARRB2 se relaciona con una menor
actividad de esta proteina y por tanto, con una disminucién de la capacidad de
inducir la desensibilizacién e internalizacién del MC1R.

Nuestros resultados nos llevan a pensar que la forma poliubiquitinada de
ARRB2 es una forma principalmente inactiva, que adquiere plena funcionalidad
cuando pierde todas sus moléculas de ubiquitina. Con el fin de obtener nuevas
evidencias que apoyasen este modelo, decidimos comprobar si existia un efecto
sinérgico entre MGRN1 y las dos isoformas de ARRB sobre el acoplamiento del
MC1R a la cascada del AMPc. Para ello, expresamos el MC1R en células HEK 293T
junto con MGRN1 y/o ARRB1 o ARRB2, y determinamos los niveles de AMPc
intracelular después de estimular las células durante 30 minutos con el agonista
NDP-MSH (107 M). Tras este tiempo, las células estimuladas y los controles sin

estimular se lisaron con HCI (0,1N) y se midié el AMPc con un kit comercial (Fig. 8).

A B
*, p=0,0239
1.25+ 1.25+ **, p =0,0036
* p =0,0409 * p = 0,0409
g 1.00+ g 1.004 * p=0,0219
= = ]
g 0.751 g 0.751
g g
= 0.504 S 0.504
< <
3> 0.254 |1| s> 0.254 |1|
0.00- T III. I-I. 0.00- T |=|' |-|.
MC1R + + + + MC1R + + + +
ARRB1 - - + + ARRB2 - - + +
MGRN1 (L+) - + - + MGRN1 (L+) - + - +

Figura 8. Efecto de la expresion de MGRN1 sobre la regulacion de la sefalizacién de MC1R por
ARRB1 y ARRB2. Células HEK 293T ftransfectadas con MC1R, MGRN1 (L+) y ARRB1 (panel
izquierdo) o ARRB2 (panel derecho). Tras ser mantenidas en medio sin suero durante un minimo de 3
horas, se estimularon con NDP-MSH (10'7 M) durante 30 minutos (barras negras) mientras que los
controles permanecieron sin estimular (barras blancas). A continuacion las células se lisaron con HCI

0,1 N y los niveles de AMPc se midieron con un kit comercial.

Elegimos la forma L+ por ser la isoforma de MGRN1 que provoca un mayor
incremento en la poliubiquitinacién, tanto de ARRB1 y como de ARRB2. Como era
de esperar, MGRN1 disminuye de manera significativa el nivel de AMPc intracelular
en células estimuladas (Fig. 8A y 8B). ARRB1, como ya sabemos, no inhibe la

sefializacion del receptor, manteniendo estable el nivel de AMPc (Fig. 8A). ARRB2,
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por el contrario, provoca un fuerte descenso en los niveles de este segundo
mensajero (Fig. 8B). Cuando coexpresamos MGRN1 y ARRB2, se produce una
recuperacion significativa de los niveles de AMPc intracelular en condiciones de
estimulacion con el agonista (Fig. 8B). Este resultado apoya nuestro planteamiento
inicial que propone que la ubiquitinacion de ARRB2, de alguna manera, interfiere
con la funcién de la ARRB2, siendo la forma no ubiquitinada la forma plenamente
activa. Ademas, confirma que MGRN1 es una E3 ubiquitina ligasa implicada en esta

ubiquitinacion.

3.5. Resumen y modelo propuesto de ubiquitinacion de ARRB por
MGRN1.

Tras haber demostrado en el capitulo anterior que tanto en células de
melanoma como en un sistema heterélogo que sobreexpresan MC1R se produce
una poliubiquitinacion de ARRB sostenida dependiente de la interaccion con MC1R,
a lo largo de este capitulo hemos abordado la identificaciéon de la ubiquitina ligasa
responsable de esta modificacién de las p-arrestinas. En la busqueda de los
candidatos mas idoneos a priori por la naturaleza pigmentaria de nuestro sistema
experimental, destaca una proteina con un dominio RING finger (caracteristico de
enzimas E3 ubiquitina ligasas) llamada Mahogunina, o MGRN1, ya que la mutacion
espontanea Mahoganoide anula la expresion de Mgrn1 y provoca, entre otros

2. Ademas, se ha

desordenes, una coloracién oscura del pelaje del raton
demostrado la actividad ubiquitina ligasa de la proteina murina, tanto in vivo '® como
in vitro *, aunque no en humanos.

Asi, evaluamos la posible participacion de MGRN1 como ubiquitina ligasa
mediante la coexpresiéon MC1R y las ARRB 1 y 2 con cada una de las 4 isoformas
descritas de la MGRN1 humana y observamos un incremento significativo en la
ubiquitinacion de ambas ARRB en comparacién con la ausencia de MGRN1, lo que
sugiere la intervencion directa de MGRN1 en la ubiquitinacion. Ademas, hemos
podido demostrar que este aumento en la ubiquitinacion no tiene lugar en ausencia
de MC1R o si este no es funcional, incluso en presencia de MGRN1, y que la
interaccion MGRN1-ARRB es mas eficiente en un complejo con MC1R. Estos
resultados apuntan a que el receptor actta como un andamio molecular para
favorecer la interaccion de la enzima (MGRN1) y su sustrato (ARRB) en el complejo
ternario, incluso en condiciones basales, puesto que la estimulacién con agonista no

modifica esta tendencia. Por ultimo, mutantes truncados o puntuales de MGRN1 en
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el dominio RING finger no incrementan la ubiquitinacién de ARRB2, lo que confirma
que el proceso es especifico para esta ubiquitina ligasa.

Los resultados expuestos en esta memoria demuestran que MGRN1 y
ARRB2, implicadas ambas en la regulacion de la funcion del MC1R, son capaces de
interaccionar con MC1R e provocar, de manera independiente, una disminucion de
la sefializacion a través de AMPc. MGRN1 compite con la proteina G por su union al
receptor '°, mientras que ARRB2 promueve, entre otras acciones, la
desensibilizacion e internalizacion del MC1R. Sorprendentemente, cuando ambas
proteinas se coexpresan en presencia de MC1R, no solo no se produce un efecto
sinérgico, sino que se recupera ligeramente la sefializacién de MC1R. Esto podria
deberse a que MC1R, en su conformacion activa en la membrana plasmatica,
actuaria de proteina andamio para aproximar MGRN1 y ARRB2, de manera que la
primera ubiquitinaria a la segunda. La poliubiquitinacion de ARRB2 provocaria un
cambio conformacional importante en esta proteina, de modo que la haria menos
afin por MC1R, lo que causaria una disminucion del desacoplamiento del receptor
de la via del AMPc.

De acuerdo con esta hipdtesis, en ausencia de esta E3-ubiquitina ligasa
predominaria la forma no ubiquitinada de ARRB2. Segun nuestros resultados, esta
forma se corresponde con la proteina activa, responsable del aumento de la
desensibilizacion e internalizacién del MC1R vy, por tanto, de una disminucién de la
sintesis de melanina. Sin embargo, se ha descrito, que los ratones nulos para este
gen poseen el pelaje mas oscuro que los que expresan el gen salvaje. Por este
motivo, no descartamos que haya otras dianas de MGRN1 implicadas en la

regulacién de la pigmentacion y que puedan explicar este fenotipo.
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CAPITULO 4

Estudio de nuevas dianas de MGRN1.
Analisis mediante la tecnologia de hibridacion

diferencial de micromatrices de ADN.






INTRODUCCION

Ya hemos expuesto en la introduccién de esta Tesis y en el capitulo anterior que
MGRN1 es una E3-Ub ligasa que participa en el fenotipo normal del patron de color del
pelo, al menos en ratén. Mutaciones naturales inactivadoras de este gen, como md o
mahoganoide, generan ratones de pelaje oscuro, en los que aparecen ademas
desoérdenes neurolégicos, malformaciones en el corazon y alta letalidad embrionaria.

El gen de Mgrn1 mapea en el brazo corto del cromosoma 16 del ratén. En la
base gendmica Ensembl.org existen anotados cinco transcritos que codifican para 5
isoformas proteicas denominadas Mgrn1-1 a Mgrn1-5 (Esquema 1). Las formas Mgrn1-
1 y Mgrn1-2 se diferencian Unicamente en que la segunda contiene una insercion de
una Ala en posicion 30. Las formas 1 y 3 se diferencian en la secuencia C-terminal.
Las formas 4 y 5 se diferencian entre si en la secuencia C-terminal (la forma 1 es como
la 4 y la forma 3 es como la 5). Por otro lado, las formas 4 y 5 poseen un péptido de 22
aminoacidos que contiene una NLS canodnica (codificados en el exon 12), del que
carecen las formas 1 y 3. Las cinco isoformas contienen el exén 10, que codifica una
secuencia peptidica correspondiente a un dominio proteico RING finger. La presencia
de este dominio clasifica a MGRN1 como una E3-ubiquitina ligasa.

Mgrn1-5 e .

Mgrn1-3 |

Mgrn1-4 S
55

Mgrn1-2 =l I':z

Esquema 1: Representacion lineal de las isoformas de Mgrn1 de ratén. Se destaca el dominio
RING finger (en rojo), la presencia o no del péptido que contiene la NLS (en azul) y el extremo C- terminal

diferente entre variantes L o S (en dos tonos de verde).

La estructura general de las Mgrn1 murinas es idéntica a la de las isoformas
MGRN1 humanas, cuyo esquema esta en el capitulo 3 de esta Tesis. La diferencia en
la secuencia de aminoacidos entre las formas humanas y de ratén es tan solo de unos
30 cambios puntuales, por lo que a priori se supone que desempefian una funcién muy
similar o idéntica. Nuestro grupo ha demostrado que MGRN1 humana es un regulador
negativo de la sefalizacion por MC1R que disminuye la acumulacion de AMPc
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intracelular en respuesta a melanocortinas. Ademas, nuestros resultados descartan que
MGRN1 sea E3-ubiquitina ligasa de MC1R. Sin embargo, hemos demostrado que
MGRN1 ubiquitina tanto a ARRB1 como ARRB2, proteinas que regulan la endocitosis
de MC1R (esta Tesis, Capitulo 3). En nuestro sistema experimental (las células de
melanoma humano HBL y las células HEK-293T), la co-expresion del complejo ternario
MC1R/MGRN1/ARRB2 es suficiente para que tenga lugar la poliubiquitinacion de
ARRB2. Estos resultados no excluyen que puedan existir otras dianas fisiolégicas de
MGRN1, que contribuirian a explicar el complejo fenotipo del ratdn mahoganoide. Como
se ha expuesto arriba, algunas isoformas de MGRN1 (humana y murina) contienen
sefales de trafico nuclear (NLS), por lo que se podrian localizar en el nucleo. Nuestro
grupo ha demostrado que, aunque MGRN1 humana es una proteina citosolica, las
isoformas que contienen la NLS se translocan al nucleo en células que expresan MC1R
(Tesis Doctoral de Ana B. Pérez-Oliva).

Ello nos hace pensar que MGRN1 podria regular algunas funciones nucleares,
quizas relacionadas con la expresion y actividad de factores de transcripcion u otras
proteinas. De este modo, modularia la expresion génica de los melanocitos y también
de células del corazén y sistema nervioso (entre otras), lo que podria explicar el fenotipo

del raton mahoganoide.

Con la finalidad de buscar posibles dianas de MGRN1 en los melanocitos,
empleamos la tecnologia de hibridacion de micromatrices o microarrays para poder
analizar la expresion génica diferencial entre células que expresan cantidades muy
diferentes de MGRN1. Para ello, partimos de dos modelos diferentes:

1- Células de melanoma humano HBL que sobreexpresaran MGRN1, cuya
expresion génica se pudiera comparar con las células parentales con una
expresion endogena de MGRN1.

2- Melanocitos de raton mutantes naturales del gen Mgrn1 (melan md1) que no
expresan la proteina, para poderlas comparar con células normales de la

misma estirpe de raton.
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4.1. Anadlisis de expresion génica diferencial en células HBL humanas que
sobreexpresan MGRN1.

Purificamos la poblacion de ARNm de células de melanoma HBL que
sobreexpresaban la variante de MGRN1 L(+) o L(-) (correspondientes a las isoformas
murinas 5 y 3 respectivamente) y el ARNm de las células control (n=3 para cada
condicion). Siguiendo las recomendaciones del fabricante de la matriz, sintetizamos,
amplificamos e hidrolizamos el cDNA resultante. Mediante analisis por Western blot
verificamos la sobreexpresion de las dos isoformas de MGRN1 respecto a las células
control (Figura 1, paneles Ay B). Este analisis no nos da informacion sobre el porcentaje
de las células que expresan el plasmido, aunque si nos informa del aumento general de
la expresion. En cualquier caso, esta aproximacion debe proporcionar una poblacion
mixta de células que, o bien no expresan MGRN1 heterdloga, o bien la expresan en
cantidades variables. También comprobamos, mediante amplificacién por PCR
convencional con oligonucleotidos especificos, que la muestra de cDNA contenia
fragmentos de secuencia de MGRN1 (Figura 1, panel C) y que, tras la digestion del
cDNA, la muestra conservaba alguno de estos fragmentos (Figura 1, panel D). Tras la
realizacion de estos controles, procedimos a hibridar las sondas de una micro matriz de
expresion génica (matriz “Human Gene 1.0” de Affimetrix, con aproximadamente 30.000

sondas de exones humanos) con nuestras muestras.

1
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Figura 1: Expresion de MGRN1 en las células HBL empleadas para el analisis de expresién génica
diferencial. Los paneles A y B muestran el nivel de sobreexpresion relativa de las isoformas de MGRN1
exogenas en las células HBL respecto a la linea parental. El panel C muestra el resultado de la amplificacion
por PCR convencional de las muestras de cDNA usadas para la hibridacion diferencial. Para ello se
utilizaron  condiciones  estandar de  amplificacién por PCR 'y los directo 5-
TCCAGGCGAACTCGGCCTATCGCTA y reverso 5-TGGCTCACCCCTCTCTTGTAGTGGA. Tras 30 ciclos
de amplificacion por PCR la muestra se analizé por electroforesis de agarosa y se tifié con bromuro de
etidio. Como se puede observar, aparece una banda de 457 nt (flecha azul) que corresponde al fragmento
de MGRN1 amplificado, que es mas intensa en las calles donde estan las muestras de HBL que

sobreexpresan MGRN1.
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El panel D muestra los resultados de la amplificacién por PCR convencional de fragmentos de
cDNA de MGRN1 de varias muestras que sobreexpresaban MGRN1 (isoformas L+ y L-), antes y después
de digerirlo, con 30 ciclos de amplificacion por PCR y los cebadores 5-ACGAGCTGAACTTTGACCTGG y
5-GGATGGGGGCAGACGGGGACCGTAGG. Los amplicones de 820 nt (formas (+) / 750 nt (formas (-) y
330 nt (todas) corresponden al cDNA de MGRN1 antes y después de digerirlo.

La lectura de la fluorescencia de cada posicion de la matriz nos da un valor
relativo de expresiéon de cada gen. Si comparamos la intensidad en cada punto de la
matriz hibridada con la muestra de cDNA procedente de las células que sobreexpresan
MGRN1, con la de la que se hibridé con el cDNA de las células HBL control, obtenemos,
para cada gen, un valor de factor de cambio (fold change, fch) o relacion del nivel de
expresion. Ese valor es indicativo del aumento o disminucién de nivel de expresién de
cada gen entre las condiciones comparadas. En nuestro caso, el cambio en el nivel de
expresion génica general en las células que sobreexpresaban MGRN1 respecto al grupo
de células control no fue muy alto, es decir, los valores absolutos de fch fueron menores
de 10 en todos los casos. Probablemente estas diferencias modestas se deben a que
la eficiencia de transfeccién no supera el 25 % y, en consecuencia, solo conseguimos
una sobreexpresion de MGRN1 en una poblacién minoritaria de células.

A pesar de la sobreexpresion moderada de MGRN1, el analisis de los valores de
fch para los genes cuyo resultado es estadisticamente significativo (valor de p < 0.05)
mediante el software IPA (Ingenuity Systems) nos informé de que existe una
transcripcion génica diferencial en las dos poblaciones celulares ensayadas (Figura 2).
Segun este analisis preliminar, la sobreexpresion de MGRN1 afectaria a procesos como
la adhesion célula-célula y célula-matriz extracelular, a algunas vias de transduccion de
sefales caracteristicas de factores de crecimiento, ubiquitinacién e incluso a la
regulacion de la progresion del ciclo celular. Estos procesos podrian estar relacionados,

en principio, con la base molecular del fenotipo del ratén mahoganoide.
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Figura 2: Principales eventos celulares cuya transcripcién estaria regulada por la sobreexpresion
de MGRN1. En verde y rojo se indica la proporcion relativa de genes dentro de cada via que estarian
reprimidos o activados por la sobreexpresion de MGRN1, segun el software de andlisis de expresion génica
diferencial IPA (Ingenuity Systems).

Sin embargo, el valor estadistico de estos resultados no es suficientemente
robusto, tal y como se observa en el diagrama de barras de la figura 3, que nos indica
que el cambio del nivel de expresion génica global entre las dos muestras analizadas

no es muy relevante.

Sources of Variation

Figura 3: Representacion de barras de la
variacion de expresion génica general de las dos
muestras ensayadas (segun el analisis con el programa

Partek Genomics Suite de los resultados de fch obtenidos

Mean F Ratio

para los genes con un p < 0,05). “ Treatment’ corresponde
a la muestra que sobreexpresa MGRN1, referido al nivel

de expresion génica basal en las células control.

Factors

Para mejorar la significancia de los resultados necesitabamos partir de una
poblacion celular en la que un porcentaje lo mas cercano posible al 100%
sobreexpresara MGRN1 respecto a las células control. Por ello, recurrimos al estudio
de expresion diferencial en la linea de melanocitos de ratéon MGRN1™9"¢ (melan md1),
nula para la expresion de MGRN1, respecto a la linea de melanocitos de raton normales
(células melan a6) derivada de la misma estirpe de ratén. Ambas proceden de animales
Ink4a-Arf’- para facilitar su crecimiento y proliferacion en las condiciones de cultivo in

vitro.
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4.2. Analisis de expresion génica diferencial en melanocitos murinos melan a6 vs
melan md1

Procedimos de forma similar a la descrita en el apartado anterior. Hibridamos las
poblaciones de ADNc hidrolizado (obtenido a partir del ARN de ambas lineas de
melanocitos) con las micromatrices de Affimetrix “Mouse Gene 2.1”. Los resultados
preliminares se sesgaron por un valor de fch de +/-1,5 y de p < 0,05. Globalmente son
de un alto valor significativo, ya que indican un fuerte efecto de Mgrn1 sobre la expresion
génica general (segun se deduce de la grafica de barras, Figura 4, panel A), en la que
el tipo corresponde al valor de expresidén génica de las células melan md1, carentes de
Mgrn1, en relacién con las células control. En comparacién con el array anterior,
observamos un fuerte efecto de Mgrn1 sobre el transcriptoma de las células melan a6
respecto a las melan md1. También observamos que son varios miles de genes
(alrededor de 4000) los que poseen una expresion diferencial, como muestra la
representacion Vulcano (Figura 4, panel B). Este segunda representacion predice,
igualmente, un fuerte efecto de la ausencia de expresion de Mgrn1 en la linea melan
md1 sobre la expresion génica general. Estas dos graficas corroboran que la expresion
génica de la poblacion de células analizada es muy homogénea dentro de cada grupo y
muy distinta entre grupos (Figura 4).

Sources of \'anation
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Figura 4: Analisis de expresion génica diferencial en matriz mouse 2.1 Array Strip (Affymetrix) tras
hibridacién de la poblacion de cDNA de células melan a6 y melan md1 (deprivadas de suero bovino fetal y
TPA durante 24 h). El histograma del panel de la izquierda representa la media de la sefal respecto al
control de la expresion diferencial de todos los genes, entre los grupos comparados. El valor se obtiene al
aplicar el modelo ANOVA a los resultados de la hibridacién. La representacion de la derecha corresponde
al diagrama Vulcano de la expresion génica diferencial que cumpla el requisito de poseer un valor de fch
de +/- 1,5 y un p < 0,05. Los puntos verdes representan los genes cuya expresion es superior en la linea
melan md respecto a la linea control y los puntos rojos son los genes cuya expresion disminuye en la linea

mutante respecto a la control. Las dos graficas se obtuvieron con el software Partek Genomics Suite.
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El analisis preliminar de los datos de expresion génica diferencial se realizé
empleando el software Partek Genomics Suite, incluyendo los genes con un p < 0.05y
un cambio de expresion mayor o menor que + 1.5 o - 1.5, respectivamente. Los
resultados preliminares indican que el fuerte efecto de Mgrn1 sobre la expresion génica
agrupa a genes que participan en vias importantes para la regulacién del ciclo celular,
concretamente, sefala que el 70 % de los genes que participan en la replicacion del

ADN tienen una expresion génica diferencial en las dos lineas (Tabla 1).

Pathway Name Enrichment | Enrichment % genes in pathway
Score p-value that are present

DNA replication 26,4659 3,21E-12 70,5882

Cell cycle 26,4148 3,37E-12 42,1875

Metabolic pathways 16,1485 9,70E-08 21,7213

Mismatch repair 14,7986 3,74E-07 66,6667

Pyrimidine metabolism 14,7492 3,93E-07 36,8932

Tabla 1: Relacion de los 5 procesos celulares mas relevantes, que agrupan los genes modificados
diferencialmente en las células melan md1 respecto a las melan a6, que poseen mayor grado de

enriquecimiento (mayores valores de enrichment score).

El reagrupamiento de los genes en estas rutas celulares concretas fue
confirmado tras un nuevo analisis de los datos con otro software (MetaCore, de
Thomson Reuters). La Figura 5 muestra las rutas mas probables que mejor agrupan a
los genes con expresion diferencial. Como se observa, el analisis de nuevo apunta a

genes muy relacionados con la progresion y regulacion del ciclo celular.

2 4 8 8 10 12 e

1. Cell cycle_Core

2. Cell cycle_Mitosis

3 3. Cell cycle_G2-M

4 4. Cytoskeleton_Spindle microtubules Figura 5: Relacion de los
S 5. Signal transduction_WNT signaling 10 procesos celulares mas
§ 6. Reproduction_Progesterone signaling probables que agrupan a los
7 7. Apoptosis_Apoptotic nucleus genes con mayor expresi()n
8 8. Cell cycle_G1-S Growth factor

! diferencial en las células melan
regulation

9. DNA damage Checkpoint md1 y melan a6.

10 10. Cell adhesion_Integrin-mediated

cell-matrix adhesion

Aunque esta ausente en este listado de eventos celulares, podemos suponer
también una expresion diferencial importante de genes relacionados con el fenotipo de
pigmentacion del ratén, dado el caracter fuertemente diferenciado y el grado de
melanizacién de los melanocitos melan md1 en relacion a la linea parental melan a6

(Figura 6). El hecho de que no aparezca la ruta entre las sefialadas como mas probables

175



puede ser debido, Uunicamente, a que la ruta de pigmentaciéon no esta incluida en la

informacion del programa de analisis.

Figura 6: Micrografias de las lineas celulares de ratéon melan a6 (control) y melan md1

(mahoganoide). Las imagenes de la izquierda contienen un inserto con el detalle de la hiperpigmentacion
del pellet celular de melan md1 en relacién a las células control y tienen los nicleos marcados con DAPI.

En las de la derecha se puede observar la diferencia en longitud y numero de las dendritas.

4.3. Validacién funcional preliminar del patrén de expresién diferencial de genes
de proliferacion. Analisis de la velocidad de proliferacion de las células melan md1

y melan a6.

El hallazgo de una expresion diferencial de genes de ciclo celular sugiere
importantes diferencias en la velocidad de proliferacién de los melanocitos murinos en
funcion del nivel de expresion de Mgrn1. Una forma rapida y precisa para abordar si
existe alguna alteracion relevante en el ciclo vital de una linea celular es analizar su
velocidad de proliferacién mediante el calculo del tiempo de duplicacion o doubling time.
Por eso, para confirmar la prediccion de los programas Partek Genomics Suite y
MetaCore, que sefalan que, de los 10 eventos celulares representativos de la expresion
génica diferencial de las células melan md1 respecto a las melan a6, los 8 primeros
estan relacionados de algun modo con el ciclo celular, calculamos la velocidad de
duplicacion de las dos lineas celulares. Las células se sembraron en placas de 12
pocillos (25.000 células aproximadamente) y se mantuvieron en las condiciones de
cultivo estandar (RPMI en presencia de 10 % de SBF y TPA a 37 °C y 10% de COy).
Cada 24 horas aproximadamente, se recogieron y se contaron las células contenidas
en cada pocillo, mediante contaje en camara de Neubauer, previa incubacién de las
células con azul tripano. Procedimos de modo paralelo en las dos lineas celulares
(triplicados para cada punto de tiempo). Los tiempos de duplicacion se calcularon a partir
de la representacion y ajuste de los datos del recuento del numero de células en la placa
a los distintos tiempos con el programa GraphPad (Figura 7), para un valor de n=3.
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Figura 7: Calculo del tiempo de duplicacion de los melanocitos melan a6 y melan md1 tras ajustar
los datos experimentales con el software GraphPad. Como se puede observar, para que se divida la linea

melan md1 necesita el doble de tiempo que el de la linea control melan a6.

Los valores del tiempo de duplicacién obtenidos de las curvas de crecimiento se
corresponden muy bien con la diferencia en la velocidad de proliferacion celular que ya
habiamos observado, menor para la linea melan md1 que para las melan a6. Estos
resultados confirman la existencia de una parada o impedimento de la progresion del
ciclo celular, plenamente consistente con las tablas de las rutas de los genes con

expresion diferencial.

4.4 Analisis de la expresion de genes reguladores del ciclo celular de las células
melan md y melan aé.

El ciclo celular de una célula eucariota somatica se clasifica a grandes rasgos en
cuatro etapas: G1 (fase gap1), en la que la célula crece y se prepara para la fase de
replicacion, o fase S (fase de sintesis). A continuacion tiene lugar la fase G2 (gap2), en
la que se prepara para la mitosis o fase M (ver Esquema 2). Al terminar la mitosis, cada
célula se habra dividido en dos células hijas, previo reparto equitativo de la dotacion
genética y el ensamblaje de dos nucleos funcionales. La progresion a través de este
ciclo celular determina la tasa de proliferacion o tiempo de duplicacion celular. Por eso,
el crecimiento y mantenimiento normal de los tejidos de un organismo pluricelular
depende, en gran medida, de la estrecha regulacion de la progresion de su ciclo celular.

La oscilacion en la actividad de las Cdks (kinasas dependientes de ciclina) es la
base de la consecucién completa de cada etapa del ciclo celular . La actividad de estas
Cdks esta determinada, aparte de por su expresién, por su asociacion con proteinas
reguladoras positivas y negativas, asi como por mecanismos de fosforilacion reversible.
La sintesis y degradacion periddica de las ciclinas (reguladores positivos), por un lado,

y de proteinas inhibidoras (familia Cdkn), por otro, determina unos patrones de
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expresion temporal caracteristicos a lo largo del ciclo que, en definitiva, regulan el
equilibrio de activacion de las Cdks, lo cual conduce a una proliferacion celular normal.

En los mamiferos existen complejos ciclina/Cdk especificos para cada fase del
ciclo: ciclina D/Cdk4 (o Cdk6) para la progresion de la fase G1; ciclina E/Cdk2 para la
transicion G1/S; ciclina A/Cdk2 para la progresion por la fase S. Ademas, son necesarios
los complejos ciclina A/Cdk1 y ciclina B/Cdk1 para la entrada en fase M . Obviamente,
existen mecanismos de control que velan por la oportunidad de la transicién G1/S (punto
de restriccion y G1/S checkpoint) en los que participan los inhibidores de Cdk4 Cdkn2a,
Cdkn2b, Cdkn2c y Cdkn2d (p16, p15, p18 y p19, respectivamente) asi como Cdkn1a,
Cdkn1b y Cdkn1c (p21, p27 y p57), inhibidores de Cdk2 (Esquema 2).

La actividad kinasa de los complejos ciclina D/Cdk4 (o Cdk6) y ciclina E/Cdk2
permite, en ultima instancia, que tenga lugar la replicacién del DNA celular (fase S). De
hecho, estos complejos activos fosforilan a la familia de proteinas del retinoblastoma
(Rb, p107 y p130) 2 3. Rb no fosforilado une con alta afinidad a los factores de
transcripcion de la familia de E2f (E2f1 a E2f8), reguladores de la transcripcion de genes
de la fase S. Sin embargo, una vez que Rb esta hiperfosforilado pierde afinidad por E2f,

o lo que es lo mismo, Rb queda inactivo y E2f se activa *.
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Esquema 2: Fases del ciclo con anotacién de las principales proteinas reguladoras (adaptado de Eric
Wong. Introduction to neoplasia. McMaster Pathophysiology Review).
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E2f libre de Rb se asocia con el factor de transcripcion Dp1 y ambos inducen la
transcripcion de genes necesarios para la entrada y el inicio de la fase S °. Entre ellos,
ciclina E y Cdk1. Los complejos ciclina D/Cdk4 y ciclina E/Cdk2 son necesarios, a su
vez, para la expresion de ciclina A, que al igual que la ciclina E, es un regulador de la
actividad de Cdk2. De hecho, el complejo ciclina A/Cdk2 fosforila a E2f durante la fase
S, lo que contribuye a modular su actividad transcripcional *

La progresion por G2/M es dependiente de la activacion del complejo ciclina
B/Cdk1 en el nucleo '. Es mas, no soélo es imprescindible la expresién de ambas y la
localizacion subcelular nuclear sino también la fosforilacion de Cdk1. Existe en esta
etapa del ciclo un punto de control que determina si la célula esta lista para llevar a cabo
la mitosis (G2/M checkpoint), mediado por la actividad transcripcional del supresor
tumoral Tp53. La induccion de Cdkn1a, Cdkn1b y Cdknic (p21, p27 y p57,
respectivamente) contribuye a frenar el ciclo en caso necesario en este punto. El
Esquema 2 ilustra de modo resumido el lugar de participacion de los principales
reguladores de cada etapa del ciclo celular.

A partir de nuestros resultados del array de expresion diferencial, confirmamos
que la expresion de genes relacionados con el ciclo celular esta reprimida en las células
melan md1. Esta disminucion de expresiéon en genes claves del ciclo explica la diferencia
de los valores del tiempo de duplicacion calculados por nosotros. La Tabla 2 muestra
los valores de fch de algunos de los principales genes del ciclo celular, ordenados por
familias, tras sesgar los resultados del array por un p < 0,05y fch +/- 1,5 y que posean

las mayores variaciones de expresion.

Kinasas dependiente de ciclinas Gen FCH P valor
cyclin-dependent kinase 6 Cdk6 -6,409 1,5E-03
cyclin-dependent kinase 18 Cdk18 -3,506 1,1E-02
cyclin-dependent kinase-like 5 CdkI5 -1,353 5,3E-03
cyclin-dependent kinase 1 Cdk1 -2,355 2,8E-02
cyclin-dependent kinase 7 Cdk7 -1,701 2,8E-02
Ciclinas Gen FCH P valor
cyclin E2 Ccne2 -5,630 1,3E-02
cyclin E1 Ccne1 -3,613 1,1E-02
cyclin D1 Ccend1 -3,328 5,4E-04
cyclin A2 Ccna2 -2,115 4,8E-04
cyclin F Cenf -1,977 2,4E-02
cyclin B2 Ccnb2 -1,857 3,8E-02
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Inhibidores de CDKs Gen FCH P valor

cyclin-dependent kinase inhibitor 3 Cdkn3 -1,846 2,9E-03
cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21) Cdkn1a -1,717 1,7E-02
cyclin-dependent kinase inhibitor 2D (p19) = Cdkn2d -1,627 8,7E-02
cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (p15) Cdkn2b 1,338 1,2E-01
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (p16) Cdkn2a 2,420 5,2E-02
Rb Gen FCH P valor
retinoblastoma binding protein like 1 Rbl1 -2,241 6,0E-03
retinoblastoma binding protein 8 Rbbp8 -1,847 5,8E-03
retinoblastoma binding protein 6 Rbbp6 -1,607 4,5E-02
retinoblastoma 1 Rb1 -1,593 3,9E-03
E2F Gen FCH P valor
E2F transcription factor 8 E2f8 -5,300 2,4E-03
E2F transcription factor 2 E2f2 -3,775 2,0E-03
E2F transcription factor 1 E2f1 -3,488 5,4E-03
E2F transcription factor 3 E2f3 -3,306 2,1E-04
E2F transcription factor 7 E2f7 -3,140 4,8E-03
E2F transcription factor 5 E2f5 -1,267 1,0E-01
transcription factor Dp 1 Tfdp1 -4,109 7,4E-04

Tabla 2: Valores de fch y p de los genes reguladores del ciclo celular con mayor variacion. Se
muestran los valores del cambio del nivel de expresidn (fch) con indicacién de si se trata de una disminucion
(valores negativos) o un aumento de la expresion (valores positivos) del gen concreto en la linea melan
md1 respecto a la linea control. Ademas, se indica también el valor p de dicho cambio. En rojo se indican

los genes cuya expresion disminuye, y en verde aquéllos cuya expresién aumenta.

Como se puede observar, la transcripcion de un numero sorprendentemente alto
de genes de Cdks y de ciclinas esta reprimida en las células melan md1. Ademas, la
expresion tanto del factor de transcripcion E2F como de su coactivador transcripcional
DP1 esta también disminuida, por lo que podemos anticipar que las células melan md1
tendran dificultades para entrar y progresar por la fase S del ciclo, pues estos dos
factores de transcripcion regulan la expresion de un gran numero de genes importantes
para la fase S °.

Para validar de modo general los resultados de un array, es conveniente
confirmar mediante g-PCR la expresion diferencial de algunos genes, para comprobar
que, al menos, el sentido del cambio del fch se conserva. Por ello, en un primer analisis,
elegimos algunas de las dianas implicadas en el ciclo celular y disefiamos
oligonucledtidos de RT-qPCR especificos de ciclinas (Ciclina D1, Ciclina E1, Ciclina A2)
y kinasas dependientes de ciclina (Cdk4, Cdk6, Cdk1). Comprobamos las eficiencias de
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hibridacion de los oligos, mediante amplificacion de diluciones seriadas del cDNA de
células melan a6 (obtenido de la misma poblacién de ARN analizada en el array). Los
resultados del porcentaje de eficiencia de alineamiento de los oligonucleétidos usados
de cebadores se muestran en la Tabla 3. A continuacion, calculamos la variacion de la
expresion de dichos genes (fch) en los melanocitos melan md1 respecto a las células
control melan a6 por RT-gPCR (Tabla 3).

Gen Mgrn1 | Creb5 | Cdk6é | Cdk1 | CiclinaD1 | Ciclina E1 | Ciclina A2 | Tgfb2
Fold Change (array) -7.53 -7.07 | 6.41 | -2.35 -3.33 -3.61 -2.11 211
Eficiencia primers (%) 97.5 83.0 95.0 63.0 103.0 96.0 135.0 93.0
Fold Change gPCR* -12.0 -23.0 -8.1 -4.0 -6.2 -10.1 -4.6 47.4

Tabla 3: Validacion de la expresion diferencial de algunos genes relacionados con la regulacién y
progresion del ciclo celular en eucariotas mediante RT-gPCR. *Las variaciones de la expresion se
normalizaron considerando los genes de Mapk1 y Rpl35 como genes constitutivos, tras comprobar que
estan expresados de forma analoga en las dos lineas de melanocitos. Para calcular la variacion de la

expresion de cada gen, asignamos el valor de 1 al nivel de expresion de ese gen en las células melan a6.

Los resultados obtenidos validan la expresién diferencial observada para dichos

genes en el array, y por extrapolacion, validan los resultados del array.

4.5. Analisis de las etapas del ciclo celular de las células melan md y melan a6.

Los resultados expuestos hasta ahora indican que los melanocitos
mahoganoides (carentes de Mgrn1) poseen una velocidad de proliferaciéon inferior
respecto a los melanocitos control. Ademas, sabemos que los genes de proteinas
reguladoras del ciclo celular estdn menos expresadas en los melanocitos mutantes. Por
eso, procedimos a analizar el perfil del reparto en las distintas fases del ciclo (G0/G1, S
y G2/M) de la poblacién celular de ambas lineas (Figura 8). El histograma
correspondiente a las células melan a6 (panel de la izquierda) muestra una distribucion
en las distintas etapas del ciclo celular caracteristica de células proliferativas, con un
maximo de células en la fase G1 del ciclo (80,53 %) y menor porcentaje de células
repartidas entre las fases S (15,73 %) y fase G2/M (3,74 %). El perfil para las células
melan md1 fue completamente distinto y anémalo (panel del centro), con una gran
retencion de células en fase S (90,15 %) y menos células en fase GO/G1 (7,10 %). El

porcentaje de células en fase G2 (2,75 %) fue, sin embargo, similar al de las células
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control. Estos resultados sugieren una fuerte retencion de las células melan md1 en la

fase de duplicacion del ADN (panel de la derecha).
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Figura 8: Analisis del ciclo celular de las células melan a6 y melan md1. Los paneles de la izquierda

y del centro corresponden a los histogramas de fluorescencia obtenidos al analizar las dos lineas de

melanocitos de ratdn. El panel de la derecha representa el porcentaje de células de cada linea que a un

tiempo dado se encuentra en cada una de las fases del ciclo indicadas. Los melanocitos de las dos lineas

mantenidas en medio completo (10 % SBF y TPA) se fijaron con 70 % de etanol a 4° C y posteriormente se

trataron con RNasa y se tifieron con yoduro de propidio (30 minutos a 37° C). La poblacién celular

seleccionada (alrededor de 30.000 células) fue analizada mediante un citémetro FACScalibur y los

resultados se representaron empleando el programa ModFit LT.

Es decir, las células que carecen de Mgrn1 tienen mucha dificultad para salir de

la fase S de replicacion hacia la mitosis.

4.6. Analisis de expresion de genes de fase S de las células melan md y melan a6.

El control primario de la division celular se ejerce tanto a nivel de la replicacion

del ADN celular como de la mitosis. Ademas de los genes de expresion temprana y

algunos de respuesta tardia como ciclinas, CDKs, y proteinas reguladoras de su

expresion y actividad, en la progresion de las etapas del ciclo participan tanto las

proteinas y enzimas que dirigen la replicacion del ADN ¢ como proteinas formadoras de

microtubulos (MT) y microfilamentos. Entre estas ultimas, destacan los isotipos de

tubulina Il (a, B, y) por su participacion en la polimerizacion y el ensamblaje de los MT

que configuran el huso acromatico y el aster al terminar la replicacion del ADN celular,

en la etapa previa a la mitosis "8, El punto de control del ensamblaje del huso (abreviado

SAC, del inglés Spindle Assembly Checkpoint) regula la entrada en anafase, por lo que

los errores en la formacion de estas estructuras provocan una retenciéon de las células
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en la fase S '. Este complejo mecanismo detecta que el huso mitético se ha formado
correctamente, que todos los cromosomas estan asociados a €l de modo bipolar y que
estan alineados en la placa metafasica. En caso contrario, es decir, cuando concurren
defectos en la estructura o composicion de los MT del huso, del cinetocoro, de los
centrémeros, o de la duplicacion de los centrosomas, se detiene la mitosis y la célula
activa los mecanismos de reparacion para evitar una aneuploidia.

En el SAC participan proteinas de diferentes familias - & ° '° que, de modo
coordinado, intervienen para que la mitosis, y por lo tanto la proliferacion celular, culmine
con éxito. Entre ellas, destacan las proteinas estructurales de los MT, a-y B-Tubulinas
(cuyas isoformas estan codificadas por los genes TUBA y TUBB) y proteinas asociadas
y reguladoras (familias Map, Mastl y enzimas como Cpa); proteinas estructurales y
reguladoras del cinetocoro y del centrdmero como las de la familia Cenp, Mad2 y Tpx y,
por ultimo, proteinas del ensamblaje del centrosoma y material pericentriolar como y-
tubulina y las de la familia Cep, PIk y Aurk.

La Tabla 4 muestra las mayores variaciones de expresion que hemos encontrado
en algunos de los genes que codifican proteinas que participan en el SAC. Como en el
caso de los genes de fase G1 (Tabla 2), una gran mayoria estan reprimidos en las

células mahoganoides (marcados en rojo), y s6lo unos pocos activados (en verde).

Tubulina Gen FCH P valor
tubulin, beta2a Tubb2a -2,992 1,8E-03
epsilon-tubulin 1 Tube1 -2,298 1,8E-01
tubulin, beta6 Tubb6 -2,105 5,9E-03
tubulin, beta3 Tubb3 -1,959 8,8E-04
tubulin, alphalc Tubailc -1,710 1,8E-02
tubulin, betab Tubb5 -1,606 1,8E-02
tubulin, gamma 2 Tubg2 2,288 6,7E-02
Centrosoma Gen FCH P valor
centrosomal protein 55 Cep55 -4,34 2,7E-03
centrosomal protein 72 Cep72 -3,52 1,4E-03
centrosomal protein 78 Cep78 -2,38 1,1E-02
centrosomal protein 68 Cep68 -2,25 1,6E-02
centrosomal protein 104 Cep104 -1,94 2,1E-02
centrosomal protein 170 Cep170 1,86 7,5E-03
centrosomal protein 290 Cep290 2,88 8,5E-04
Proteinas asociadas Gen FCH P valor
microtubule-associated protein 9 Map9 -1,765 3,5E-02
microtubule-associated protein 4 Map4 2,251 4,3E-03
microtubule-associated protein 1B Map1b 5,561 9,0E-03
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Centrémero Gen FCH P valor

centromere protein H Cenph -7,251 2,9E-03
centromere protein K Cenpk -6,090 1,2E-03
centromere protein | Cenpi -3,651 2,4E-03
centromere protein N Cenpn -3,580 7,7E-03
inner centromere protein Incenp -3,268 2,1E-03
centromere protein W Cenpw -2,963 3,8E-02
centromere protein P Cenpp -2,308 8,4E-03
centromere protein E Cenpe -2,041 1,2E-03
Enzimas reguladoras Gen FCH P valor
bora, aurora kinase A activator Bora -3,835 1,6E-02
aurora kinase B Aurkb -2,941 7,0E-03
aurora kinase A Aurka -1,995 3,0E-02
polo-like kinase 4 Plk4 -4,368 3,3E-03
polo-like kinase 2 Plk2 -3,510 2,5E-03
polo-like kinase 1 Plk1 -2,571 3,7E-03

Tabla 4: Valores de fch y p de algunos genes relacionados con el SAC. Se muestran los valores
del cambio del nivel de expresion (fch) con indicacion de si se trata de una disminucion (valores negativos)
o un aumento de la expresion (valores positivos) del gen concreto en la linea melan md1 respecto a la linea

control. Ademas, se indica también el valor p de dicho cambio.

Con estos resultados de expresion génica, podemos anticipar que la célula
mahoganoide va a tener muchas dificultades para poder orquestar la correcta
organizacion de todas las estructuras del SAC. Por lo tanto, parece logico que estas
células necesiten mas tiempo para completar su ciclo celular. Ademas, estos datos de
expresion génica son totalmente consistentes con el fenotipo de retencion en fase S
observado para las células melan md1.

Llegados a este punto, es importante destacar varias cosas: 1) estudios recientes
(Srivastava et al 2014, ') relacionan la actividad E3-Ub ligasa de MGRN1 con la
poliubiquitinacién de a-tubulina. Esta modificaciéon postraduccional de a-tubulina podria
participar de algun modo en la dinamica de los MT de tubulina, permitiendo, por lo tanto,
la adecuada progresion desde la fase S del ciclo celular hacia la fase G2/M. 2) La
ubiquitinacion de los heterodimeros a/f de tubulina es un mecanismo al que recurren
las células del sistema nervioso para evitar, por un lado, un exceso de heterodimeros
a/B de tubulina libres (no incorporados a MT) y por otro, acimulos de tubulina mal
plegada. Este mecanismo protege a las células del sistema nervioso de la citotoxicidad
inherente a un exceso de tubulina libre '°. 3) Parkina, una E3-Ub ligasa similar a Mgrn1,

se asocia tanto a MT como a heterodimeros a/f§ de tubulina libres, y ademas cataliza in
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vitro la ubiquitinacién de o/B tubulina 2. 4) Las formas mutantes de Parkina encontradas
en pacientes con la enfermedad de Parkinson (PD) no son capaces de ubiquitinar a/8
tubulina '2. Por lo tanto, cabria la posibilidad de que Mgrn1 tuviera cierta analogia
funcional con Parkina y ubiquitinara también a las isoformas de tubulina, desempefiando
alguna funcién en la dinamica de los MT.

Para poder verificar esta hipoétesis, los datos de expresion génica, aunque
informativos, no lo son tanto como los de expresion de las proteinas. De hecho, en la
Tabla 4 vemos coémo la expresion de varias isoformas de tubulina esta reprimida en las
células melan md1 respecto a las células melan a6. Sin embargo, nuestros resultados
preliminares sobre la expresion de las isoformas de tubulina muestran una gran
diferencia entre la cantidad de tubulina B Il (Tubb3) expresada en las dos lineas de
melanocitos en la direccion contraria (Figura 9). Tras analizar el contenido de la isoforma
Il de tubulina B por Western blot con un anticuerpo especifico vimos que las células
melan md1 acumulan una gran cantidad de tubulina B Il (peso molecular aparente de
unos 55 kDa), a diferencia de los lisados celulares de melan a6. Ademas, observamos
que el patron electroforético de la banda correspondiente a tubulina 8 Ill es distinto, ya
que en los lisados de células melan a6 se detectan bandas especificas correspondientes
a tubulina B Il de alto peso molecular y probablemente también fragmentos de la

proteina, que no se aprecian en los lisados de melan md1.
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Figura 9: Andlisis electroforético del patron de expresién de tubulina 8 1ll (Tubb3) en las células
melan a6 y melan md1. Las células fueron solubilizadas en tampon de lisis (Tris 50 mM pH 6,8 EDTA 1 mM
1% Igepal). 10 pg del extracto fue separado mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes. La deteccion de las bandas de beta Tubb3 se realizé tras reconocimiento con el

anticuerpo primario anti beta tubulina (aTubb3).
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Estos resultados de sobreexpresion de tubulina en las células melan md1
respecto a las melan a6 fueron confirmados mediante microscopia confocal utilizando
el mismo anticuerpo, asociado a un anticuerpo secundario fluorescente. Las imagenes
tomadas con el microscopio muestran una red de MT muy evidente en las células con
fenotipo mahoganoide (Figura 10). De momento, desconocemos si el exceso de
expresion de Tubb3 que observamos es similar para el resto de genes de tubulina  y/o

para los de tubulina a.

Figura 10: Micrografias
obtenidas con el microscopio
confocal en las que se marcé
la proteina tubulina B Ill. A la
izquierda, melan a6; a la
derecha, melan md1.

Por lo tanto, los resultados expuestos indican que podria existir una regulacion
postraduccional de tubulina B Il por Mgrn1. Los resultados sugieren que en las células
melan md1, la falta de Mgrn1 ocasiona una ubiquitinacién deficiente de tubulina 8 Il que
provoca su acumulacion.

Por ultimo, el analisis de la expresién génica diferencial de los genes que
codifican tanto las enzimas que participan en la replicacion y las proteinas asociadas
(Esquema3) incluyendo las proteinas Orc, Cdt1 y Cdc6 que forman el complejo de
prereplicacion, nos indica que todos estan reprimidos en mayor o menor medida (Tabla

5, genes indicados en rojo), a excepcion de los tres ultimos (genes anotados en verde).
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Esquema 3: Conjunto de enzimas y proteinas que participan en el proceso de replicacion del ADN

en eucariotas, con indicacion de si estan unidos a la hebra lider o retardada.
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Enzimas de la replicacion Gen FCH P valor

Helicasa Mcm5 -4,378 2,8E-03
Helicasa Mcm2 -4,049 2,2E-03
DNA polimerasa d2 Pold2 -3,395 4,4E-03
Helicasa Dna2 -3,216 4,3E-03
S-phase kinase-associated protein 2 Skp2 -3,139 1,6E-03
Ligasa Lig1 -3,128 8,2E-03
DNA polimerasa a1 Pola1 -2,955 1,3E-04
DNA polimerasa e2 Pole2 -2,917 1,1E-02
Helicasa Mcm3 -2,744 1,2E-02
Helicasa Mcm6 -2,732 1,4E-03
DNA polimerasa e Pole -2,637 6,4E-03
Helicasa Mcm7 -2,582 7,2E-04
Endonucleasa Fen1 -2,529 1,1E-02
DNA polimerasa a2 Pola2 -2,390 1,1E-03
DNA polimerasa d1 Pold1 -2,377 7,5E-03
DNA primasa 1 Prim1 -2,355 1,0E-02
Helicasa Mcm4 -2,229 1,4E-03
Proliferating cell nuclear antigen Pcna -1,986 2,3E-03
DNA primasa 2 Prim2 -1,721 1,8E-02
Rnase H Rnaseh2c -1,684 2,6E-02
Proteinas reguladoras Gen FCH P valor
DNA replication factor Cdt1 Cdt1 -3.903 4,2E-03
replication factor Rpa2 -3,684 5,1E-03
cell division cycle 6 Cdc6 -3,058 8,7E-03
cell division cycle 45 Cdc45 -2,806 2,5E-05
replication factor a3 Rpa3 -2,340 1,4E-02
Dbf4 Ring Finger Dbf4 -2,116 1,5E-02
Origin recognition complex 6 Orc6 -2,073 2,1E-02
replication factor c5 Rfc5 -2,058 1,6E-03
cell division cycle associated 7 Cdca7 -2,044 1,2E-03
replication factor c4 Rfc4 -1,990 5,0E-02
cell division cycle 25A Cdc25a -1,934 8,9E-03
Growth Arrest DNA-Damage-Inducible, a Gadd45a 2,536 5,0E-03
Growth Arrest DNA-Damage-Inducible, b Gadd45b 4,686 7,0E-03

Tabla 5: Valores de fch y p de algunos genes relacionados con la replicacion. Se muestran los
valores del cambio del nivel de expresién (fch) con indicacion del valor p de dicho cambio de las células

melan md1 respecto a la linea control.

Los resultados expuestos anteriormente demuestran que las células con fenotipo
mahoganoide tienen afectada la expresién de una proporcion muy alta de genes
relacionados con la progresion de fase G1 a fase S, de la propia fase S y del punto de
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control de la entrada en mitosis o SAC. Consecuentemente, manifiestan una tasa de
proliferacion inferior a la de las células control melan a6 y una retencion en la fase S del
ciclo celular. Este fenotipo, que a su vez se relaciona con el fenotipo de diferenciacion
muy pigmentado, es consecuencia de la carencia de expresion de Mgrn1, una ubiquitina
ligasa con dominio RING cuyas dianas responsables de todas estas alteraciones
celulares son, de momento, desconocidas. Parece l6gico pensar que esas dianas

fuesen un numero reducido de proteinas con un fuerte efecto sobre la expresion génica.

4.7. Factores de transcripcion reguladores de la expresion génica en las células
melan md1.

El analisis de los resultados del array con el programa MetaCore predice que los
reguladores transcripcionales mas probables que estarian regulando aguas arriba la
expresion génica diferencial de las células melan md1 serian los que se muestran en la
Tabla 6. De la veintena de reguladores transcripcionales propuestos, tras ordenarlos
por el parametro z score (indicador de mayor probabilidad de que el factor de
transcripcion esté involucrado), destacan c-Myc y Creb1 como los mas probables, con

una notable diferencia en ese parametro sobre los inmediatamente siguientes.

Object name | Ratio | p-value | z-score Tabla 6. Factores de transcripcion
c-Myc 1.58 | 2.8e-80 | 19.64 seleccionados por el programa de andlisis
CREB-1 135 | 29e-72 | 18.28 MetaCore como los reguladores
ZNF143 1.64 | 2.2e-37 | 13.30 transcripcionales diferenciales mas
E2F1 167 | 1.1e-32 | 12.41 probables en las células melan md1 respecto
Oct3/4 145 | 1.5e-24 | 10.52 a las células melan a6.

Por eso, esta prediccion apunta que c-Myc, Creb1 y E2f estarian implicados en
la expresion diferencial de las células melan md1. Estos tres factores de transcripcion
son muy relevantes en el contexto de nuestros resultados por el importantisimo papel
que desempenan como reguladores de la expresion génica de muchos de los genes
recopilados en las Tablas 2, 4 y 5. De hecho, el oncogén c-Myc se expresa en las células
proliferativas del SNS y la epidermis durante el desarrollo del ratén. Su sobreexpresion
se relaciona con diversos tumores '® y se considera junto con otros tres factores (Oct4,
Sos2 y KIf4) el coctel necesario para reprogramar las células diferenciadas en células
pluripotentes. Regula la transcripcion de multitud de genes en respuesta a mitégenos ™,
mediante la dimerizacidon con otras proteinas (como Max) que contengan también el
dominio unién al ADN bHLH. Por su parte, Creb1 es un factor de transcripcion de

expresion ubicua que, tras fosforilacion mediada por mitégenos '°, activa la transcripcion

188



génica mediante su union a los elementos de respuesta CRE, presentes en multitud de
promotores de genes que se regulan por AMPc '8.En cuanto a E2f1, sabemos que regula
la transcripcion de los genes necesarios para la replicacion del ADN 5. Nuestros
resultados sugieren que la expresion y/o actividad de los tres sera mas baja en la linea
que carece de Mgrn1. De hecho, confirmamos mediante analisis por transferencia
Western que efectivamente, la expresion basal de c-Myc y Creb1 en la linea
mahoganoide es inferior a la de la linea parental de melanocitos (Figura 11). Seria muy
importante confirmar mediante la expresiéon de genes reporteros de ambos sus
actividades en los dos tipos celulares, asi como la expresion y actividad del factor de

transcripcién E2f1, objetivo que se esta abordando en este momento.
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Figura 11: Resultado de la expresién basal de c-Myc y Creb1 mediante western blot de los lisados
celulares de melan a6 y melan md1, empleando 10 pg de proteina total por calle y como anticuerpos

primarios sc-764 y sc-58 (respectivamente) y un anti-rabbit conjugado con HRP como secundario.

Por ultimo, Chhangani y colaboradores postularon en 2014 que Mgrn1 podria
participar en la degradacion de proteinas poliglutaminadas ', evitando la agregacion de
proteinas con la sefial de poliglutamina expandida. El raton mahoganoide (md/md")
desarrolla alteraciones neuronales similares a las de enfermedades producidas por
priones y encefalopatia espongiforme 8. Este fenotipo podria explicarse, al menos en
parte, por un déficit de ubiquitinacion de proteinas con secuencia de poliglutamina en
las células del SNC que se acumularian al no degradarse y podrian terminar agregando
y formando acumulos de tipo amiloide. Entre las posibles proteinas candidatas, hemos
considerado como muy probable el factor de transcripcion Tbp (TATA box binding
protein), por dos motivos: 1) es una proteina de 35 kDa poliglutaminada, con el motivo

poliglutamina en su dominio amino terminal (ver secuencia en figura 12).
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MDONNSLPPYAQGLASPQGAMTPGIPIFSPMMPYGTGLTPQPIONTNSLSILEEQORQOOOOQOOOOO00
AVATAAASVQQOSTSOQOPTOGASGOTPQLFHSQTLTTAPLPGTTPLYPSPMTPMTPITPATPASESSGIVP
QLONIVSTVNLGCKLDLKTIALRARNAEYNPKRFAAVIMRIREPRTTALIFSSGKMVCTGAKSEEQSRLA
ARKYARVVQKLGFPAKFLDFKIQNMVGSCDVKFPIRLEGLVLTHQQFSSYEPELFPGLIYRMIKPRIVLL
IFVSGKVVLTGAKVRAEIYEAFENIYPILKGFRKTT

Figura 12: Secuencia de aminoacidos de la proteina de ratéon TATA box binding protein (Tbp) del
raton, en la que se aprecia el péptido poliglutaminado, o motivo rico en glutamina (subrayado en amarillo).
La proteina humana es muy similar, con un motivo de poliglutamina mas largo. La expansion de esta
secuencia de poliglutamina esta asociada con un desorden neurolégico degenerativo llamado ataxia
espinocerebelar. La Lys 202 (marcada en verde) posee una alta probabilidad de ser ubiquitinada (segun el

programa Ubpred.org, de prediccion de Lys ubiquitinables)

2) Es un regulador transcripcional de una gran cantidad de genes de las células
somaticas '°, por lo que un exceso o una carencia del mismo tendria un fuerte efecto
sobre la expresion génica. Esta proteina regula la transcripcion de genes de tipo |l
(aquellos que dan lugar a un ARNm traducible a proteina, transcritos por la ARN
polimerasa Il) mediante la unién a la caja TATA (TATA box) en el promotor proximal,
normalmente en posicidon alrededor de -100 del inicio de la unidad de transcripcion,
asociada al complejo multiproteico TFIID, con el que forma el complejo de preiniciacion

de la transcripcion '® (Esquema 4).
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Esquema 4: Representacion esquematica del reclutamiento de factores de transcripcion
nucleados por TBP que participan en la transcripcién dependiente de RNA polimerasa Il. Adaptado de
Levine and Tjian, Nature 424, 147-151 (2003).

Sin embargo, no todos los genes tipo Il estan regulados por Tbp. Se ha
demostrado que los promotores de algunos genes necesarios para el desarrollo
embrionario temprano de Drosophila que participan en la replicacion no unen Tbp 2°. Por
el contrario, poseen en su promotor proximal la secuencia DRE a la que se une un
complejo, formado por varios factores de transcripcion como Dref (DNA replication-
related element factor), Iswi (subunidad catalitica de proteinas de remodelado de la
cromatina de la familia Nurf), y el factor de transcripcion Trf2 (TATA box binding protein-

related factor 2). El Esquema 5 ilustra este proceso.
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Esquema 5: Representacion esquematica de la transcripcion de genes de Drosophila cuyo
promotor proximal une un complejo formado por factores de transcripcion en el que no participa TBP. Por
el contrario, participan proteinas como TRF2, ISWI y DREF. Adaptado de Levine and Tjian, Nature 424,
147-151 (2003).

En Drosophila, este complejo de transcripcion alternativo regula positivamente la
transcripcion de los ARNm correspondientes a una treintena de genes, algunos de ellos
directamente relacionados con la replicacion del ADN: Pcna, ADN polimerasa a (DNA
Pola) y E2f?°. También la de otros que codifican proteinas ribosomales en Drosophila'y
humanos 2'. Mas aun, este complejo inhibe la transcripcion del ARNm correspondiente
a Tbp, por un lado, y compite con ella por la unién de las proteinas que forman el TFIID,
por otro '°. Consecuentemente, la sobreexpresion de Tbp disminuiria la actividad de Trf2
y viceversa.

En las células humanas y de raton, los ortélogos de Trf2, Iswi y Nurf codifican las
proteinas Tbpl1, Smarca y Rbbp, respectivamente. Tbpl1 posee cierta homologia con
Tbp (Figura 13) y conserva el dominio C-terminal de unién al ADN. Sin embargo, es
inactivo en promotores que contienen la TATA box y por el contrario activa la

transcripcion de genes que carecen de esta %.
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Figura 13: Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de las proteinas de ratén Tbp (TATA box
binding protein) y Tbpl1 (TATA box binding protein-like 1). En color negro se especifican los residuos no
comunes, en azul los cambios conservativos y en rojo los aminoacidos idénticos entre las dos secuencias.

En Tbp, el dominio de unién al ADN abarca desde 138 al 317. En Tbpl1 es la proteina completa.
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Para concluir, podemos especular que una célula que expresara un exceso de
Tbp tendria una mayor tasa de transcripcién sobre una bateria de genes concreta y
diferente a la regulada por Tbpl-1, cuya transcripcion estaria desfavorecida. Si ademas,
como ocurre en Drosophila, Tbpl1 mediara la transcripcion de genes que codifican
proteinas y enzimas de la replicacion del ADN, en este escenario, esta célula tendria
una fase S mas larga, o lo que es lo mismo, la replicacion seria mas ineficiente y se
observaria una progresion mas lenta por la etapa de sintesis del ADN. Seria muy
interesante comprobar los niveles de expresion de Tbp y Tbpl1 en las células con
fenotipo mahoganoide respecto a las células melan a6, ya que nuestros resultados de
expresion génica diferencial demuestran que las células que carecen de Mgrn1 son
deficitarias en la expresion de muchos genes reguladores de la replicacion, algunos de
los cuales (Pcna, ADN Pola, E2f1) estan regulados por Tbpl1 en Drosophila. Mas aun,
esta hipotesis esta reforzada por el hecho de que Tbp y Tbpl1 compiten por unir los
factores o proteinas asociadas a Tbp (TAFs) que forman el complejo TFDII, pero activan
promotores diferentes, de manera que la sobreexpresion de Tbp en la célula
mahoganoide derivada de la carencia de Mgrn1 estaria desfavoreciendo la transcripcién
génica de los promotores activados por Tbpl. Los experimentos necesarios para
confirmar esta hipotesis han quedado al margen de los objetivos de esta Tesis Doctoral,

y se estan iniciando en este momento.

4.8. Resumen y modelo propuesto.

Los ensayos de expresion génica diferencial entre dos poblaciones celulares en
las que una de ellas expresa una determinada proteina y la otra carece, total o
parcialmente, de la misma se pueden abordar actualmente mediante aproximaciones a
gran escala, gracias a la tecnologia de micromatrices génicas de expresion. En estas
matrices de ADN codificante, conocidas como microarrays de expresion, el soporte
contiene un numero variable de oligonucledtidos, o sondas, para cada gen de un
organismo. De este modo, todos los genes conocidos con expresion en esa especie
estan representados. La hibridacion de la matriz con una muestra de ADNc obtenido a
partir del ARNm de una linea celular o tejido, seguido de la lectura de la hibridacion
complementaria para cada punto de la matriz, nos da una idea del nivel de expresion de
cada gen, una vez integradas las sefales de todas las sondas para cada uno.

Aplicando esta tecnologia al analisis de la posible regulacion de la expresion
génica por MGRN1, comparamos el resultado de hibridar una linea celular de melanoma

humano que sobreexpresara MGRN1 como consecuencia de la transfeccion con una
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construccion de expresion, respecto a la linea celular con expresion endégena. Con esta
aproximacion pretendiamos averiguar qué genes estaban diferencialmente expresados
y asi determinar nuevas dianas de MGRN1, esta vez no como consecuencia directa de
su ubiquitinacion y consiguiente degradacion por el proteasoma. Sin embargo, dado que
las eficacias de transfeccion no son muy elevadas (rondan el 25%) los resultados que
obtuvimos no fueron muy significativos, pues un gran numero de células no
sobreexpresaba la proteina. No obstante, estos ensayos aportaron una informacion
preliminar de interés al apuntar a una regulacion diferencial de genes implicados en la
regulacién del ciclo celular, entre otros.

Para obtener una mayor sensibilidad en la identificacién de genes regulados por
MGRNA1, recurrimos a una linea de melanocitos del ratén mahoganoide que carece de
Mgrn1. Con estas células (melan md1) y las parentales salvajes correspondientes
(melan a6) repetimos el analisis de expresion génica diferencial con micromatrices de
ADN. Obtuvimos una expresion diferencial significativa en unos 4000 genes. Una gran
parte de ellos desempenfian funciones clave en la progresion y control del ciclo celular,
cuya expresion esta reprimida respecto a la de las células melan a6. Para validar
funcionalmente este hallazgo, procedimos al analisis de la tasa de proliferacion y de la
distribucion de la poblacion celular en las distintas fases del ciclo de duplicacién mitética.
Observamos que las células mutantes tienen una velocidad de duplicaciéon
considerablemente inferior a las de las células control. Lo mas sorprendente fue
comprobar que estan reprimidos el 80% de los genes conocidos que codifican las
proteinas de la replicacion del ADN vy las reguladoras del control de entrada en mitosis.
Estos resultados dan cuenta de modo convincente de la retencion en fase S que
observamos, con la consiguiente disminucion de la tasa de proliferacion de las células
mahoganoides, en comparacion con los melanocitos control.

No menos importante es el hallazgo de que esta expresién génica diferencial
podria estar orquestada a nivel transcripcional por c-Myc, Creb1 y E2f1. Estos
reguladores transcripcionales clave estarian fuertemente reprimidos en las células
melan md1, de acuerdo con la prediccion in silico de modificaciones en la actividad de
factores de transcripcion aplicada al patrén de expresion diferencial de expresion génica
en las células melan md. Cabe resaltar que esta prediccion ha sido parcialmente
confirmada analizando la expresion de las proteinas Myc y Creb por Western blot. Todo
ello avala la hipétesis de que Mgrn1 podria ser una E3-Ubiquitina ligasa de algun(os)
factor(es) de transcripcion clave para la salida de fase G1 y la entrada y progresion de
la fase S. La carencia de Mgrn1 en las células melan md1, y la consiguiente acumulacion
de este factor de transcripcion, conduciria a un patron transcripcional aberrante con

disminucion de la actividad de c-Myc, Creb1 y también de E2f1. A su vez, esta
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disminuciéon acarrearia la represion de los genes diana de dichos factores de
transcripcibn, en wuna cascada que explicaria, al menos parcialmente, el
sorprendentemente alto nimero de genes expresados diferencialmente en las células
melan md. La relacion de este patrén de expresion génica aberrante con las distintas
manifestaciones patolégicas del fenotipo mahoganoide es muy probable, y su analisis
sera sin duda objeto de estudio en el futuro préximo.
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CONCLUSIONES






1. MC1R es un GPCR de clase B que une tanto ARRB1 como ARRB2, con una
afinidad comparable en condiciones basales. A diferencia de lo descrito para la
mayoria de los GPCRs, la union de ambas isoformas de ARRB al receptor es

independiente de agonista y del estado de fosforilacion de MC1R.

2. La interaccion de ARRB1 y ARRB2 con MC1R es competitiva y mutuamente

excluyente.

3. ARRB2, pero no ARRB1, inhibe el acoplamiento funcional de MC1R a la via del
AMPCc/PKA e induce su internalizacion dependiente de agonista, por un mecanismo
que no implica necesariamente la participacion de clatrina y adaptina. La asociacion

MC1R-ARRB2 forma un complejo estable en vesiculas endociticas.

4. ARRB2 no desacopla a MC1R de la via de las MAPK ERK1/2, ni sefiala a través

de esta via de senalizacion.

5. Tanto ARRB1 como ARRB2 se poliubiquitinan de modo dependiente de la

expresion de MC1R funcional e independiente de segundo mensajero.

6. La poliubiquitinacion de ARRB2Z ocurre al menos en el residuo Lys400. Esta

modificacion promueve la protedlisis de la ARRB2 en el entorno del residuo Arg170.

7. Tanto ARRB1 como ARRB2 sufren una modificacion post-traduccional
independiente de MC1R, que modifica su masa molecular y que podria consistir en
una mono- o diubiquitinacién en residuo(s) situado(s) en el dominio N-terminal de las

arrestinas.

8. La E3-ubiquitina ligasa MGRN1 participa en la poliubiquitinacion de las ARRBs en
presencia de MC1R, que actia de andamio molecular al inducir la formacién de un

complejo ternario ARRB-MC1R-MGRN1 necesario para esta modificacion.

9- Una mutacién en el gen Mgrn1 murino que anula la expresion de la proteina da
lugar a un cambio profundo en el patron de expresion génica, con una expresion
diferencial de unos 4000 genes en los melanocitos mutantes, en relacién con células
control. El analisis in silico de los cambios de expresion génica muestra una

represion generaliza de genes reguladores de la progresién a través del ciclo celular.
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10- Los melanocitos mutantes carentes de Mgrn1 tienen una menor velocidad de
duplicacion asociada a una retencion en la fase S del ciclo celular, en comparacion
con melanocitos control. Por tanto, Mgrn1 es un regulador importante de la
expresion geénica y la proliferacion de los melanocitos, no caracterizado hasta la

fecha.

11- Los melanocitos de raton carentes de Mgrn1 presentan una represion de los
factores de transcripcion c-Myc, Creb1 y probablemente E2f. Dado que estos
factores de transcripcion poseen abundantes dianas, el elevado niumero de genes
reprimidos en los melanocitos mutantes podria explicarse, al menos parcialmente,

por la inhibicion de su actividad transcripcional.

200



APENDICE






1. TAMPONES

a) Generales

PBS 1X (pH 7.2):
NaCl
KCI
Na;HPO,
KH,PO,

Tampon de solubilizacion celular I:
PBS
PMSF
Igepal-CA630

Inhibidores de fosfatasas

Tampon de solubilizacion celular ll:
Tris (pH 8.0)
Igepal-CA630
EDTA
PMSF
lodoacetamida

N-etilmaleimida

Tampon de lavado acido:
Glicina
NaCl
ajustado a pH 3 con HCI

b) ADN
Tampon de recorrido TAE:
Tris
EDTA

Acido acético

137 mM
2.7 mM
10.0 mM
1.0 mM

1X
100 ng/ml
1%
1%

50 mM
1%

1T mM
0.1 mM
0.1 mM
0.1 mM

50 mM
150 mM

40 mM
1.0 mM
30 mM
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2. REACTIVOS DE SDS-PAGE Y TRANSFERENCIA WESTERN

a) SDS-PAGE

Geles de Poliacrilamida: la mezcla de acrilamida/bisacrilamida (AA/bAA) se utilizd

en la proporcion 30:0.0. A continuacién se detalla la composicidén de los geles

utilizados habitualmente en SDS-PAGE.

Gel separador (10% acrilamida)
H,O
AA/bAA
Tris-HCI 1.5 M, 0.4% SDS, pH 8.8
Persulfato amonico 10%

TEMED

Gel hacinador (4% acrilamida)
H,O
AA/bAA
Tris-HCI 1.5 M, 0.4% SDS, pH 8.8
Persulfato amonico 10%

TEMED

Tampoén de muestra (4x):
Tris-HCI
Glicerol
SDS
Azul de bromofenol

B-mercaptoetanol

Tampén de recorrido (TGS) (pH 8.3):
Tris (base)
Glicina

SDS

204

1.6 ml
1.33 ml
1.0 ml
40 pl
5ul

1.2 ml
270 pl
0.5 ml
20 yl
2.5yl

1.6 ml
20%
8%
0.08%
7.5yl

25 mM
190 mM
0.1%

ph 6.8

(pH aproximado 8.3)



b) Transferencia Western

Tampon de transferencia:

Tris (base) 48 mM pH 9.2
Glicina 39 mM
SDS 0.04%
Metanol 20%
TBS 10X:
Tris (base) 200 mM
NaCl 1.37 M
TBST:
TBS 1X
Tween 20 0.1%

Los anticuercpos utilizados, la casa comercial, la dilucion empleada y su

tampon de union estan detallados en el apartado 5.

3. MAPAS Y SITIOS DE RESTRICCION DE VECTORES EMPLEADOS.
a) pcDNA3.1 (Invitrogen)

T

—

Nhe Nhel
Pme |
AR
Hind
Asp7iB|
Ko |
BamH |
BsiX |
EceR |
EcoRi vV
BsiX |
Notl
Xhol
Xba
Orall
Apal
Pme

Hied 111

BstX |
BamH |
Asp7i8 |
Kon |
Afl N
Pme |

-

1 pcDNA3.1 (+/-)
"\ 5428/5427 bp
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a) pCS2+ (Sigma)

BamH1 EcoR1 ®hot Kbat
(79) (94) (107)(113)
Hind3 (28) Clat Stul SnaB1 (140)
(87) (103)
SPé T7
promoter promoter

Polylinker2
— Not1/Eagl (346)%*
— Dsal
[ Sac2
—— Nari /Kas? (354}
— BstX1
— Nsil
— Apal
b Asp718 (373)%

BstB1(92)

Seal (3928}

Mfel1(287)
Naw1 /Kast (36877

T3 promoter
f— BssH2 (410)

M13 reverse primer site
(444)

Sall (3108)
promoter primer site 1

NgoM1 /Nael (2907)

4095 bp

AlwN1 (1187) *Suggested sites for linearizing vector

for SP6 transcription (S5' overhangs).

Ssp? (2468}

Scat (2144} Sites in plain text are unique; sites in italics are present twice.
¥mni (2263) updated 10/10/97

4. BUSQUEDA DE BIBLIIOGRAFIA Y SECUENCIAS.

En la busqueda de referencias bibliograficas fueron de gran utilidad los
archivos de la Hemeroteca Cientifica de la Universidad de Murcia y las siguientes

direcciones de Internet:

Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica de Bethesda (NCBI):

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

Biblioteca de la Universidad de Murcia

http://www.um.es/web/biblioteca/contenido/biblioteca-digital

Asimismo, las secuencias de ADNc y proteinas se localizaron en el NCBI y
en el instituto Sanger:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/

http://www.ensembl.org/index.html

206



	Marta Abrisqueta González
	TESIS DOCTORAL depósito

