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Prefacio

El presente trabajo de Tesis se desarroll6 en el laboratorio 55 del Departamento
de Biologia (DBC) del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional (Cinvestav-IPN). La tesis fue dirigida por el doctor Diego Ricardo
Félix Grijalva, profesor titular del Departamento. El plan experimental se desarroll6
con la asesoria de los doctores Guillermo Elizondo Azuela y Enrique Oth6on Hernandez
Gonzalez profesores titulares del DBC, el doctor Bulmaro Cisneros Vega profesor
titular del Departamento de Genética y Biologia Molecular en el Cinvestav y la doctora
Martha C. Rivera Cervantes profesora titular del Centro Universitario de Ciencias
Bioldgicas y Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara.

Este trabajo tuvo como finalidad estudiar la regulacién de los canales de Ca2+
dependientes de voltaje tipo N (Cav2.2) por las enzimas del sistema ubiquitina-
proteasoma (UPS). Inicialmente se caracteriz6 la interaccién de la subunidad
conductora de los iones (Cav2.2a1) y las enzimas E3 (ubiquitina ligasas) del UPS
conocidas como UBE3A (tipo HECT) y Parkina (tipo RBR), y posteriormente se
investigé el resultado bioquimico y fisiol6gico de estas interacciones. La tesis muestra
evidencia experimental suficiente para proponer que la Parkina, pero no la UBE3A,
forma del complejo molecular junto con la enzima E2 conjugasa UBE2L3 y la cadena
ligera (LC1) de MAP1B, a través del cual se favorece la ubiquitinacion de los canales y

su subsecuente degradacién asociada al proteasoma.



Este estudio es el primero en abordar la regulacion de los canales Cay2.2 por una
proteina especifica del UPS y provee las bases para entender los mecanismos que
intervienen en esta regulacion. Algunos resultados de este trabajo han sido
presentados en dos congresos FASEB Science Research Conference: Ion Channel
Regulation y Society for Neuroscience celebrados en Colorado y Washington (EUA),
respectivamente, ambos en el 2017. De igual manera, los resultados forman parte de
un articulo de investigacion original que se publicé en la revista PLOS One 2017; 12:
e0185289.

En el periodo que duré mi entrenamiento doctoral conté con el apoyo
financiero del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (Conacyt) a través de una

beca académica (793149).



Resumen

Los canales de Ca?* dependientes de voltaje tipo N (Cay2.2) juegan un papel
relevante en la liberacion de neurotransmisores en el sistema nervioso. Aunque los
niveles de expresion de los canales en la membrana celular se regulan de manera
precisa, poco se conoce acerca de los mecanismos moleculares que median su sintesis
y degradacion. Previamente, en el laboratorio se mostro evidencia de que el complejo
formado por la cadena ligera de la proteina asociada a microtibulos LC1-MAP1B y la
enzima E2 ubiquitina conjugasa UBEZL3 interacciona con los canales Cay2.2
promoviendo su ubiquitinacién y subsecuente degradacion asociada al proteasoma.
El presente trabajo muestra nueva evidencia experimental sobre el mecanismo de
degradacion de los canales Cav2.2 por el sistema ubiquitina-proteasoma (UPS).
Primero se identificaron a las enzimas UBE3A y Parkina (E3 ubiquitina ligasas) como
moléculas que interaccionan con los canales, y posteriormente se evidencié su
interaccion con el complejo formado por LC1-UBE2L3 y el canal Cay2.2. Asimismo, la
sobreexpresion de Parkina, redujo la expresion de la proteina, asi como la densidad
de la corriente a través de canales Cav2.2. Asimismo, los registros electrofisiologicos
obtenidos en presencia de MG132 mostraron que este inhibidor del proteasoma
previene la accion de la Parkina sobre las corrientes macroscépicas a través de los
canales CavZ2.2. Estos hallazgos brindan un mayor conocimiento de los mecanismos
moleculares que controlan la expresion funcional de los canales de Ca2* dependientes

de voltaje.



Abstract

N-type Caz* (Cav2.2) channels are widely expressed in the nervous system,
where they play important roles in the regulation of transmitter release. Although
Cav2.2 channel expression levels are precisely regulated, presently little is known
regarding the molecules that mediate its synthesis and degradation. Previously, by
using a combination of biochemical and functional analyses, we showed that the
complex formed by the light chain 1 (LC1) of the microtubule-associated protein 1B
(MAP1B) and the ubiquitin-proteasome system (UPS) E2 enzyme UBEZ2L3, may
interact with the Cav2.2 channels promoting ubiquitin-mediated degradation. The
present work aimed to gain further insights into the possible mechanism of the Cay2.2
channel degradation by the UPS. First, we identified the enzymes UBE3A and Parkin,
members of the UPS E3 ubiquitin ligase family, as novel Cay2.2 channel binding
partners. Immunoprecipitation assays confirmed the interaction between UBE3A and
Parkin with Cav2.2 channels heterologously expressed in HEK-293 cells and in neural
tissues. Parkin, but not UBE3A, overexpression led to a reduced Cav2.2 protein level,
and decreased current density. Recordings performed in the presence of MG132
prevented the actions of Parkin suggesting enhanced channel proteasomal
degradation. Together, these results indicate that Parkin mediates the proteasomal
degradation of Cav2.2 channels. Together, these findings provide a novel insight into
the underlying molecular mechanisms of Cav channels protein quality control and

functional expression.



Introduccion

Los canales Cay son complejos heteromultiméricos que traducen las sefiales
eléctricas en la membrana plasmdatica en procesos intracelulares mediante la
produccién de cambios transitorios en la concentracién intracelular de Ca2+. Asi, en
respuesta a un cambio en el potencial de la membrana plasmatica, los canales Cay
experimentan a su vez un cambio conformacional que los hace transitar de un estado
no conductor a otro altamente permeable, dando lugar a la entrada de iones de Caz*

hacia el interior celular (Catterall, 1998; 2011).

Clasificacion funcional de los canales de Ca?* dependientes de voltaje (Cav)

Con base en sus propiedades funcionales y farmacolégicas los canales Cay se
pueden agrupar en dos grandes familias. La primera se denomina de bajo umbral de
activacion (LVA; por sus siglas en inglés), y agrupa a los canales que necesitan de
despolarizaciones pequeflas para activarse (abrirse); a este tipo de canales se les
conoce también como canales tipo T (por tiny y transient), pues muestran una
conductancia pequefia y se inactivan rapidamente. El segundo grupo se denomina de
alto umbral de activacién (HVA; por sus siglas en inglés) y comprende a los canales de
tipo L, P/Q, Ny Rlos cuales se activan por despolarizaciones de la membrana de mayor
amplitud con respecto a los canales tipo T (Lacinovd, 2005; Catterall, 1998; 2011).

Dentro de los canales HVA existen varias subfamilias, 1a primera de ellas engloba a los
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canales de Ca?+ tipo L que reciben este nombre porque dan lugar a corrientes
persistentes (long lasting), y se caracterizan por ser sensibles a un grupo de farmacos
conocidos como dihidropiridinas. Por su parte, los canales tipo N (neuronales) son
sensibles al bloqueo por una toxina proveniente de un caracol marino llamada w-
conotoxina GVIA y se identificaron inicialmente por tener una dependencia al voltaje
intermedia, es decir mas negativa que los tipo L, pero mas positiva que los tipo T. Por
su parte, los canales tipo P/Q (originalmente descritos en las neuronas de Purkinje)
se bloquean por una toxina proveniente de un aracnido llamada w-Agatoxina IVA.
Finalmente, los canales tipo R (resistentes), son insensibles a la mayoria de los
bloqueadores organicos de los otros canales, pero son bloqueados selectivamente por
un péptido derivado de una toxina de arafia conocido como SNX-482 (Catterall, 1998;
2011; Zamponi et al,, 2015).

Cabe senalar que existe otra manera de clasificar a los canales Cay que agrupa a
los canales HVA en dos subfamilias Cav1 y Cayv2, mientras que los a canales LVA (tipo
T) los incluye en una tercera subfamilia llamada Cav3 (Catterall, 1998; 2011; Zamponi

etal, 2015; Fig. 1).
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Figura 1. Clasificacion de los canales Cay. Los canales Cavl y Cav2 son conocidos
como canales de alto umbral de activacion (HVA) e incluyen a los tipos L, P/Q, N y R.
Los canales Cav3 forman el grupo de canales de bajo umbral de activacion (LVA) o tipo
T. Los nombres originales se muestran en azul y hacen referencia a los distintos tipos
de la proteina conductora de los iones (a1). Tanto los canales HVA como los LVA
presentan una distribucion diferencial en érganos y tejidos (modificado de Christel &
Lee, 2012; Dolphin, 2012).

Las distintas subfamilias de canales Cav se han caracterizado desde diversos
puntos de vista. Desde un enfoque bioquimico, los canales HVA (Cavl y Cav2)
presentan una estructura molecular que consiste en al menos tres proteinas o
subunidades codificadas por diferentes genes. La subunidad Cava: forma el poro del
canal y su actividad se regula por la presencia de subunidades auxiliares conocidas
como Cavf y Cavaz8 (Arikkath & Campbell, 2003; Dolphin, 2009; Wu etal., 2015; 2016;
Fig. 2A). Las distintas subunidades Cavai estan codificadas en al menos diez genes
diferentes y tienen un peso de ~190-250 kDa. Todas ellas subunidades presentan una
estructura comun; estan formadas por cuatro dominios homoélogos repetidos (I-1V),

constituidos a su vez por seis segmentos transmembranales (S1-S6; Fig. 2B). El asa
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que une a los segmentos S5 y S6 de cada dominio repetido forma el poro conductor de
los iones. Asimismo, el segmento S4 de cada dominio repetido forma el sensor de
voltaje del canal, cuya funciéon principal es traducir los cambios en el voltaje
transmembranal en cambios conformacionales que generan la apertura y el cierre del

canal (Bezanilla, 2002; Arikkath & Campbell, 2003; Dolphin, 2009; Catterall, 2011).

Domain| ; Domainll ; Domainlll ; Domain IV
| a PN AT
AR R
TV ' 4 Cytosol
-1V linker
Nter 1111 linker
I-11 linker Cter

Figura 2. Estructura del complejo del canal Cav1.1. A) Estructura en detalle del
complejo del canal Cavl.1 usando criomicroscopia electrénica (Cryo-EM) a una
resolucion de 4.2 A. La proteina Cavoy es transmembranal y contiene el poro
conductor de iones. La actividad de esta subunidad esta regulada por las subunidades
auxiliares Cayf citoplasmatica (verde), la subunidad Cavaz$ (gris) y Cavy (amarillo).
B) La subunidad Cavai consiste en cuatro dominios repetidos (I-1V) formados por seis
segmentos transmembranales (S1-S6). El asa reentrante entre los segmentos S5 y S6
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forma el poro conductor de iones (P loop), mientras que el sensor de voltaje se ubica
en el S4 (modificado de Wu et al.,, 2015; 2016; Weiss & Zamponi, 2017).

La subunidad Cavf3 es una proteina citoplasmatica de ~50-65 kDa que se asocia
a una region en el asa I-1I la subunidad Cava: denominada domino de interaccidn alfa
(AID; por sus siglas en inglés). Se sabe que existen cuatro subfamilias de subunidades
Cavf3 (B1-B4), codificadas por cuatro genes diferentes (Buraei & Yang, 2013). Respecto
a su funcion, se ha observado que todas las subunidades Cayf} incrementan la actividad
de la subunidad Cavay, alterando su sensibilidad al voltaje y su cinética, usualmente
acelerando tanto la activacién como la inactivacion de los canales (Dolphin, 2003;
Buraei & Yang, 2013; Weiss & Zamponi, 2017).

La subunidad auxiliar Cavaz6 también forma una subfamilia de cuatro proteinas
distintas (0261-0284) de ~170 kDa, que son codificadas también por cuatro genes
diferentes. Todas las subunidades Cavaz6 son producto de un solo gen, la forma
madura de esta proteina consta de dos polipéptidos producto de procesamiento
proteolitico que se mantienen unidos a través de un enlace disulfuro (Calderén-Rivera
etal, 2012). La region az se localiza en la parte extracelular, mientras que la regién &
se encuentra unida a la membrana plasmatica mediante un anclaje de
glicosilfosfatidilinositol (Davies et al., 2010). Ademas, las variantes de procesamiento
alternativo de cada subunidad de los canales Cay adicionan un grado mayor de

diversidad y complejidad molecular (Catterall, 2011; Dolphin, 2016).

14



Las subunidades auxiliares regulan distintas propiedades biofisicas de los
canales, asi como su envio y estabilizacion en la membrana plasmatica, asi como su
degradacion (Dolphin, 2003; 2009; 2013; Felix et al., 2013; Simms & Zamponi, 2014;
Felix & Weiss, 2017). Ademas de las subunidades auxiliares existen algunas proteinas
como calmodulina (CaM) que se unen a los canales de Ca%* y son esenciales en la
sefializacién neuronal. Estas proteinas se pueden asociar a los canales tanto a través
de la subunidad Cava: como a las subunidades auxiliares y regular algunas de sus
propiedades, asi como su localizacién subcelular (Hidalgo & Neely 2007; Wang et al.,
2007; Eroglu et al.,, 2009; Gandini & Felix, 2012; Kadurin et al., 2017).

Los canales Cav participan de manera determinante en diversos pasos de la
transferencia de informacién en el sistema nervioso, asi como en el desarrollo
neuronal, la muerte celular programada, la contraccion muscular, la secrecion
hormonal, la expresion génica, y la actividad enzimatica, entre otros muchos eventos
fisiologicos (Lipscombe et al., 2013; Zamponi et al., 2015; Dolphin, 2016). Uno de los
mecanismos mejor estudiados por la relevancia fisiolégica de los canales Cav es su
participacion en la secrecién y la liberacidon de neurotransmisores en la pre-sinapsis
(Catterall, 1998; 2011; Atlas, 2013; Zamponi et al., 2015; Mochida, 2018).

La liberaciéon de neurotransmisores dependiente de Ca?* es el mecanismo mas
importante de sefializacidn para el intercambio de informacion entre las neuronas.
Este proceso se lleva a cabo en zonas activas de las terminales nerviosas en donde

existe una alta densidad de canales Cav (Ackermann et al., 2015). El arribo de un
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estimulo nervioso o potencial de accion a las terminales presinapticas provoca que los
canales Cay se activen y permitan la entrada Ca2+ al interior de la célula. Una vez en el
medio intracelular, el Ca2* que entra funciona como segundo mensajero capaz de
iniciar una serie de reacciones que favorecen el ensamble de la maquinaria
exocitotica, la fusion de las vesiculas que contienen a los neurotransmisores con la
membrana plasmatica y la liberacion de los neurotransmisores al espacio sinaptico
(Catterall, 1998; 2011; Schneggenburger et al., 2012; Atlas, 2013; Zamponi et al,

2015; Campiglio & Flucher, 2015; Mochida, 2018).

Canales de Cav2.2 (tipo N): diversidad estructural y funcional

Los canales Cay2 muestran una distribucion predominantemente neuronal.
Como ya se mencion6 el Ca2+ que entra a través de estos canales funciona como un
segundo mensajero permitiendo la liberaciéon de vesiculas sinapticas. La entrada de
Ca2+ durante la transmisién sinaptica ocurre fundamentalmente a través de los
canales tipo N (Cav2.2) y P/Q (CavZ2.1), estos ultimos se expresan en todo el cerebro,
particularmente en cerebelo, mientras que los canales de tipo N se encuentran
distribuidos en todo el sistema nervioso central y son de particular importancia en
sistema nervioso periférico maduro (Zamponi et al., 2015; Dolphin, 2016).

Ademas de su papel relevante en la neurotransmision, los canales Cay2.2
participan en una gran variedad de procesos fisioldgicos que van desde la

sinaptogénesis hasta la regulacién de la excitabilidad neuronal (Brosenitsch & Katz,
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2001; Jones et al., 1997). Estudios recientes muestran la relacion entre la alteracion
en la expresion funcional de los canales Cav2.2 con el desarrollo de ciertas
enfermedades como el sindrome del X fragil (SXF), uno de los principales trastornos
hereditarios que ocasiona discapacidad intelectual, y que se caracteriza por una
disfuncion sinaptica (Ferron et al., 2014; Striessnig, 2016). Sin embargo, no se habian
relacionado mutaciones en el canal Cay2.2 con alguna enfermedad congénita hasta un
estudio reciente en donde se reporté una mutacién congénita en los canales Cay2.2
denominada sindrome similar a la distonia mioclénica (myoclonus-dystonia-like
syndrome), el cual se asocia con movimientos rapidos, breves y descoordinados que
afecta tipicamente la parte superior del cuerpo y se acompafia cominmente de
sintomas psicolégicos como desordenes obsesivo compulsivo, ansiedad y depresion
(Groen et al., 2015; Weiss, 2015).

Por otro lado, uno de los papeles mas estudiados de los canales Cay2.2 es su
participacion en el dolor neuropatico ya que estdn densamente expresados en las
fibras C que llegan al asta dorsal en la médula espinal y su expresion membranal se
incrementa cuando hay un dafio y/o lesion en los nervios espinales como resultado
de un aumento en la expresion de la subunidad auxiliar Cavaz6-1 (Patel et al.,, 2013).
Otro dato importante de mencionar es la diversidad en el funcionamiento de los
canales Cav2.2 dependiendo del tipo celular en donde se expresan, lo cual sugiere la
existencia de heterogeneidad a nivel molecular y estructural. Varios factores pueden

influir en esta diversidad funcional, entre los que se encuentran la asociacién con
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diferentes subunidades auxiliares, con otras proteinas, la presencia de isoformas y
modificaciones postraduccionales, como la ubiquitinaciéon (Limpscombe et al., 2013;

Felix & Weiss, 2017).

El sistema ubiquitina-proteasoma (UPS) y la familia de enzimas E3 ubiquitina-
ligasas

El sistema ubiquitina-proteasoma (UPS, por sus siglas en inglés) es un elemento
esencial de la maquinaria del control de la calidad de las proteinas. Si bien en este
sistema participan un sinnimero de proteinas, el elemento central es el proteasoma
26S, un complejo multienzimatico en forma de barril que contiene varios centros
activos ocultos en su interior o nucleo. Al entrar al proteasoma las proteinas blanco
son degradadas a aminoacidos. De esta manera, el UPS regula diversos procesos
celulares entre los que destacan la progresion del ciclo celular, la reparacion del ADN,
la endocitosis, la transcripcion y el numero de receptores y canales idnicos en la
superficie celular, entre muchos otros (Chitra et al, 2012; Jung & Grune, 2012).
Asimismo, el funcionamiento correcto del UPS constituye un mecanismo muy
importante para el control de las proteinas de vida corta, asi como para la eliminacion
de proteinas mal plegadas (Dikic, 2017).

Bajo distintos estimulos fisiolégicos y patologicos diversas proteinas son
susceptibles de ser poliubiquitinadas (PolyUb), es decir, pueden unir cadenas de

ubiquitina que se enlazan a través de residuos de lisina (Lys48). Son precisamente
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estas cadenas las que reconoce el UPS. La ubiquitina (Ub) es una proteina pequefia de
76 aminoacidos (~8 kDa) que se une de manera covalente a otras proteinas. La
actividad coordinada de tres enzimas, E1 de activacion (se han descrito 2 en el
proteoma humano), E2 de conjugacidon (~40) y E3 de ligacién (~600) conducen a la
activacidon y transferencia de la Ub a las proteinas blanco mediante el proceso

conocido como ubiquitinacién (Fig. 3).

Translated polyubiquitins Recycled polyubiquitins .] T ours HECT E3 @

UbiUbi Ubi Ubi
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®" " D D« e
RING ea; 7 E2 ‘\ 'K
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< . _Ubi Ubi
ATP AMP + PPi E2 e

Figura 3. Maquinaria enzimatica implicada en la ubiquitinacion de proteinas. En
la ubiquitinacién, una molécula de ubiquitina (Ub) es activada mediante la formacién
de un enlace covalente en un residuo de glicina en su extremo C-terminal, en donde
existe el motivo Leu-Arg-Gly-Gly. La glicina final es la que se adenila como parte de la
activacion en la primera reaccion de la via mediante una reacciéon que requiere de
ATP. En una seguida reaccion, la Ub activada se une a un residuo de cisteina de la
enzima E1 mediante un intermediario tioéster de alta energia. La Ub es transferida
posteriormente a una enzima E2 ubiquitina conjugasa en una reaccion de
transtiolacién que resulta en la formacién de otro intermediario tioéster de alta
energia. La enzima E3 ubiquitina ligasa se une a su sustrato e interactia con el
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complejo E2-Ub. Finalmente, la Ub se liga al sustrato en uno de sus residuos de lisina
mediante un enlace isopeptidico (Tomado de Zhang et al., 2014).

Las enzimas responsables de interactuar con las proteinas blanco son las E3 de
ligacion, las cuales acoplan a las proteinas blanco con las enzimas E2 ubiquitina
conjugasas, unas veces participando directamente en la catalisis, y otras sirviendo
sblo de enlace con la enzima E2 y el sustrato a ubiquitinar (Fig. 3). En este ultimo caso
la ubiquitina pasa directamente de la enzima E2 a la proteina blanco (Dikic, 2017). Las
enzimas E3 ubiquitina ligasas constituyen un grupo diverso de proteinas, que se
dividen en cuatro grandes grupos 1) really interesting new gene (RING-finger); 2) U-
box; 3) homologous to E6-AP carboxyl terminus (HECT); y 4) RING in between RING-
RING (RBR).

Las enzimas E3 ubiquitina ligasas con dominios RING y U-box reconocen al
sustrato, pero la encargada de transferir la Ub es la enzima E2. Por su parte las
enzimas E3 con dominio HECT aceptan la Ub de la enzima E2 y la transfieren
directamente a las proteinas blanco (Fig. 3). Estas enzimas contienen un dominio con
un residuo de cisteina conservado en el cual la Ub es transferida de la enzima E2 y
luego al sustrato a través de un enlace covalente isopeptidico (Hegde, 2004;
Komander & Rape, 2012; Sadowski et al, 2012; Husnjak & Dikic, 2012). Ademas de
estas enzimas E3, existe un grupo denominado RBR (RING in between RING-RING; Fig.
4). Las enzimas E3-RBR usan un mecanismo conjunto entre tipo RING y HECT, en
donde el dominio RING1 es el sitio de unién de la enzima E2, el dominio IBR confiere
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una conformacién que permite que se aproxime el dominio RING1/E2-Ub con el
dominio RING2 que facilita la transferencia de la Ub a la proteina blanco (Ardley &

Robinson, 2005; Smit & Sixma, 2014; Wenzel et al., 2011).

141 225 327 378 410 465

Catalytic site
| C431

Figura 4. Las enzimas E3 ubiquitina ligasas RBR tienen un mecanismo de tipo
RING/HECT. (A) dominios estructurales de Parkina. (B) Representacion estructural
de Parkina que destaca las interacciones de los dominios en la estructura
tridimensional de la proteina, el residuo catalitico C431 y el residuo W403 dentro del
dominio REP, que desempefia un papel en la estabilizacion de la forma autoinhibida
de la enzima (Modificado de Byrd & Weissman, 2013).

Regulacién de los canales dependientes de voltaje (Cay) por el sistema UPS

Los canales Cayv son susceptibles de regulacion por diversos mecanismos
celulares entre los que se encuentran la activacion de los receptores acoplados a
proteinas G, y modificaciones postraduccionales como la fosforilacion y la
glicosilacion. De manera reciente, la ubiquitinacion ha emergido como un nuevo

mecanismo esencial que controla la expresion y la funcién de los canales Cay (Dolphin,
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2003; Muller et al., 2010; Zamponi & Currie, 2013; Felix & Weiss, 2017). En especifico,
la PolyUb en el residuo de lisina 48 y la subsecuente degradacion proteasomal, es un
tema que ha interesado a varios grupos de investigacion al ser un importante
mecanismo que controla la cantidad de canales Cav en la superficie celular en
particular, y la actividad neuronal en general (Mabb & Ehlers, 2010; Altier et al., 2011;
Kantamneni et al., 2011; Marangoudakis et al., 2012; Lipscombe et al., 2013).

En este contexto, diversos trabajos muestran que la subunidad que forma el poro
conductor de iones Cavai asi como la subunidad auxiliar Cavf3 pueden ser blanco de
ubiquitinacién y degradacion proteasomal (Kawaguchi et al., 2006; Altier et al., 2011;
Gregory et al, 2011; Rougier et al, 2011; Marangoudakis et al, 2012; Weiss &
Zamponi, 2017). Asimismo, se ha reportado que la ubiquitinacién de la subunidad
Cavay disminuye al co-expresar a la subunidad auxiliar Cavf3 debido a que ésta ultima

evita su degradacion (Waithe et al,, 2011; Altier et al., 2011) (Fig. 5).
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Figura 5. Control de la expresion de los canales Cay por el UPS. (A) La
ubiquitinacién (cadena roja) de los canales Cavl.2 por la ubiquitina ligasa RFP2
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desencadena la asociacion del canal con las proteinas ERAD Derlinl y P97, lo que
conduce a la degradacion del complejo del canal por el sistema del proteasoma. En
presencia de una subunidad 3, Cav1.2 esta protegido de la ubiquitinacion dependiente
de RFP2, lo que permite el trafico del canal a la membrana celular. (B) Aunque la
ubiquitinacién de los canales Cav3.2 por la ubiquitina ligasa WWP1 desencadena su
internalizacién y degradacion, la eliminacion de restos de ubiquitina por la
deubiquitinasa USP5 aumenta la estabilidad del canal en la membrana plasmatica
(Modificado de Weiss & Zamponi, 2017).

Estos trabajos en su conjunto ponen en evidencia que el nimero de canales Cay
puede ser regulado mediante ubiquitinacion y degradacién proteasomal, pero ademas
muestran que este proceso se lleva a cabo por enzimas especificas del UPS, como es el
caso de la enzima E3 ubiquitina ligasas RFP2, la cual promueve la degradacion de los
canales Cav1.2 mediante un mecanismo asociado a reticulo endoplasmico conocido
como ERAD (Altier et al,, 2011; Fig. 5). Asimismo, se conoce que la enzima RFP14, se
encuentra presente en el nanoambiente de los canales Cay2 e interacciona con ellos y
podria estar regulando su actividad (Miiller et al., 2010). Asimismo, se ha descrito un
mecanismo adicional donde la enzima Nedd4-1 regula a la subunidad auxiliar Cavf3 y
de esta forma regula el envio del canal Cavl.2 recién sintetizado a la membrana
plasmatica (Rougier et al., 2011).

Otro nivel de control dentro del proceso de ubiquitinacién antes mencionado es
el representado por la actividad de las deubiquitinasas (DUB), una familia de
proteasas que liberan la ubiquitina de la proteina blanco. Esto remueva la sefial de
degradacion, puede “editar” la poliubiquitinacion y cambia el destino de las proteinas.

Ademas, el desensamble de las cadenas de ubiquitina mantiene una reserva de
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mondmeros de ubiquitina y sus precursores para reiniciar el proceso de
ubiquitinacién. Existen cerca de 95 tipos de DUB codificadas en el genoma humano y
se han dividido en cinco categorias (UCH, USP, M]D, OTU y JAMM) con base en la
homologia de su dominio catalitico (Ndubaku & Tsui, 2015; Nijman et al., 2005; Ristic

et al, 2014).

Regulacion de los canales de Ca?* tipo N mediante el complejo LC1-UBEZL3

En este contexto, nuestro grupo de investigacion ha mostrado evidencias de la
regulacion de los canales Cay2.2 (tipo N) por la cadena ligera 1 (LC1) de la proteina
asociada a microtubulos B (MAP1B; Fig. 6). En particular, se observo que LC1
colocaliza e interacciona funcionalmente con la subunidad Cav2.2a:1 y no asi con las
subunidades auxiliares 3 y a20-1 (Gandini et al., 2014a; 2014b). Esta interaccion
funcional resulta en una disminucién en el nimero de canales en la membrana, asi
como unareduccion en la densidad de corriente causada por la sobreexpresién de LC1

(Gandini et al,, 2014a; Fig. 6).

24



PM vt +5 Ca,22a /B 0,51
LBY o A s o wld | Bl Control  LCY
icifha" %‘ 21
s <onch
= -~ > -50 A
Cay2 2a,-GFP 7 3
LY
/ 20 ms g 75 4
100 200 pA | g 100 |
Control 3
Cadhenn 2.

Figura 6. La LC1 regula la expresion membranal de los canales Cay2.2 en células
HEK-293. (A) Comparacion por Western blot semicuantitativo de la cantidad de
proteinas de membrana en presencia o en ausencia de LC1 empleando un anticuerpo
anti-GFP. (B) Trazos representativos de corriente a través de los canales Cay2.2 en
ausencia (trazo negro) o presencia de LC1 (trazo azul). (C) Comparacion de la
densidad de corriente a través de canales Cav2.2 en ausencia (barras negras) y en
presencia (barras azules) de LC1 se muestra en el panel derecho (modificado de
Gandini, 2014a).

Estos estudios muestran ademas que la interaccion entre LC1 y el complejo de
los canales tipo N se lleva a cabo a través de la subunidad formadora del poro del canal
Cav2.2a1 (Gandini, 2014a; 2014b). Asimismo, se encontr6 que la sobreexpresion de
LC1 aumenta el nivel de ubiquitinacion de los canales Cav2.2 expresados
heterélogamente en la linea celular HEK-293 (Figs. 7A), y de manera consistente con
estos datos, el tratamiento con el inhibidor del proteasoma MG132 previno la

degradacion de los canales Cay2.2 y restaurd el nimero de canales ala membrana (Fig.

7B).
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Figura 7. La expresion de LC1 aumenta el nivel de ubiquitinacion de los canales
Cav2.2 recombinantes. (A) Los canales se inmunoprecipitaron con un anticuerpo
anti-GFP y los niveles de ubiquitinacién se estudiaron mediante Western blot
empleando un anticuerpo anti-ubiquitina en ausencia y en presencia de LC1 segun se
indica. (B) Comparacion de los niveles de ubiquitinacion de los canales en presencia
(+) oausenciade LC1 (-) yde MG132. (C) Ensayo de inmunoprecipitacion que muestra
la interaccién entre los canales Cav2.2 y la enzima UBE2L3 (modificado de Gandini,
2014a).

Por ultimo, mediante el uso del sistema de doble hibrido en levadura se mostro
lainteraccion entre LC1 y la enzima de conjugacion UBE2L3 (también llamada UbcH7,
L-UBC, UbcM4 o E2-F1) en células HEK-293. Esta novedosa interaccion molecular se
valido en ensayos de inmunoprecipitacion (Fig. 7C). Mas aun, se encontré que el
complejo LC1/UBE2L3 puede interaccionar con los canales Cav2.2, sugiriendo que
LC1 puede actuar como una proteina de soporte a fin de aumentar la ubiquitinacién

de los canales mediada por UBE2L3 (Gandini et al., 2014a; 2014Db).
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Planteamiento del problema e hipdtesis de trabajo

Los canales Cav2.2 son proteinas que se expresan predominantemente en la
sinapsis regulando la liberacién de neurotransmisores para una transferencia rapida
de la informacién nerviosa. El procesamiento apropiado de esta informacion incide en
una gran variedad de eventos fisiologicos como la memoria y el aprendizaje, entre
muchos otros.

Diversos estudios han demostrado que los canales Cav2.2, asi como otros canales
de Ca2* activados por voltaje como Cav1.2, Cay1.3, Cav2.1 y la subunidad auxiliar Cavf3
son sujetos al proceso de ubiquitinacién y a la subsecuente degradaciéon proteasomal
(Felix & Weiss., 2017; Weiss & Zamponi, 2017; Altier etal.,2011; Gregory etal., 2011;
Marangoudakis et al., 2012; Waithe et al, 2011). Este proceso es especifico y llevado
a cabo por enzimas particulares del sistema UPS, como es el caso de la enzimas E3
ubiquitina ligasas RFP2, Nedd4-1 y RFP18 (Altier et al., 2011; Rougier et al., 2011; Fu
etal,2017).

Hasta hace unos afios, poco se sabia sobre la degradacién de los canales de calcio
dependientes de voltaje, sin embargo, hoy en dia varios grupos de investigacion
incluyendo el nuestro trabajan para dilucidar los mecanismos moleculares que
participan en este tan relevante proceso fisiolégico. Es importante mencionar que
desde el punto de vista molecular el sistema de ubiquitinacién esta conformado por

tres enzimas: la E1 (de activacion), la E2 (de conjugacién) y la E3 (de ligacién). Se sabe
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que la ubiquitinaciéon de los canales Cav2.2 se lleva a cabo a través de la accion de la
enzima E2 ubiquitina conjugasa UBEZL3 con la ayuda de una enzima E3 ubiquitina
ligasa aun desconocida. En este sentido se sabe ademas que UBEZL3 tiene una alta
afinidad por las enzimas de tipo HECT del UPS, especificamente UBE3A (Sheng et al.,
2012; Ronchi et al.,, 2013) y de tipo RING, particularmente Parkina (Chaugule et al.,
2011; Wenzel et al.,, 2011). Es por ello que como parte central del presente proyecto
de tesis se investig6 si las enzimas UBE3A y Parkina podrian ser parte del complejo
LC1/UBE2L3, y de ser asi, si participaban en la degradacién proteasomal de los
canales Cay2.2. De esta manera, aqui se plantea la hip6tesis de que las enzimas E3 del
UPS, UBE3A (tipo HECT) y Parkina (tipo RBR), forman parte del complejo
LC1/UBE2L3, y promueven la ubiquitinacion y subsecuente degradacién proteasomal

de los canales Cav2.2.
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Objetivo general

Investigar la participacion de las enzimas E3 ubiquitina ligasas del sistema
ubiquitina proteasoma UBE3A y Parkina en la regulacion de la expresion funcional de

los canales Cav2.2 (tipo N).

Objetivos particulares

1. Caracterizar la interaccion entre los canales Cav2.2 y los complejo
LC1/UBE2L3/UBE3A y LC1/UBE2L3/Parkina.

2. Investigar si estas interacciones moleculares modifican la ubiquitinacién de los
canales Cay2.2.

3. Determinar el efecto la interaccion de los canales Cav2.2 con los complejo
LC1/UBE2L3/UBE3A y LC1/UBE2L3/Parkina sobre la localizaciéon y expresion

membranal de los canales Cay2.2.
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Materiales y Métodos

Cultivo celular (HEK-293)

Para el desarrollo de este proyecto se empleé la linea celular HEK-293 (ATCC,
Manassas, VA) como sistemas modelo de experimentacion. Esta linea celular se
estableci6 a partir del rifibn embrionario humano al transformarlas con un
adenovirus tipo 5 (Graham et al., 1977; Robinson & Goochee, 1991). Su uso es muy
comun en los laboratorios donde se estudian canales Cay, ya que estas células no
expresan estas proteinas de manera enddégena (Avila et al., 2004), pero es posible
inducir su expresion por medio de transfeccidn transitoria, generando condiciones
relativamente controladas para estudiar su comportamiento bajo diversas
condiciones experimentales. El medio de cultivo empleado para el mantenimiento de
esta linea celular fue DMEM suplementado con 10% de suero equino, 2 mM de L-
Glutamina, 110 mg/L de piruvato de sodio, 100 U/L de penicilina y 100 pg de
estreptomicina. Las células se mantuvieron en cajas de cultivo de 60 mm de didmetro
(cultivo madre), y se resembraron cada 3 d a un quinto de su densidad original. El
cultivo celular se mantuvo a 37°C en una atmésfera con 80% de humedad relativa y

5% de COa.
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Transfeccion transitoria

La transfeccion de las clonas de ADNc se realiz6 usando el reactivo Lipofectamina
Plus (Invitrogen). Para las cajas petri de 35 mm de diametro se usaron 1.6 pg del
plasmido que codifica para la subunidad Cav2.2a: de conejo (numero de acceso a
GenBank D14157), en conjunto con el ADNc que codifica para las subunidades
auxiliares Cavaz6-1y Cavpzde rata (nimeros de acceso a GenBank M86621 y M88751,
respectivamente). Asimismo, se emplearon 1.6 pg de los plasmidos HA-UBE3A, HA-
Parkina y HA-UBE2L3 de humano (Addgene #8648, 17613 y 27561,
respectivamente). La construccion Myc-MAPB1-LC1 se us6 como se describid
previamente (Gandini et al., 2014a). Para la transfeccion de los siRNAs se emple6 el
reactivo Lipofectamina RNAimax (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para los ensayos de electrofisiologia, las células HEK-293 se sembraron
sobre cubreobjetos cubiertos con poli-D-lisina en cajas de 35 mm de didmetro y se
sometieron a registro 48 h después de la transfecciéon. El inhibidor del proteasoma
MG132 se usé en los ensayos de IP, asi como los de ubiquitinacién a una concentraciéon

de 25 pM por 6 h.

Cultivo de neuronas del ganglio de la raiz dorsal (GRD)
En el presente trabajo también se emplearon neuronas del ganglio de la raiz

dorsal (GRD) de ratones BALB/c de 5-7 d de edad como sistema modelo. Todos los
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procedimientos experimentales que se llevaron a cabo con estas células contaron con
la aprobacién del Comité de Etica experimental de Cinvestav y de acuerdo con el
estandar actual Mexicano de cuidado y uso de animales con fines de experimentacion
cientifica. Las neuronas disociadas de los GRDs se mantuvieron en medio de cultivo
Neurobasal suplementado con B27, N2, Glutamax, antibiético-antimicotico y piruvato

de sodio hasta su uso en los registros electrofisiologicos.

Extraccion de proteinas y Western blot

Las células transfectadas asi como las muestras de tejido cerebral de rata se
lavaron con PBS frio (en mM) 136 NaCl, 2.5 KCl, 1.5 KH2P0O4 y 6.5 Na;HPO4 [pH 7.4]),
se centrifugaron y se resuspendieron en buffer de lisis RIPA (en mM) 150 NacCl, 0.5
PMSF y 25 Tris-HCI [pH 7.6], con 1% de NP-40, 1% de desoxicolato de sodio, 0.1% de
SDS, y Complete 1X). Treinta o cincuenta pug de proteina se hirvieron durante 5 min en
buffer de carga de proteinas que contenia 2-mercaptoetanol 0.1 M, Tris-Cl 58 mM, SDS
al 1.7%, glicerol al 5% y azul de bromofenol al 0.002% [pH 6,8]. Las muestras se
separaron electroforéticamente después mediante SDS-PAGE al 8-15%, se
transfirieron a membranas de PVDF y las proteinas de interés se detectaron usando

los anticuerpos descritos a continuacion.

32



Anticuerpos

Para los experimentos de co-inmunoprecipitacion (Co-IP) y Western blot (WB),
se usaron los siguientes anticuerpos primarios: anti-Cav2.2a1 (Co-IP; generosamente
donado por el Dr. K.P. Campbell, U lowa); anti-Cav2.2a1 (Co-IP, WB; dilucion 1:250;
Alomone, # catalogo ACC-002); anti-UBE2L3 (Co-IP, WB; dilucién 1:3000; Abcam, #
catalogo ab37913); anti-MAP1B-LC1 (Co-IP, WB; diluciéon 1:1000, Santa Cruz, #
catalogo H-130); anti-UBE3A (Co-IP, WB; dilucién 1:3000; Cell Signaling, # catalogo
D10D3); anti-Parkina (Co-IP, WB; dilucién 1:3000, Santa Cruz, # catalogo H-300);
anti-N-Cadherina (WB dilucién 1: 1000 Santa Cruz, # catalogo H-63); anti-C-Myc (Co-
IP, WB; dilucién 1:1000, Santa Cruz, # catalogo 9E10); anti-C-Myc (Co-IP, WB; dilucién
1: 500; Aves Lab, # catalogo ET-MY100); anti-GFP (Co-IP, WB; dilucién 1:500; Novus
Biologicals, # catalogo NB600-308); anti-GFP (Co-IP, WB; dilucién 1:500; Aves
laboratorio, # catalogo GFP-1020); anti-HA (Co-IP, WB; dilucién 1:1000, Santa Cruz, #
catalogo F-7); anti-Ubiquitina (WB; 1:10000; Cell Signaling, # catalogo P4D1); anti-
Actina (WB; dilucién 1:250, generosamente donado por el Dr. .M. Hernandez
Cinvestav, México); anti-B-actina (WB; dilucion 1:10000; Genetex, # catalogo
GT5512).

Los anticuerpos secundarios utilizados fueron los siguientes: anti-HRP de pollo
(Jackson Inmunolabs, # catalogo 303-035-003); HRP anti-cabra (Jackson Inmunolabs,

# catalogo 805-035-180); HRP anti-raton (Jackson Inmunolabs, # catalogo 115-035-
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003); Anti-HRP de conejo (Jackson Inmunolabs, # catalogo 111-035-003); IgG anti-
conejo (Abcam, # catalogo ab131366); Anti-IgG de conejo (Jackson Inmunolabs, #
catalogo 211-032-171); IgG anti-ratén (Jackson Inmunolabs, # catalogo 115-035-
174); y anti-IgG de cabra (Abcam, # catalogo ab157532). Después de la incubacidn
con los anticuerpos secundarios, las membranas se revelaron usando un sistema de
deteccion de quimioluminiscencia (Thermo Scientific) y se visualizaron con el sistema
de imagenes Odyssey Fc (LI-COR). Los resultados mostrados son representativos de
al menos tres experimentos independientes. Las mediciones densitométricas se
realizaron empleando el programa Image] disponible en la direccion electronica

http://rsb.info.nih.gov/ij/.

Ensayos de co-inmunoprecipitacién

Las muestras de tejido cerebral de rata y de células HEK-293 se solubilizaron en
buffer de lisis RIPA que contenia una mezcla de inhibidores de proteasas. Los
materiales no solubilizados se eliminaron por centrifugacion. Las muestras de
proteina (1-2 mg) se incubaron con 3-5 pg de anticuerpos especificos o irrelevantes
como un control, a 4°C durante toda la noche, y posteriormente los complejos se
incubaron con 20 pl de proteina G recombinante (rProteina G) agarosa (Invitrogen).
Los inmunoadsorbentes se recuperaron por centrifugacion (5 mina 12,000 rpm) y se

lavaron tres veces con buffer de lavado (en mM) NaCl 150, EDTA 1, Triton X-100 al
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1%, SDS al 0,1%, PMSF 0.5 y Tris 50 Tris- [pH 8.0], y dos veces con PBS. Las muestras

se eluyeron en 30 pl de buffer de carga.

Silenciamiento con ARN pequenos de interferencia (siRNAs)

Para la inhibicion de la expresion de Parkina se utilizaron los siRNAs pre-
disefiados 5'-CUCAGAUUAUGAGGUUGAU (dT) y 5'-AUCAACCUCAUAAUCUGAG (dT)
(Santa Cruz sc-42159, # catalogo 50873), y se us6 una secuencia aleatoria de
codificacion como control. Estos oligonucleétidos se marcaron usando el paquete
comercial de marcaje Cy3 (Ambion) siguiendo las instrucciones del fabricante. En
cada experimento, las células de los GRDs se sembraron en placas de 35 mm de
diametro en 800 pl de medio de cultivo, y se transfectaron con 75 pmol de cada siRNA
disueltos en 100 pl de medio de transfeccion especifico (Santacruz), y en otros 100 pl
conteniendo 9 pl de Lipofectamina RNAiMax durante 5 min antes de mezclar ambos
tubos. Después de 20 min, se afiadieron 200 pl de la mezcla de Lipofectamina/siRNA
a las células. Asimismo, 6 h después de la transfeccion se afladié 1 ml de medio de
cultivo fresco a las cajas de cultivo. Las células se cultivaron posteriormente durante
36 ha 37°C para obtener un silenciamiento 6ptimo de los genes blanco. La eficacia del
silenciamiento génico se evalué mediante Western blot usando anticuerpos anti-

Parkina y -actina (como control de carga).
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Ensayos de biotinilacion

Para estos ensayos se us6 un paquete comercial de marcaje con biotina (Thermo
Scientific # de catalogo 89881). Cuando se usaron células HEK-293, estas se lavaron
con PBS frio y se marcaron con 0.25 mg/ml del reactivo de biotinilacién impermeable
a la membrana sulfo-NHS-SS-biotina durante 30 min a 4°C. Posteriormente, se afladid
una solucién de enfriamiento rapido para detener la reaccién. Las células se
levantaron mecanicamente de la superficie donde se sembraron, y posteriormente se
lavaron con PBS para eliminar la biotina no unida. A continuacion, se resuspendieron
en buffer de lisis que contenia inhibidores de proteasa, y se lisaron por sonicacién.
Después de una incubacidon en hielo durante 30 min, los lisados se clarificaron y las
proteinas biotiniladas se recuperaron mediante incubaciéon con NeutrAvidin-gel. Las
proteinas unidas se liberaron mediante incubacién con buffer de muestra para SDS-
PAGE (Tris-C1 58 mM, DTT 50 mM, SDS al 1.7%, glicerol al 5% y azul de bromofenol al
0.002% [pH 6.8]), utilizando un anticuerpo anti-GFP. Como control de carga, las
membranas se incubaron con un anticuerpo anti-f-actina y un anticuerpo anti-N-

Cadherina para verificar la pureza de las fracciones.

Electrofisiologia
Las neuronas de los GRDs de raton y las células HEK-293 transfectadas se
sembraron en cubreobjetos de vidrio previamente recubiertos con poli-L-lisina

colocados en placas de cultivo de 35 mm de didmetro, y se sometieron a registro
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electrofisiolégico de acuerdo con la configuracion de células completa de la técnica de
patch-clamp (Hamill et al., 1981; Gandini et al., 2014c). Las corrientes macroscopicas
se registraron utilizando la siguiente solucion extracelular (en mM): 120 TEA-C], 5
BaClz, 10 HEPES y 10 glucosa [pH 7.4]. La solucidn intracelular estaba compuesta de
(en mM) 110 CsCl, 5 MgClz, 10 HEPES, 4 Mg-ATP, 0,1 GTP y 10 EGTA [pH 7.1]. Laos
registros se realizaron con un amplificador Axopatch 200B (Molecular Devices). La
adquisicion y el andlisis de los datos se realizaron utilizando los programas pClamp10
y Sigma Plot 11.0. Las sefales de corriente se filtraron y digitalizaron a 2 y a 5.7 kHz,
respectivamente. Los componentes lineales y la capacitancia parasitaria se restaron
en linea usando un protocolo estandar P/4. La capacitancia de la membrana (Cn) se
utilizé6 para normalizar las corrientes (Avila et al., 2004). Las pipetas de registro se
hicieron de vidrio de borosilicato y la resistencia eléctrica tipica fue de 2-3 M{) cuando
se llenaron con la solucién interna. Las corrientes se evocaron por mediante pulsos
despolarizantes de 140 ms entre -50 y +70 mV, en incrementos de 5 mV, desde un

potencial de mantenimiento (V1) de -80 mV.

Andlisis de los datos
Las graficas representan la media * el error estdndar de los datos obtenidos. Las
diferencias estadisticamente significativas se establecieron usando la prueba t de

Student (P < 0.05). El andlisis de la densidad de las sefiales en los experimentos de
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Western blot realizé empleando el programa Image/. Los datos se graficaron usando

el programa Sigma Plot 12.0 (Systat Software Inc.).
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Resultados

Identificacion de posibles interacciones proteina-proteina in silico

Estudios previos del laboratorio sugieren un aumento en la degradacién de los
canales Cay2.2 por el UPS como resultado de su interaccién con el complejo MAP1B-
LC1 conla enzima E2 del UPS conocida como UBE2L3. Sin embargo, se desconoce qué
enzima E3 ubiquitina ligasa forma parte de este complejo, por lo que el paso inicial
del presente trabajo de tesis consistio en el uso de herramientas bioinformaticas para
estudiar las posibles asociaciones entre proteinas y poder determinar cual(es)
proteina(s) del UPS tendrian interaccionar o asociarse con la enzima conjugasa
UBE2L3, y forma formar parte del complejo de ubiquitinacion y degradacion
proteasomal de los canales. El uso de los programas STRING y BioGRID3.4 evidencid
dos candidatos con asociaciones experimentalmente probadas. Por una parte, UBE3A
una enzima que pertenece a la familia de tipo HECT y por otra parte Parkina, un
miembro de la familia RBR. Estas interacciones han sido caracterizadas
experimentalmente por ensayos bioquimicos tanto in vivo como in vitro, asi como en

ensayos inmunohistoquimicos y de microscopia (Fig. 8)
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Figura 8. Interaccion de UBE2L3 con otras enzimas del UPS. UBE2L3 es una
enzima E2 ubiquitina conjugasa que actua especificamente con las enzimas E3
ubiquitina ligasas de la familia RBR y de tipo HECT. UBE2L3 generalmente no funciona
con la mayoria de las ligasas que contienen RING porque carece de reactividad
intrinseca independiente de E3 con lisina. Por el contrario, tiene actividad con las
enzimas E3 de la familia RBR, como Parkina y ARIH1. También puede interaccionar
con la enzima E3 ubiquitina ligasa UBE3A. UBE2L3 acepta la ubiquitina del complejo
E1 y cataliza su union covalente a otras proteinas. Se ha visto que UBE2L3 cataliza la
poliubiquitinacion ligada a Lys-11 in vitro y esta involucrada en la degradacion
selectiva de proteinas de vida corta o plegadas anormalmente.

Expresion de UBE3A y Parkina y su interacciéon con MAP1B-LC1

El siguiente paso fue investigar si las enzimas UBE3A y Parkina interaccionan
con el complejo LC1/UBE2L3/Cav2.2 y si esta interaccion tiene un efecto funcional.
Para realizar estos experimentos iniciales se emple6 a la linea celular HEK-293 como
sistema modelo ya que estas células no expresan canales Cay de manera enddgena,
pero se sabe que es posible inducir su expresion después de la transfeccion de los

ADNCc recombinantes correspondientes. Conviene iniciar sefialando que las clonas de
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ADNc de Parkina, UBE3A y UBE2L3 se adquirieron de fuentes comerciales y su
identidad e integridad se verificé mediante ensayos de restriccion con endonucleasas

y mediante analisis de Western blot (Fig. 9).

UBE3A Parkina UBE2L3
+ - + - + -

100 —

Figura 9. Las enzimas E3 ubiquitina ligasas UBE3A y Parkina recombinantes se
expresan en la linea celular HEK-293. Las clonas de ADNc para UBE3A-HA, Parkina-
HA y UBE2L3-HA se transfectaron en las células HEK-293. Las proteinas se extrajeron
y se realizé un ensayo de Western blot empleando un anticuerpo anti-HA; como
control negativo se usaron proteinas de células sin transfectar (-).

Asimismo, se investig6 la posibilidad de que estas enzimas E3 del UPS (UBE3Ay
Parkina) se expresaran de manera enddgena en las células HEK-293. Con este fin, se
utilizaron extractos totales de células HEK-293 y se realizaron ensayos de Western
blot empleando anticuerpos anti-UBE3A y anti-Parkina. Los resultados de este analisis
muestran la presencia de una banda con el peso esperado para las enzimas de interés
(Fig. 10). Este hallazgo sugiere que UBE3A y Parkina podrian ser formar parte del

complejo que regula el proceso de ubiquitinacién de los canales Cay2.2.
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Figura 10. Las enzimas E3 ubiquitina ligasas UBE3A y Parkina se expresan en la
linea celular HEK-293 de forma endoégena. La expresion de las proteinas en las
células HEK-293 (HEK) se confirmé mediante Western blot usando anticuerpos anti-
UBE3A o anti-Parkina segun se indica. La posicion de la banda de Parkina se sefiala
mediante una flecha. Como control positivo se usaron proteinas de cerebro de rata

(Cr).

Interaccion de UBE3A y Parkina con la subunidad Cav2.2a;

A continuacidn, se investig6 si Parkina y UBE3A interaccionaban con los otros
elementos del complejo que regula a los Cav2.2. Para este fin, las células se co-
transfectaron primero con las clonas de ADNc que codifican para las proteinas LC1-
myc y UBE3A-HA. A continuacion, se realizaron ensayos de co-inmunoprecipitaciéon
(co-IP) reciprocos tanto para MAP1B-LC1 como para la enzima E3 ubiquitina ligasa,
usando anticuerpos anti-myc y anti-HA. La Figura 11A muestra que el complejo de
proteinas en la IP contenia tanto LC1 como UBE3A corroborando su interaccién.
También se realizaron ensayos de co-IP usando lisados de células HEK-293
expresando transitoriamente la construccion de UBE3A-HA y la enzima E2 del UPS

UBE2L3. En estos ensayos se observaron bandas cercanas al peso molecular de
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UBE3Ay UBE2L3 (Fig. 11B), lo cual sugiere una interaccion entre las dos enzimas. Por
el contrario, utilizando un anticuerpo anti-IgGo como control negativo, no observamos

ninguna interaccion.

A IP: UBE3A-HA
IP: UBE3A-HA B
Q O
N R O Q
g ¥ Al \Qﬂ_. A
150=- 150= POaNs
100=- - — WB: UBE3A-HA 100= | = === | WB: UBE3A-HA
50= 20=-
37- [ & | VB LC1Myc o | "=  @we| WB:UBE2L3

Figura 11. Interaccioén entre la enzima E3 ubiquitina ligasa UBE3A, la cadena
ligera de MAP1B-LC1 y la enzima E2 ubiquitina conjugasa UBE2L3. Las proteinas
obtenidas de células HEK-293 co-transfectadas con las construcciones UBE3A-HA,
LC1-mycy UBE2L3-HA se inmunoprecipitaron (IP) con anticuerpos anti-HA, anti-myc
o control (IgGo), y se sometieron a analisis por Western blot usando anticuerpos
especificos como se indica en las figuras. (A) La proteina LC1 se inmunoprecipit6
usando el anticuerpo anti-HA (UBE3A) y se detect6 con anticuerpos anti-HA y anti-
myc. (B) La enzima UBE2ZL3 se inmunoprecipité usando el anticuerpo anti-HA
(UBE3A) y se detecté con anticuerpos anti-HA y UBE2L3. Los experimentos
reciprocos produjeron resultados idénticos. Los datos son representativos de al
menos tres experimentos independientes.

Estos resultados sugieren que UBE3A podria ser parte del complejo
LC1/UBE2L3 y de esta forma participar en la ubiquitinacién y degradacion mediada
por UPS de los canales Cav2.2. Del mismo modo, la interaccién entre UBE3A y la
subunidad formadora del poro del canal (Cav2.2a1) se investigd en la linea celular

HEK-293. Con este fin, las células se co-transfectaron con las clonas de ADNc que
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codifican para Cav2.2a1 y la construccion UBE3A-HA. A continuacion, se realizaron
ensayos de Co-IP tanto de CavZ2.2a: como de la enzima E3 ubiquitina ligasa, usando
anticuerpos especificos (Fig. 12). Los resultados de estos estudios sugieren que

UBE3A puede interactuar con el complejo junto con Cav2.2a.

IP: GFP-Cav2.2
L8
¥

{ -&@ «

WB: GFP-Cav2.2
250=
150-

5=

Figura 12. Interaccion entre la subunidad Cav2.2a; y la enzima UBE3A del UPS
en células HEK-293. La subunidad a; de los canales Cav2.2 se inmunoprecipitd
usando un anticuerpo anti-GFP correspondiente a la etiqueta de esta construccién y

se detecté a UBE3A con un anticuerpo anti-HA.

Para investigar si la interaccion de UBE3A podia afectar los niveles de
ubiquitinacién y la degradacion mediada por el UPS de los canales Cav2.2, a
continuacion, se usaron células HEK-293 que fueron transfectadas con los ADNc que
codifican tanto la subunidad Cav2.2a; junto con las construcciones LC1-Myc y
UBE2ZL3-HA, en presencia o ausencia de UBE3A-HA. Los ensayos de Co-IP se
realizaron utilizando un anticuerpo anti-GFP, seguido de un andlisis de los niveles de

ubiquitinacién mediante Western blot empleando un anticuerpo especifico anti-Ub. La
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Figura 13A muestra que después de la co-expresion de UBE3A, no existe un cambio
significativo en la intensidad de la sefial para ubiquitina en los canales de Cav2.2 con
respecto a la condicion de control (en ausencia de UBE3A). En el analisis de los datos
de estos experimentos sugieren que, aunque UBE3A interactia con el complejo
LC1/UBE2L3/Cav2.2, la enzima no regula la poli-ubiquitinaciéon de Cav2.2a: (Fig.
13B). No obstante, estos resultados no excluyen la posibilidad de que UBE3A puede
estar regulando otros elementos que forman parte del complejo de los canales como

LC1.

A Ca22-GFP  + + B
HA-UBE3A - +

150-

| Ca,2.2-GFP

250= |1

- UBE3AHA |
Control UBE3A

Figura 13. UBE3A no altera significativamente los niveles de ubiquitinacion de
los canales Cav2.2. A) Western blot que muestra los niveles de ubiquitinaciéon (Ub) de
la subunidad Cav2.201-GFP en las células HEK-293 en presencia o ausencia de UBE3A
segin se indica. B) Comparaciéon de la intensidad relativa de la senal de las

Relative Ca, 2.2 Ubiquitination

subunidades Cav2.2a1-GFP ubiquitinadas en ausencia (control) o en presencia de
UBE3A.

A continuacion, se investigd si la co-transfeccion con la enzima E3 del UPS,
UBE3A, tenia algun efecto sobre la expresion de los canales a nivel de la membrana
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celular. Para esto se realizaron ensayos electrofisiolégicos mediante la técnica de
patch-clamp, los cuales confirmaron que la co-expresién de UBE3A no ejercia un
efecto aparente sobre las corrientes de Ba2+* (Ipq) a través de los canales de Ca%* Cay2.2

(de tipo N) recombinantes expresados heterélogamente en células HEK-293 (Fig. 14).

0mv vm (mV)
80mv L 60 -30 0 30 60

UBE3A
Control

Current density (pA/pF)

Control

& + UBE3A
120

Figura 14. UBE3A no afecta significativamente la expresion funcional de los
canales Cav2.2. A) Corrientes caracteristicas registradas a través de los canales
recombinantes de tipo N (CavZ2.2ai/Cavfs/Cavaz6-1) en ausencia (control) y la
presencia de UBE3A, como se indica. B) Promedio de la densidad de corriente (pA/pF)
en funcién del voltaje en células HEK-293 transfectadas con los canales como en la
figura A (n = 13-25).

A continuacién, se procedié a determinar si Parkina, otra de las enzimas E3
ubiquitina ligasas de interés, podria estar interaccionando con la subunidad
formadora del poro del canal Cav2.2. Para ello, en primer lugar, se transfectaron
células HEK-293 con las clonas de ADNc que codifican para la subunidad Cav2.2a1-

GFP y la construcciéon de Parkina-HA, y se prepararon extractos de proteinas que se
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usaron en ensayos de Co-IP, donde se inmunoprecipité a la subunidad Cav2.2a; con
un anticuerpo anti-GFP y usando un anticuerpo anti-HA se detectd la presencia de la
enzima del UPS en el complejo. Los resultados de estos experimentos muestran que el
complejo de proteinas inmunoprecipitadas contenia Parkina (Fig. 15A), evidenciando
de esta forma su interaccion con la subunidad formadora del poro del canal Cav2.2.
Ademas, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion adicionales usando extractos
proteicos de cerebro de rata, para corroborar la interaccién directa entre Cav2.2a1 y

Parkina (Fig. 15B).

A IP: Parkin-HA

K3 \co \o‘?

250 =
150 =

WB: Ca\2.2-GFP WB: Cay2.2

WB: Parkin-HA WB: Parkin

Figura 15. Identificacion de Parkina como un nuevo actor molecular en el
complejo del canal Cay2.2. (A) Las proteinas obtenidas de las células HEK-293 co-
transfectadas con CavZ2.2a:-GFP y Parkina-HA se inmunoprecipitaron usando
anticuerpos anti-GFP o control (IgGo), y las proteinas unidas se analizaron mediante
Western blot usando anticuerpos anti-GFP y anti-HA. (B) Los lisados cerebrales de rata
se inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-Cav2.2 o control y las proteinas unidas se
analizaron mediante Western blot usando anticuerpos anti-Cay2.2 y anti-Parkina.

Del mismo modo, se realizaron ensayos de Co-IP con extractos proteicos de
células HEK-293 transfectadas transitoriamente con las clonas de ADNc que codifican

para Parkina-HA y la construccion de LC1-Myc (Fig. 16A). Estos experimentos
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revelaron una interaccidn entre la proteina LC1 y la enzima E3 del UPS. Ademas, se
realizaron ensayos de inmunoprecipitacion usando extractos proteicos de cerebro de
rata en donde se confirma la interaccion entre Parkina y UBE2L3 (Fig. 16B). Estos
resultados sugieren que la enzima E3 ubiquitina ligasa Parkina junto con la enzima de

conjugacion UBE2L3 podria regular conjuntamente la expresion de los canales Cav2.2.

A IP: Parkin-HA B IP: Parkin
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Figura 16. Interaccion entre Parkina y el complejo LC1/UBE2L3. (A) Las
proteinas obtenidas de las células HEK-293 transfectadas con las construcciones LC1-
myc y Parkina-HA se inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-myc, anti-HA o control
(IgGo), y se analizaron mediante Western blot usando anticuerpos anti-myc y anti-HA.
(B) Ensayos de Western blot que muestran la inmunoprecipitaciéon de Parkina-HA y
UBEZ2L3 en lisados cerebrales de rata.

Alteracion en la expresion funcional de canales Cay2.2 recombinantes por Parkina
A continuacion, se investig6 si la interaccion de la subunidad Cav2.2a: con
Parkina podia afectar la expresion funcional de los canales. Con esta finalidad, en una
primera serie de experimentos se evalu6 el nivel de ubiquitinacion de la subunidad
Cav2.2a1-GFP mediante ensayos de Co-IP y Western blot, utilizando un anticuerpo que

reconoce a las proteinas ubiquitinadas. Si la ubiquitina se conjuga con la proteina de
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interés, se puede observar una sefial con un gradiente de peso molecular mayor al
peso esperado de la proteina el cual estd asociado a los diferentes niveles de
ubiquitinacién de la proteina. Los resultados de estos experimentos mostraron que
los canales Cav2.2 (tipo N) se ubiquitinan tanto en ausencia como en presencia de
Parkina, y que la presencia de la enzima no aumenta la intensidad de la sefial de
ubiquitina con respecto a la condicidn de control. De hecho, los resultados sugieren
una disminucion en la ubiquitinacidn de los canales en presencia de la enzima (Fig.
17). Aunque la razon de este resultado inesperado es poco clara, pero podria estar
relacionado con un aumento drastico en la velocidad con que se lleva a cabo de
ubiquitinacién/degradacién causada por la sobre-expresion de la enzima E3

ubiquitina ligasa en el sistema heterélogo.

A B

Parkin-HA
MG132

400 *

250 =

. 0 -
50= j Parkin-HA Control  Parkin  Parkin
0

MG132

300 DS

200 +

100 |

Ca,2 .2 ubiquitination {a.u.)

Figura 17. Parkina altera los niveles de ubiquitinacion de los canales de Cay2.2
recombinantes. (A) Andlisis por Western blot que muestra la ubiquitinacién (Ub) de
la subunidad Cav2.2a1-GFP en condiciones control y después de la sobre-expresiéon de
Parkina. (B) Comparaciéon de la intensidad de la sefial de ubiquitinaciéon de la
subunidad Cav2.2a1-GFP con respecto al control después de la transfecciéon de
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Parkina, en ausencia o presencia del inhibidor del proteasoma MG132. La
cuantificacion se llevo a cabo a partir de al menos tres experimentos separados.

Posteriormente se estudid si la interaccion con Parkina podia disminuir la
densidad de la corriente a través de los Cav2.2. La Figura 18A muestra trazos de
corrientes representativos obtenidos mediante la despolarizacién de la membrana
celular usando pulsos a diferentes voltajes. Los resultados de estos experimentos
muestran que la Parkina induce una disminucion significativa en la amplitud de la
corriente. Consistente con esto, el promedio de la densidad de corriente (pA/pF) se
redujo significativamente (~2.5 veces) en células HEK-293 que expresaban Parkina
en comparacion con el control (Fig. 18B). El papel de la Parkina sobre la expresion
funcional de los canales Cav2.2 se corrobord en experimentos en que utilizo el
inhibidor de proteasoma MG132. Para ello, las células HEK-293 se co-transfectaron
con los canales Cav2.2 y/o Parkina, y los registros se llevaron a cabo en ausencia o en
presencia del inhibidor del proteasoma MG132 (25uM) por 6 h. Los resultados
muestran que el MG132 previno la disminuciéon en la densidad de la corriente
mediada por la sobreexpresion de Parkina. Estos datos sugieren la posibilidad de que
la enzima E3 Parkina pudiera estar involucrada en la degradaciéon de los canales
Cav2.2 mediada por el UPS. Estos datos, asimismo, muestran un aumento en los
niveles de ubiquitinacién de la subunidad Cav2.2a4 en la presencia del inhibidor de
proteasoma, lo cual es consistente con una acumulacién de proteinas del canal

ubiquitinado (véase Fig. 17B).
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Figura 18. Parkina reduce la expresion funcional de los canales de Cav2.2
recombinantes. (A) Trazos representativos de las corrientes registradas en células
HEK-293 que expresan canales de Ca2?* recombinantes de tipo N
(Cav2.2a1/Cavf3/Cavaz8-1), en la condicion control y después de la co-expresion de
Parkina, en ausencia o presencia de MG132. (B) Promedio de las densidades de
corriente (pA/pF) en funcién del voltaje en células HEK-293 transfectadas con los
canales como en la figura A (n = 14-30).

Por otra parte, también se investigd la posibilidad de que los efectos de Parkina
pudieran ser explicados por alteraciones en las propiedades cinéticas de los canales.
Los resultados de este analisis muestran que, a excepcion de la marcada reduccion de
la densidad de corriente maxima, los parametros de activacion e inactivaciéon de la
corriente fueron similares en ambas condiciones experimentales. Cabe mencionar
que, aunque hubo un ligero cambio en la curva I-V en direccion despolarizante en la
presencia de Parkina (~5 mV), pero que esta diferencia no fue estadisticamente
significativa. Por lo tanto, dado que la forma de onda y la dependencia al voltaje de las
corrientes macroscdpicas en ausencia y presencia de Parkina no se modificaron de
forma significativamente, existen dos explicaciones posibles para las diferencias en la

amplitud de las corrientes que se muestran en la figura 18. La primera es que la co-
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expresion con Parkina pudiera afectar la probabilidad de apertura de los canales (Po),
y la segunda posibilidad es que Parkina pudiera disminuir el nimero de canales (N)
en la membrana plasmatica. Con base en los experimentos que se han descrito hasta
ahora, la explicacion mas plausible es que la co-expresiéon con Parkina reduce la
cantidad de canales en la superficie de la célula.

Es importante mencionar, asimismo, que los resultados obtenidos sobre la
densidad de la corriente después de la sobreexpresion de Parkina podrian estar
mediados por la ubiquitinacion de los otros miembros del complejo del canal Cav2.2,
y en particular por la subunidad auxiliar Cavf. Por esta razdén, a continuacion, se
decidi6 realizar los mismos experimentos, pero empleando canales recombinantes
constituidos Unicamente por las subunidades Cav2.2a; y Cavaz6-1 (sin Cavf3), en
presencia o en ausencia de Parkina. Los resultados indican que el efecto de Parkina
sobre los canales persisti6 incluso en ausencia de Cavf3, excluyendo a la subunidad
auxiliar como blanco de la enzima E3 ubiquitina ligasa (Fig. 19A y 19B). Asimismo, se
considerd la posibilidad de que la Parkina pudiera estar actuando sobre la subunidad
Cavaz8-1. Sin embargo, dado que esta proteina es completamente extracelular
resultaba poco probable que el efecto sobre la corriente después de la co-expresion
de Parkina esté mediado a través de esta subunidad auxiliar. Asi, tal y como se podia
adelantar, los resultados de los ensayos de inmunoprecipitacién muestran de Parkina

no co-precipita con Cavaz6-1 (Fig. 19C). Tomados en su conjunto, estos datos sugieren
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fuertemente que la subunidad Cav2.2a1 del complejo del canal es el inico blanco de la

Parkina.
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Figura 19. Parkina reduce la expresion funcional de los canales recombinantes
en ausencia de CavfB. A) Trazos representativos de las corrientes registradas en
células HEK-293 que expresaban a las subunidades Cav2.2a1 y Cavaz26-1 de los canales
de tipo N (sin la subunidad Cavf3), en la condicion control y en presencia de Parkina.
B) Promedio de las densidades de corriente (pA/pF) en funcién del voltaje en células
HEK-293 transfectadas como en la figura A (n = 18-20) C) Analisis por Western blot de
proteinas obtenidas de las células HEK-293 co-transfectadas con Cavaz6-1 y Parkina.
Los ensayos de inmunoprecipitacion se llevaron a cabo empleando anticuerpos anti-

HA o control (IgGo), seguido por una incubacién usando anticuerpos como se indica
en la figura.

Los resultados de los ensayos funcionales se corroboraron midiendo el nivel de
expresion de la proteina total y de membrana de la subunidad Cav2.2a4, en presencia
y en ausencia de Parkina. Inicialmente, se observd una disminucion significativa en la
cantidad de proteina Cay2.2a1 total en células HEK-293 que co-expresaban a la enzima
E3 Parkina en comparacion con el control, usando B-actina como control de carga
(Figs. 20A y 20B). Posteriormente, se realizaron ensayos de biotinilacién en los que
empled un anticuerpo anti-N-Cadherina como control de carga membranal. Los
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resultados muestran una importante disminucion en la cantidad de la proteina
Cav2.2a1 en la membrana plasmatica de las células HEK-293 que co-expresaban a los
canales recombinantes y a la Parkina, en comparacidn con la condicién control (Figs.
20Cy 20D). En estos experimentos, la expresion de la subunidad Cav2.2a: se detectd
mediante el uso de un anticuerpo especifico para GFP. Estos resultados corroboran
los hallazgos en los registros electrofisiologicas y corroboran también la observacidn
de que la Parkina puede regular la cantidad de canales recombinantes de tipo N

(Cav2.2) presentes en la superficie celular.
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Figura 20. Parkina disminuye la expresion total y membranal de los canales
Cav2.2. A) Analisis por Western blot de lisados totales de células HEK-293 que
expresaban canales de Caz* recombinantes de tipo N (Cav2.2a1-GFP/Cavf33/Cava26-1),
en la condicién de control o co-expresando a Parkina, usando anticuerpos especificos
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anti-GFP, anti-Parkina y anti-f3-actina (como control de carga). B) Analisis por Western
blot semicuantitativo de tres experimentos como en (A). C) Deteccion de la subunidad
Cav2.2a1 en ensayos de biotinilacion de proteinas de membrana en células HEK-293.
La sefal para N-Cadherina se us6 como control de carga. D) Analisis por Western blot
semicuantitativo de tres experimentos que muestra una disminucion significativa en
la expresion membranal de la proteina Cav2.2a1 cuando se co-expresa Parkina.

Disminucién en la expresion funcional de canales Cav2.2 nativos por Parkina

Para verificar si la expresion de Parkina afecta la densidad de corriente a través
de canales de Ca?* tipo N (Cav2.2) nativos, a continuacion, se realizaron experimentos
de silenciamiento utilizando ARNs pequefios de interferencia (siRNAs, por sus siglas
en inglés) especificos para Parkina. En primer lugar se verificé la especificidad del
silenciamiento (knockdown) de la enzima E3 ubiquitina ligasa en neuronas
provenientes del ganglio de la raiz dorsal (GRD) de ratén neonato (3-5 d de nacidos),
mediante Western blot semicuantitativo usando un anticuerpo anti-Parkina (Fig.
21A). El analisis de la expresion de la proteina confirmdé una disminucion significativa
en los niveles de Parkina después de realizar el silenciamiento. Del mismo modo, y de
acuerdo con los resultados obtenidos en la linea celular HEK-293, se encontro que el
silenciamiento de Parkina mediante el uso de siRNAs especificos, aumentd
significativamente la densidad de la corriente a través de los canales Cav2.2 (en
~25%) en comparacion con la condicion control o empleando un siRNA inespecifico
(Scramble). La figura 21B muestra trazos de corriente representativos usando al Ba2+
como acarreador de carga (Izq), obtenidos aplicando pulsos de prueba despolarizantes
a -10 mV, a partir de un potencial de mantenimiento (VVh) de -80mV, en neuronas del
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GRD en la condicién control, y después de la transfeccién con los siRNAs control
(scramble) o especificos para Parkina. Los resultados muestran que el silenciamiento
de Parkina incrementa significativamente la densidad de la corriente macroscopica
total en las neuronas del GRD. Es importante destacar que las neuronas del GRD
expresan mayoritariamente canales de tipo N, por lo que es altamente probable que

el efecto del silenciamiento sea sobre estos canales (Fig. 21C).

Scramble Parkin
-actin
- [ ¢
B -10 mV Vm (mV)
-80 -40 0 40 80
-80 mV | vom— ; )
Control
siRNA (Scramble)
SiRNA (Parkin)

QO SsIRNA Parkin
© sIRNA Scramble
@ Control

Figura 21. El silenciamiento de Parkina aumenta la densidad de las corrientes
nativas en las neuronas del GRD del ratdén. (A) Las células se transfectaron con los
siRNAs control (scramble) y especificos para Parkina, y los niveles de expresion de las
proteinas se analizaron 48 h después mediante Western blot usando anticuerpos
especificos; [3-actina se emple6 como control de carga. (B) Trazos representativos de
la corriente de Ba?*, a través de canales de Ca?*, registrados en las neuronas de los
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GRDs en la condicién de control, o después de la transfeccién con los siRNAs control
(scramble) y especificos para Parkina. (C) Comparacion de la densidad de corriente
(Idensity-V) registrada en las neuronas de los GRDs en condiciones de control y después
del silenciamiento de Parkina (n = 13-23).
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Discusion

Estudios previos han mostrado que la expresién funcional de los canales de Caz*
dependientes de voltaje (Cav) se encuentra regulada a través de interacciones con una
gran variedad de proteinas, asi como por modificaciones postraduccionales. Estos son
procesos dindmicos que resultan en cambios en el nimero de canales en la superficie
celular, pues en algunos casos se favorece y en otros se frena el envio de las proteinas
como resultado de dichas interacciones moleculares.

Uno de estos procesos que regulan la expresion funcional de las proteinas es la
ubiquitinacién y subsecuente degradacion proteasomal, y los canales i6nicos en
general, y los de Ca2* en particular, estan sujetos a este importante mecanismo celular
homeostatico. Pese a ello, existen pocos trabajos hasta la fecha que describan la

regulacion de los canales Cay por enzimas E3 del UPS.

Regulacion de canales Cay por el UPS

Dentro del proceso de regulacion de los canales Cay por el UPS existen varios
factores que determinan su destino final, entre los que se encuentra la composiciéon
de los canales en términos de las subunidades que los conforman, las diferentes
combinaciones de cadenas de ubiquitina que se les afiaden en el proceso y la

interaccidén con enzimas especificas E3 ubiquitina ligasas del UPS.
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En este sentido, estudios previos han propuesto un novedoso e interesante
mecanismo en donde enzimas del UPS participan de forma directa en el
reconocimiento, ubiquitinacion y degradacion via proteasoma de algunos canales Cav.
Altier y sus colaboradores (2011) encontraron que la subunidad auxiliar Cavf3
incrementa la expresion de los canales Cay1.2 en la membrana plasmatica evitando la
degradacion proteasomal asociada a reticulo endoplasmico (ERAD). En ausencia de la
subunidad auxiliar Cavf3 los canales Cav1.2 son sujetos al proceso de ubiquitinacion
llevado a cabo por la enzima E3 de ligacion RFP2, 1a cual interactta con las proteinas
asociadas al complejo ERAD llamadas derlina-1 y p97. En este caso, la subunidad
auxiliar Cavf interfiriere con el reconocimiento y la ubiquitinacién llevado a cabo por
esta enzima y facilita de esta forma el envio de los canales del reticulo endoplasmico
a la membrana celular (Altier et al., 2011).

Se sabe, asimismo, que la sobreexpresiéon de la enzima E3 de ligacién Nedd4-1
disminuye el nimero de canales Cay1.2 totales y en la membrana celular. De manera
interesante, la subunidad formadora del poro del canal Cay1.2a1 aparentemente no es
blanco de ubiquitinacién por la enzima, sino que la regulacién se ejerce sobre la
subunidad auxiliar Cavf3, y de esta forma se regula “indirectamente” la expresion
membranal de los canales Cav1.2 (Rougier et al,, 2011).

En un trabajo reciente, Fu y sus colaboradores (2017) observaron que a la
enzima E3 de ligacién RNF138 participa en la regulacion de los canales Cav2.1 en las

neuronas, coexistiendo en el mismo complejo proteico y ademdas compartiendo una
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co-localizacién pre y postsinaptica. La sobreexpresiéon de RNF138 promueve la
poliubiquitinacion acelerando la degradacidon de los canales Cay2.1. Asimismo, la
disrupcion de la expresion endégena de la enzima E3 ubiquitina ligasa mediante el
uso de una construcciéon dominante-negativa (RNF138-H36E) asi como con el uso de
ARNs de interferencia (shRNA) incrementa significativamente los niveles de la
proteina, asi como la vida media del canal Cav2.1 (Fu et al., 2017). En conjunto, estos
trabajos muestran el papel del proceso de ubiquitinacién como un nuevo mecanismo
de regulacion funcional de los canales Cay, y que este proceso se lleva a cabo por
enzimas especificas del UPS.

En este mismo contexto, en un trabajo previo de nuestro laboratorio se describid
la formacién de un complejo molecular entre la proteina MAP1B-LC1 con la enzima
E2 ubiquitina conjugasa UBEZL3, mismo que se probé interaccionaba con los canales
Cay2.2 y aumentaba su degradacion proteasomal, disminuyendo en consecuencia su

expresion membranal (Gandini et al., 2014a; 2014b).

Caracterizacion de la interaccion funcional entre Parkina y los canales Cay2.2

Con base en estos hallazgos, en el presente trabajo de tesis se decidié investigar
con mayor detalle los componentes de este complejo, y en particular identificar la(s)
enzima(s) E3 de ligacion que forman parte del mismo. En los antecedentes de este
trabajo se describi6 la posible existencia de un patrén de interaccién entre las enzimas

E3 de ligacion UBE3A y Parkina con la enzima E2 ubiquitina conjugasa UBE2L3. De
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igual manera, los resultados mostrados indican que estas enzimas se expresan de
manera endégena en las células HEK-293, por lo que se consideraron fuertes
candidatos a formar parte del complejo molecular en cuestion.

Asi, mediante ensayos de Co-IP se corroboro la interaccion directa entre Parkina
y UBE3A con UBE2L3, y ademas se evidencio6 la interaccion entre Parkina y UBE3A
con MAP1B-LC1y la subunidad Cav2.2a1. Al determinar el grado de ubiquitinaciéon de
los canales Cav2.2 después de la co-expresion con estas enzimas del UPS, se observd
que Parkina, pero no UBE3A, modificaba la ubiquitinacion de Cav2.2a1. Los registros
electrofisiolégicos, por su parte, mostraron que la Parkina disminuye la densidad de
corriente a través de los canales Cay2.2, mientras que UBE3A no ejerce un efecto
aparente sobre las corrientes. Sin embargo, con los datos que se cuenta actualmente,
no se podria descartar que la enzima UBE3A pudiera estar regulando el complejo del
canal promoviendo la monoubiquitinacién y de esta forma regular la internalizacion
del canal para una posterior degradacién asociada a lisosoma, o su reciclaje a la
membrana plasmatica. Este es un interesante topico para estudios futuros.

Asimismo, se encontré que el efecto sobre la corriente después de la
sobreexpresion de Parkina podria estar asociado con una disminucién en la cantidad
de proteina total y particularmente con la cantidad de canales que llegan a la
membrana plasmatica. Para conocer si el efecto de la Parkina sobre los canales Cay2.2
estd asociado a degradacién via proteasoma, se usé el inhibidor del UPS MG132, el

cual previno el efecto de la Parkina sobre las corrientes. La participacién de la Parkina
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en laregulacion por el UPS de los canales Cav2.2 se confirm6 posteriormente mediante
experimentos de silenciamiento de la expresién endégena de Parkina usando siRNAs
especificos en neuronas del GRD, donde estos canales tienen una expresion
predominante en comparaciéon con otros tipos de canales de calcio. En este caso,
silenciamiento de Parkina increment6 la expresion funcional de los canales Cay2.2
observado como un aumento en la densidad de la corriente de Ca2* en las neuronas
del GRD. Asi, los datos del presente trabajo, junto con los antes mencionados,
corroboran el papel de la enzima E3 del UPS Parkina en la regulacién homeostatica de
los canales Cay neuronales.

En relacién con el trabajo de Rougier y sus colaboradores (2011), en donde la
enzima E3 ubiquitina ligasa regula de manera indirecta la expresion de la subunidad
formadora del poro (Cavai) de los canales Cav2.1 (tipo P/Q), al controlar la
degradacion de la subunidad auxiliar Cayf3, cabe mencionar que los mecanismos de
degradacion proteasomal que involucran subunidades auxiliares ain no se han
reportado para los canales neuronales de Cayv2.2. Por tal motivo, en este trabajo se
investigé si la Parkina podia participar en la ubiquitinacién de las subunidades Cavf3
y/o Cavaz8-1. Al realizar ensayos de Co-IP y registros electrofisioldgicos en presencia
o ausencia de estas subunidades auxiliares y al sobreexpresar Parkina, no se observd
un efecto aparente, lo cual sugiere que el efecto de la enzima E3 ubiquitina ligasa es

directo sobre la subunidad Cav2.2ai. Sin embargo, con los datos disponibles, no se
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puede descartar que alguna otra enzima del UPS pudiera estar regulando la
degradacion proteasomal de los canales Cay2.2 a través de las subunidades auxiliares.

Otro aspecto importante de la discusion del presenta trabajo, es la diferencia en
el grado de ubiquitinacion presentada en la subunidad Cav2.2a; cuando se sobre-
expresa a Parkina. Los datos muestran una disminucidén inesperada en los niveles de
ubiquitinacién de Cav2.2a:. Aunque el motivo de esta discrepancia es aun
desconocido, este hallazgo podria estar relacionado con un aumento en la velocidad
de ubiquitinacion mediada por la Parkina.

Una de las posibilidades para explicar la reduccion en el grado de ubiquitinacién
de la subunidad Cav2.2a:1 después de la sobreexpresion de Parkina podria estar
asociada a un cambio de la vida media de la proteina, lo cual reduciria el nimero de
canales. En ese sentido los mecanismos de sintesis y reciclaje no compensarian el
efecto de la Parkina sobre los canales en el sistema heterélogo empleado. Por otro
lado, el incremento en la ubiquitinacion de los canales Cav2.2 en presencia de MG132
podria estar relaciono con la inhibicién de su degradacion, y no necesariamente con
la inhibicién de la ubiquitinaciéon. Para poner a prueba esta hipétesis, resultaria
necesario sobre-expresar una enzima DUB o una construccion dominante negativa de
Parkina, asi como medir la ubiquitinacién de canal nativo en la presencia o ausencia
de la enzima. Alternativamente, la Parkina podria estar afectando directamente la
funcionalidad del canal disminuyendo su probabilidad de apertura. Aunque el analisis

de las corrientes en presencia o ausencia de Parkina presentados en este trabajo
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muestra que las cinéticas son similares, estudios funcionales de canal unitario o
analisis de ruido podrian proveer de informacién relevante sobre este tema. Asi, los
intrincados mecanismos por los cuales la Parkina esta disminuyendo la expresion
funcional de los canales Cav2.2 requieren una mayor investigacion y sera el tema de

futuros estudios.

Entendiendo la regulacién de los canales Cay por el UPS usando ubiquitina ligasas
genéticamente disefiadas

En un trabajo reciente de Kanner y sus colaboradores (2017) se muestra que la
sobreexpresion del dominio catalitico de la enzima E3 ubiquitina ligasa CHIP
modificado mediante ingenieria genética, aumento6 la ubiquitinacién de los canales de
K+ de tipo Kv7.1 (también conocido como KCNQ1) y disminuy6é su expresion
membranal. La vida media de la proteina en la membrana celular disminuy6 en ~3 h
(Kanner et al., 2017). Este trabajo resulta de gran relevancia en virtud de que plantea
el uso de un novedoso enfoque experimental en que se utilizan enzimas E3 del UPS
para afectar selectivamente las proteinas de los canales i6nicos y dirigir su
degradacion por el proteasoma. El principio general implica reemplazar el médulo de
seleccion del sustrato de una enzima ubiquitina ligasa E3 con un dominio que lo dirige
a una proteina diana deseada. Asi, los autores disefiaron enzimas para ubiquitinar
selectivamente a los canales Kv7.1 y encontraron, como ya menciond, una disminucién

en la expresién membranal de los canales sin afectar la expresion de otras proteinas,
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al limitar selectivamente su envio a la superficie celular y no afectar su tasa de
endocitosis. Para demostrar la generalidad del enfoque experimental, los autores
también tuvieron éxito al disminuir selectivamente la expresion membranal y las
corrientes a través de los canales de Ca2+ tipo L (Cav1.2).

Este enfoque experimental proporciona una herramienta potente para
manipular postraduccionalmente la expresion de complejos macromoleculares, como
los canales i6nicos, de manera especifica y controlable. Asimismo, el enfoque
proporciona un método para facilitar la comprension mecanistica de como la
ubiquitinacién puede regular diversos aspectos del destino de las proteinas de la
membrana, incluido el tréfico, la estabilidad y la funcion.

Mas aun, el estudio muestra como podria utilizarse a las ubiquitina ligasas E3
modificadas genéticamente para investigar de forma sistematica y selectiva el
impacto de enzimas particulares del UPS sobre las proteinas diana en entornos
celulares complejos como, por ejemplo, el desarrollo neuronal o algunas canalopatias
(Felix & Weiss, 2017). Sin duda, la ubiquitinacién dirigida a canales hiperactivos
podria proporcionar una estrategia terapéutica viable para algunas canalopatias que
se asocian con expresion exacerbada de canales, o con canales mutantes que
presentan ganancia de funcién, como en el caso de algunos tipos de migraiia, de
epilepsia y de dolor neuropatico (Felix, 2006; Zamponi et al., 2010; Pinggera &

Striessnig, 2016).
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Conclusiones y perspectivas

En conclusion, con base en los datos del presente trabajo, resulta razonable
proponer que la enzima E3 ubiquitina ligasa Parkina podria promover la
ubiquitinacién de los canales Cav2.2 mediante una accién coordinada con la enzima
E2 ubiquitina conjugasa UBE2L3 y la proteina MAP1B-LC1 (Fig. 22). Por otro lado,
cabe mencionar que es enteramente posible que esta regulacion por el complejo
LC1/UBE2L3/Parkina se extienda a otros tipos de canales Cav en particular, y a otros

tipos de canales idnicos y receptores en general.

Figura 22. Modelo hipotético de la regulacion de los canales Cay2.2 por Parkina.
La proteina LC1 forma un complejo molecular con la conjugasa UBE2L3 y la enzima
E3 de ligacién Parkina a través del cual favorece la ubiquitinacién de los canales y su
subsecuente degradacion por el proteasoma.

Las perspectivas del presente trabajo estan orientadas a investigar los

mecanismos de ubiquitinacion y regulacion por el UPS de los canales neuronales en el
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contexto fisioldgico. Cabe recordar en este contexto que los canales Cav2.2 de tipo N
son esenciales para controlar la liberacién de neurotransmisores presinapticos en el
cerebro y el sistema nervioso periférico. La evidencia emergente sugiere que la
regulacion mediada por la ubiquitinacién de las proteinas es clave tanto en las
terminales presinapticas como en los compartimentos postsinapticos
(Marangoudakis et al., 2012; Gandini et al., 2014a, 2014b; Lai et al,, 2016; Fu et al,
2017). Queda por determinar si el complejo MAP1B-LC1/UBE2L3/Parkina regula la
degradacion de los canales de calcio CavZ.2 en las terminales presinapticas,
contribuyendo a controlar de alguna forma la liberacién de neurotransmisores.
Asimismo, el uso de construcciones de Parkina disefiadas mediante ingenieria
genética podria ser de gran utilidad para estudiar con mayor detalle los mecanismos
moleculares por los cuales esta enzima E3 ubiquitina ligasa regula la expresion

membranal de los canales neuronales Cay2.2.
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