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1 RESUMEN

Los receptores de glutamato tipo AMPA (AMPAR) son canales iénicos localizados en la
sinapsis, donde juegan un papel fundamental en la neurotransmision excitatoria y plasticidad
neuronal. Los AMPAR son complejos tetraméricos ensamblados a partir de cuatro
subunidades (GluA1-4), codificadas por diferentes genes (GRIA-4), en forma de dimero de
dimeros. Los receptores AMPAR son impermeables a Ca%* cuando contienen la subunidad
GluA2, pero permeables a Ca?* cuando contienen combinaciones del resto de subunidades
(GluA1l, GIuA3 y GIuA4). Estos ultimos pese a ser menos abundantes en el cerebro, tienen un
papel importante en diversas situaciones patoldgicas (infarto cerebral o esclerosis lateral
amiotrdfica). Por otro lado, existen mas de 30 subunidades auxiliares que interaccionan con
los AMPAR, aumentando su variabilidad estructural y funcional. Las TARP constituyen una de
las familias mds representativas de subunidades auxiliares y se pueden clasificar en tipo la, Ib
y tipo Il. Aunque se dispone de mucha informacidn sobre la funcidn, estructura y regulacion
de las TARP tipo |, las TARP tipo Il han sido poco caracterizadas. En este trabajo se profundizé
en la estructura entre los AMPAR permeables a Ca®* y las TARP tipo Il, explorando la
estabilizacién del complejo y su produccidon a gran escala en células de mamifero. La
purificacién del complejo permitié iniciar una caracterizacion estructural preliminar mediante
microscopia electrdnica de tincion negativa.

ABSTRACT

AMPA-glutamate receptors (AMPAR) are ion channels located in the synapse, where they play
a critical role in excitatory neurotransmission and neuronal plasticity. AMPARs are tetrameric
complexes, assembled from four subunits (GIluA1-4) as a dimer of dimers. AMPA receptors are
impermeable to Ca?*. When containing the GIuA2 subunits, AMPA receptors are impermeable
to Ca%* (CI-AMPARs) but combinations of the rest of the subunits (GluA1, GIuA3 and GluA4)
are permeable to Ca%* (CP-AMPARs). Despite being less abundant in the brain, CP.-AMPAR play
an important role in many pathological situations (stroke or amyotrophic lateral sclerosis). On
the other hand, there are more than 30 auxiliary subunits that interact with AMPARs
increasing their structural and functional variability. TARPs are one of the most representative
families of auxiliary subunits and can be classified into type la, Ib and type Il. Although much
information is available about the function, structure and regulation of type | TARPs, type Il
TARPs have been poorly studied. In this work, we explored the structure of CP-AMPAR in
complex with type Il TARPs. We optimized the stabilization of the desired complex and its
large-scale production in mammalian cells. Purification of the complex allowed us to initiate a
preliminary structural characterization by negative staining electron microscopy.



2 INTRODUCCION

El cerebro humano contiene aproximadamente 100 mil millones de neuronas, cada una con
capacidad de formar miles de contactos con otras células. Claramente, se requieren de
mecanismos altamente sofisticados y eficientes para permitir la comunicacién entre este alto

numero de elementos, lo cual se logra mediante el establecimiento de redes neuronales *.

La organizacion de las neuronas en redes es una de las caracteristicas definitorias del sistema
nervioso y resulta esencial para la conversidn de un input sensorial a un output funcional. La
interaccion entre los elementos de la red es posible gracias a las sinapsis, que proporcionan
un modo de transmision de la informacidn entre neuronas 2. La neurona promedio forma
varios miles de conexiones sinapticas y recibe un nimero similar. Aunque muchas de estas
conexiones son altamente especializadas, todas las neuronas utilizan una de las dos formas

basicas de transmision: eléctrica o quimica.

Las sinapsis eléctricas se emplean principalmente para enviar sefiales despolarizantes rapidas
3, Este tipo de sinapsis permite el flujo directo y pasivo de corriente eléctrica desde una
neurona a otra a través de canales formados por conexinas (uniones gap), que conectan
ambas células 3. Por el contrario, las sinapsis quimicas permiten la comunicacion de célula a
célula a través de la secrecidn de neurotransmisores . Los agentes quimicos liberados por las
neuronas presindpticas producen un flujo de corriente secundario en las neuronas
postsinapticas mediante activacion de receptores especificos. Este segundo tipo de sinapsis

permite una sefializacién mas variable y puede producir comportamientos mas complejos.
2.1 Sinapsis quimica

La neurotransmision quimica es el principal medio por el cual las neuronas se comunican entre
si en el sistema nervioso de los mamiferos. Los eventos presindpticos y postsinapticos estan
altamente regulados y se caracterizan por: (1) formacién de vesiculas encargadas de
almacenary transportar el neurotransmisor desde el cuerpo celular hasta el terminal axdnico,
(2) presencia de un terminal presindptico con una membrana activa, (3) liberacién de
neurotransmisores que transmiten la sefial y (4) una membrana postsindptica compuesta por

varios tipos de receptores °.



Los input excitatorios resultan en un flujo de cationes cargados positivamente, que dan lugar
a la despolarizacion de la membrana plasmatica. En el terminal presinaptico, la
despolarizacién de la membrana activa canales de Ca?* dependientes de voltaje, lo que
permite la entrada de Ca?* ®. El aumento intracelular de Ca?* moviliza las vesiculas
contenedoras de neurotransmisores, las cuales se fusionan con sitios especificos de la

membrana presinaptica ’.

Entre ambas membranas (la presinaptica y la postsinaptica), se encuentra la hendidura
sindptica, espacio extracelular entre el final de una neuronay el inicio de la siguiente, sobre el
que se libera el neurotransmisor quimico. Este difunde a través de la hendidura hasta la
neurona postsinaptica, activando al receptor correspondiente y propagando la sefial °. Debido
a esto, el retraso sindptico, tiempo requerido para que la membrana presinaptica libere el
neurotransmisor, difunda a través de la hendidura sinaptica y se una al receptor, es,

aproximadamente, de 0.5 a 1.0 ms.

Los receptores excitados pueden activar procesos de senalizacion posteriores, iniciando flujos
idnicos, que dan lugar a alteraciones del potencial eléctrico transmembrana. Estos cambios se
propagan al cuerpo celular y cono axénico, pudiendo iniciarse un potencial de accién en la

heurona postsinaptica °.

El tipo de neurotransmisor liberado desde el terminar presindptico y el tipo de receptor
especifico correspondiente en el terminal postsindptico es critico en la determinacion de la
calidad e intensidad de informacidén transmitida °. Ademas, la suma temporal y espacial juega
un papel fundamental en la regulacidon de la transmisién neuronal, filtrando e integrando

eventos sindpticos de un rango de amplitud y duracién variados .

2.2 Receptores sinapticos

En funcidon del tipo de respuesta causada por la unién del neurotransmisor a su receptor, los
receptores sinapticos se clasifican como receptores ionotropicos y metabotrépicos. La uniéon
del neurotransmisor tiene lugar en la cara exterior de la membrana y la sefial producida por
el evento de reconocimiento se transfiere a la neurona por un cambio conformacidn en la

proteina del receptor. Sin embargo, el efecto de la sefial puede ser directo, por apertura de



un canal iénico (receptores ionotrépicos), o indirecto, mediante la activacién de un complejo

asociado a proteinas G (receptores metabotropicos).

2.1.1 Receptores metabotropicos

La primera familia de receptores de neurotransmisores son los receptores metabotrépicos,
llamados asi porque el movimiento de iones a través de canales de membrana depende de
uno o mas pasos metabdlicos. Estos receptores no tienen canales idnicos como parte de su
estructura; en cambio, modulan el paso de iones mediante la activacién de moléculas
intermedias efectoras: proteinas G °. Por esta razdn, los receptores metabotrépicos también

se denominan receptores acoplados a proteinas G.

Debido a que se requieren varios pasos moleculares intermediarios para pasar de la proteina
receptora al efector final, la modulacion del estado eléctrico de la neurona postsinaptica es

lenta y compleja °.
2.1.2 Receptores ionotrépicos

Los receptores ionotrépicos unen moléculas de neurotransmisor y son canales idnicos
directamente capaces de cambiar el estado eléctrico de la neurona postsindptica mediante

flujo de iones a través de la membrana.

Estos receptores decodifican sefiales quimicas en respuestas eléctricas, transmitiendo la
informacién desde una neurona a otra. El tiempo entre la unién del neurotransmisor al
receptor y la apertura del poro idnico es del orden de microsegundos a milisegundos. Por
tanto, en las sinapsis mediadas por receptores ionotrdpicos, el tiempo entre el potencial de
accién de despolarizacién del axén y el inicio de la corriente de flujo de iones a través del
receptor es de 1 a 2 milisegundos °. Este tipo de transmisién sindptica produce una influencia

rapida y fuerte en la neurona postsinaptica.

En el sistema nervioso central (SNC), la rapida transmisién mediada por receptores
ionotrépicos tiene dos principales efectos: la excitacidon neuronal o la inhibicién, dependiendo
de si el efecto neto favorece (o no) que la neurona postsindptica genere un potencial de

accion.

La transmision sindptica excitatoria rdpida estd mediada, principalmente, por receptores

ionotrdpicos con poros permeables a iones cargados positivamente. La activacion del



receptor resulta en la entrada de Na* a la célula dando lugar a la despolarizacién del

potencial de membrana, aproximandose al potencial de accidon umbral.

La transmision sinaptica inhibitoria rapida, sin embargo, estd mediada por receptores con
canales permeables a iones cargados negativamente, como el cloruro. Una vez activados,
los receptores hiperpolarizan el potencial de membrana y fijan el potencial de membrana

a voltajes por debajo del potencial de accién umbral.

Algunos ejemplos de los neurotransmisores mas conocidos y sus receptores especificos se

incluyen en la Tabla 2.1.

Neurotransmisor ¢Receptor ionotropico?  ¢Receptor metabotropico?

Aminoacidos

GABA Si (inhibitorio) Si
Glutamato Si (excitatorio) Si
Glicina Si (inhibitorio)

Aminas biogénicas

Dopamina Si
Norepinefrina Si
Epinefrina Si
Serotonina Si (excitatorio) Si
Histamina Si

Purinérgicos

Adenosina Si
ATP Si (excitatorio) Si
Acetilcolina Si (excitatorio) Si
Neuropéptidos Si

Tabla 2.1. Neurotransmisores quimicos convencionales mas conocidos y sus tipos de
receptores. Entre paréntesis se indica si la respuesta que producen es excitatoria o
inhibitoria.

Los receptores de glutamato son los receptores excitatorios mas abundantes en el cerebro,

responsables de mediar la gran mayoria de transmisiones en las redes neuronales. Tal y como

se indica en la Tabla 1, existen receptores de glutamato metabotrdpicos (mGIuR) e



ionotrépicos (iGluR). Sin embargo, de aqui en adelante nos centraremos Unicamente en los

ultimos, por su papel en este Trabajo de Fin de Master.

Se han identificado diversos tipos de receptores de glutamato ionotrdpicos, nombrados en
funcion de los agonistas que los activan preferentemente: receptores de NMDA (N-metil-D-
aspartato), receptores de AMPA (acido a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazolpropidnico) y
receptores de kainato (dcido 2-carboxi-3-carboximetil-4-isopropenilpirrilodina) . Existe un
cuarto subgrupo, los receptores 6, que no se activan por glutamato, pero responden a la
activacion de mGluR. El progreso en la identificacion de sus funciones y papel en la regulacion

sindptica, sin embargo, ha sido mucho mas lento que para los otros iGIuR 12,

En general, todos los iGIuR son canales idnicos que permiten la entrada de cationes tras la
unién del glutamato. Los iGIUR se ensamblan como tetrameros compuestos de diferentes
subunidades que presentan distintas propiedades fisiolégicas y se distribuyen de manera
diferencial en el SNC 13, Cada una de las 4 subunidades que componen el canal comparten una
estructura similar de dominios bien conservados incluyendo el amino-terminal extracelular
(NTD), dominio de unién a ligando (LBD), dominio transmembrana (TMD) y el dominio
intracelular carboxi-terminal (CTD) 4. La unidn del glutamato, o alguno de sus agonistas, al
dominio LBD resulta en un cambio conformacional que modifica la conformacion de las hélices
2+

transmembrana, abriendo un poro en la membrana y permitiendo el flujo de Na*, K* y/o Ca

a través de la misma.

Si bien algunas sinapsis glutamatérgicas presentan Unicamente receptores de AMPA (AMPAR)
o NMDA (NMDAR), la mayoria cuenta con ambos tipos °. Los receptores AMPAR presentan
cinéticas mas rapidas que los NMDAR y son responsables del componente inicial rdpido del
potencial excitatorio postsindptico, permitiendo la entrada de Na* 6. Los NMDAR, en cambio,
presentan mas afinidad por el glutamato que los receptores de AMPA y son mds permeables
a Ca?* que a Na*. La accidn excitatoria del glutamato sobre los receptores de NMDA es muy
sensible al potencial de membrana y se ha demostrado que Mg?* es capaz de bloquear el flujo
de corriente a través del receptor '’. Cuando la célula alcanza potenciales ligeramente
despolarizados (-30/-20 mV), gracias al componente inicial rdpido de los AMPAR, el Mg**

pierde afinidad por el NMDAR, permitiendo la unién de sus ligandos. Como resultado, los

potenciales excitatorios pueden aumentar la concentracién de Ca?* en la neurona



postsinaptica, actuando como segundo mensajero y activando cascadas de sefializacidon

intracelulares posteriores *°.

La estimulacién prolongada de los iGIuR puede resultar en el fendmeno conocido como
excitotoxicidad, contribuyente principal a lesiones del sistema nervioso y sindromes
neurodegenerativos 8. A elevadas concentraciones, el glutamato actia como una
neurotoxina, conduciendo a un flujo de entrada de Ca?* excesivo, que produce la
hiperactivacion aberrante de enzimas dependientes de Ca?*, como caspasas y proteasas.
Adicionalmente, los transportadores de glutamato, expresados en las células postsindpticas y
encargados de retirar el glutamato de la hendidura sinaptica, no son capaces de abordar el
bombardeo de cationes causado por la sobreestimulacion de iGIuR, lo que deriva en apoptosis
y el agravamiento de la enfermedad y su progresiéon !4 Las neuronas motoras son

especialmente vulnerables a la excitotoxicidad causada por los AMPAR.

2.2 Receptores de AMPA (AMPAR)

Los receptores de AMPA son un subtipo de receptor ionotrépico de glutamato que modula la
excitabilidad celular permitiendo el flujo de entrada de iones de sodio en la célula, tras union
de su agonista. Gracias a sus rapidas cinéticas en la escala de los sub-milisegundos, juegan un
papel fundamental en la propagacién de impulsos entre las células nerviosas, permitiendo una
rapida despolarizacion de la membrana plasmdtica *°. Los AMPAR experimentan, ademas,
cambios durante la plasticidad sindptica, mecanismo por el cual las sinapsis se fortalecen o
debilitan en respuesta a estimulos. Asi, se producen tanto alteraciones en su nimero, como
en la composicion de subunidades, interacciones con proteinas adicionales o estado de
fosforilacién. Por tanto, identificar cdmo los componentes basicos determinan la funcion del
receptor en las sinapsis y analizar los mecanismos que controlan su biogénesis resulta clave
en la comprension de la transferencia y almacenamiento de la informacion en las redes

neuronales.

2.2.1 Estructura AMPAR

Los AMPAR son complejos tetraméricos ensamblados a partir de cuatro subunidades idénticas
(homoméricas) o similares (heteroméricas) en forma de dimero de dimeros (Figura 2.1, Ay
B). Estas cuatro subunidades AMPAR (GluA1-4) vienen codificadas por diferentes genes

(GRIA1-4) y se diversifican aun mds por mecanismos de splicing alternativo y edicion de RNA



mensajero. Dado que cada subunidad difiere en su contribucidn a la cinética del canal,
selectividad idnica y propiedades del receptor, la heteromerizacién aporta gran diversidad

funcional 1°.

Cada subunidad de los AMPAR presenta la estructura modular de 4 dominios mencionada
previamente: dominio amino-terminal (NTD) y dominio de unién a ligando (LBD), ambos de
localizacién extracelular (region ECR), el dominio transmembrana (TMD), que forma el canal

idnico, y el dominio carboxi-terminal (CTD).

Dominio amino-terminal (NTD): El dominio NTD supone casi la mitad del polipéptido (=50%
de la subunidad), abarcando los primeros 400 residuos de todas las subunidades del
receptor en mamiferos 2°. Este dominio se pliega de forma bilobulada, en estructura de
concha (Figura 2.1, C), y se extiende hasta la mitad de la hendidura sinaptica, configurando
una plataforma modular y flexible para la interaccion proteica 1. De los cuatro dominios,
el NTD es el mas diverso entre subunidades y presenta similitud de secuencia y estructural
al dominio de unién de ligando extracelular del receptor de glutamato metrabotrdpico
(mGIuAl) y a varias proteinas periplasmaticas bacterianas de unién a aminodcidos. Esto
sugiere un posible papel del NTD en la unidn a ligandos enddgenos o xenobiédticos y en la
regulacién alostérica, tal y como se le atribuye al NTD de los NMDAR, identificando a este
dominio como una posible diana farmacoldgica 2°. En particular, se ha descrito la
interaccion de N-cadherina con el NTD de GluA2, regulando la estabilidad sindptica,
mientras que pentraxinas neuronales interactian con el NTD de GluAs regulando el trafico

del receptor %2.

Dominio de unidn a ligando (LBD): En la estructura primaria, el dominio LBD esta dividido
por los segmentos M1, M2 y M3 del TMD, en dos fragmentos, S1y S2 (Figura 2.1, D) ?3. LBD
presenta una estructura bilobulada y pertenece a la superfamilia de las proteinas de union
periplasmaticas (PBP), que capturan el ligando en una hendidura interlobular, lo cual
desencadena el cierre de la estructura en forma de concha °. Los |6bulos superiores de los
LBDs de subunidades adyacentes dimerizan espalda con espalda, de manera que el cierre
de la “concha” alrededor del glutamato causa la separacién de los Iébulos inferiores,

transmitiendo asi la fuerza mecanica para abrir la puerta del canal.



Dominio transmembrana (TMD): El dominio TMD se pliega en una estructura bilobulada,
en la que se diferencian tres segmentos hidrofdbicos (TM1, TM3 y TM4) y un bucle de re-
entrada (TM2) %4, que forma una constriccion en la base del poro del canal (Figura 2.1, E).
La puerta del canal, la regidon mas conservada del iGluA, estd formada por el cruce de las
cuatro hélices M3 y restringe el poro en la zona extracelular. Las hélices M3 estan
conectadas mediante linkers al dominio LBD, modulando la funcién de agonistas y las

cinéticas de desensibilizacion 1°.

Dominio carboxi-terminal (CTD): El dominio CTD varia en longitud entre subunidades y
variantes de splicing. El empalme alternativo de los dominios C-terminales determina la
union de las subunidades a proteinas especificas, ademds de la regulacion del receptor
mediante fosforilacién. Sin embargo, el desempeiio de este dominio en el trafico del
receptor no se conoce con exactitud. Las regiones extracelulares y transmembrana de las
distintas subunidades AMPAR son muy similares, pero varian en las colas intracelulares

citoplasmaticas %°.

El ensamblado final se dispone en forma de dimero de dimeros, con la regién extracelular
(ECR) abarcando la mayor parte del receptor (85% de su masa). El dominio NTD media la
formacion del dimero inicial, mientras que la tetramerizacion posterior (ensamblaje de
dimeros) ocurre mediante interacciones entre los dominios LBD y TMD 2. El ensamblaje
ocurre en el reticulo endoplasmatico (ER) y, posteriormente, ligandos y chaperonas permiten

un plegamiento eficiente y la exportacién desde el ER hasta la superficie celular.

La caracteristica estructural que distingue a los AMPAR de otros canales iénicos activados por
ligando es el desajuste de simetria entre los dominios extracelulares y el TMD: mientras que
NTD y LBD forman dimeros, el dominio TMD presenta estructura tetramérica (Figura 2.1, C, D
y E) 11, Las subunidades del AMPAR en un tetramero se designan como A, B, Cy D. Los dimeros
NTD se forman entre las subunidades A/B y C/D, mientras que los dimeros LBD se forman
entre A/D y B/C (Figura 2.1, B). En el dominio TMD, la superficie A/B es equivalente a la C/D.

De igual forma, la superficie B/C es equivalente a la A/D.



NTD ECR{

Figura 2.1. Topologia y organizacion del tetramero de AMPAR. (A) Diagrama esquematico de los
distintos dominios que conforman la cadena polipeptidica del mondémero (abajo) y su
representacion en la estructura del tetrdmero (arriba). El sitio de unién del agonista se indica con
estrellas amarillas. (B) Estructura del homotetramero de GIluA2, con cada subunidad coloreada
distintivamente. El sitio de unién del agonista se indica con una estrella amarilla, mientras que las
flechas representan la dimerizacion de las subunidades en las distintas capas de dominios: mientras
que en el NTD la dimerizacién es A/B y C/D, en el LBD es A/D y B/C. A la derecha del panel se
muestra la visién superior de la disposicién de las cadenas A, B, Cy D en los distintos dominios. (C)
Dimero del dominio NTD (UL, Iébulos superiores y LL Iébulos inferiores). (D) Dominio LBD,
indicando el sitio de unidn del agonista con una estrella. (E) Dominio transmembrana, indicando
las hélices TM1-4 de cada cadena. Figura obtenida de Greger et al (2017) %°.

En la mayoria de los estudios estructurales, los receptores maduros presentan una
organizacién de las subunidades que les otorga forma de “Y”. Sin embargo, la forma en “Y”
candnica no es la Unica configuracién (Figura 2.2). Por ejemplo, se han descrito arquitecturas
globales asimétricas y una configuracién mas compacta en forma de “O” 2%. Estos cambios se
introducen por pequefos giros de la capa NTD, respecto a la capa que conforma el LBD,
sugiriendo que el dominio NTD de los AMPAR tiene suficiente capacidad de reorganizacién

hacia conformaciones globales diferentes, modulando la apertura del canal 2.
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A Y-shape B O-shape (o] aymmetric D pseudo-symmetric
(Y-shape)

GIUA2 (3KG2) GIuA2/3 (SIDE) GUAZ/CNIH3 GIUA2ICNIH3
(BUSUBUD4) (6USS/BUDS)

Figura 2.2. Organizaciones de los tetrdmeros de AMPAR. El NTD y LBD aparecen conectados por
un linker flexible, permitiendo distintos posicionamientos de la capa NTD. (A) Organizacién
candnica en forma de “Y”. (B) Organizacidon en forma de “O”. (C) Organizacion asimétrica de la
capa NTD. (D) Organizacion pseudo-simétrica de la capa NTD. El espacio entre los dominios NTD y
LBD es mucho mayor en D que en A. Figura obtenida de Kamalova et al. (2020) %3.

Por otro lado, los diferentes estados funcionales del canal idnico se relacionan con distintos

estados conformacionales de los AMPAR?® (Figura 2.3).

Cerrado Abierto Desensibilizado

Figura 2.3. Distintos estados funcionales del canal idnico dan lugar a distintos estados
conformacionales de los GluAs. En la figura se muestra esquematicamente la estructura de dos
subunidades de GluA, con sus NTD omitidos (cada receptor contiene dos de estos dimeros). El
receptor se encuentra en estado de reposo (desactivado), con las conchas del LBD abiertas por
completo y desocupadas por el glutamato. Tras la unién del glutamato, las conchas se cierran,
transmitiendo la tensidn a los linkers LBD-TMD y permitiendo la apertura del canal idnico a un
estado abierto (activado). Rapidamente, el glutamato se disocia del LBD, de manera que el receptor
vuelve a su estado de reposo. Sin embargo, muchos receptores AMPAR transicionan a un estado
desensibilizado, en el que el glutamato permanece unido de forma prolongada. En este estado, las
interfases LBD superiores se desestabilizan, y las conchas se cierran completamente hacia abajo, de
manera que desaparece la tensidn entre los linkers LBD-TMD. Como consecuencia, el canal idnico
se cierra impidiendo la corriente de iones a través de la membrana. Figura modificada de Twomey
etal. (2017) %°.
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El dominio LBD de los AMPAR responde a la unién de su agonista, glutamato, dando lugar a
un cambio conformacional que permite la apertura de canales idnicos (activacién). Después
de la activacién, el agonista puede disociarse del LBD, de forma que el receptor vuelve al
estado de reposo (desactivado), o permanecer unido ?’. La unién prolongada del glutamato
conduce a la desestabilizacion de la interfaz de los Iébulos superiores de los LBD de
subunidades adyacentes, dando lugar al estado desensibilizado, con desacoplamiento de la
hendidura del canal idnico 2. Aunque no estd claro qué es lo que determina el nivel de
desensibilizacion en una sinapsis en particular, se valora la posible contribucién de dos
factores: la concentracion de glutamato en la hendidura sinaptica y las propiedades cinéticas

de los AMPAR 2.

2.2.2 Edicion del RNA

La estequiometria y el ensamblaje del receptor de AMPA viene controlada por eventos de
edicién de RNA en dos sitios especificos: el sitio R-G en el dominio de LBD y el sitio Q-R en el

bucle de re-entrada M2 del dominio TMD (Figura 2.1, A).

El cambio de arginina (R) por una glicina (G) en LBD altera las propiedades de ensamblaje
del receptor. La forma no editada, con arginina, presenta un plegamiento de GIuA2 y
transporte a la membrana mas eficientes. Esta modificacion se produce en las subunidades

GluA2, GIuA3 y GluA4.

El cambio de una glutamina (Q) por una arginina (R) en el TMD (posicién 586) ocurre con
una eficiencia de casi el 100% en la subunidad GIuA2 y es esencial para el desarrollo a la
edad adulta. Dado que la arginina esta cargada positivamente, este evento de edicién del
RNA altera drasticamente una caracteristica critica del receptor: las subunidades de GIuA2
con sitios Q-R sin editar son permeables a Ca?*, mientras que las subunidades de GluA2
editada son impermeables a Ca?*3°, La mayoria de los AMPAR contienen GluA2 editado,
presentando baja permeabilidad al calcio (CI-AMPAR, impermebales a CaZ*), mientras que
los que carecen de GIuA2 (CP-AMPAR, permeables a Ca?*) suponen una minoria
significativa e importante con funciones clave en la sefializacion sindptica, plasticidad y
enfermedad. Las subunidades GluA1, GluA3 y GIuA4 no estan editadas en esta posicion de
manera que todos los receptores compuestos por combinaciones de estas subunidades son

permeables a Ca?*.
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Estos sitios estan ubicados dentro de interfaces de subunidades y afectan al ensamblaje del
receptor favoreciendo la heterodimerizacion sobre la homodimerizacion, lo que explica por
qué los receptores de AMPA que contienen GluA2 son, en su mayoria, heterémeros 1. Esta
baja permeabilidad a calcio de la mayoria de los receptores de AMPA nativos se atribuye al
efecto dominante de la subunidad GIluA2. De hecho, GIuAl y GIuA3 no se asocian facilmente
en presencia de GIuA2 y compiten por la formacién de heterémeros. Sin embargo, el

ensamblaje GluA1-GluA3 puede formarse hasta cierto punto cuando GluA2 estd ausente 3%,

2.2.3  Splicing alternativo

Cada una de las cuatro subunidades del receptor de AMPA puede ser modificada post-
transcripcionalmente por splicing alternativo en la regidon extracelular, generando dos
variantes: flip y flop. El cassette flip/flop consiste en una secuencia de 115 pares de bases, de
forma que el evento de splicing resulta en una diferencia, Unicamente, de 9 a 11 aminodcidos,
es decir, del 1% del contenido aminoacidico total 32. Este cassette forma parte de la region
extracelular del dominio LBD y su C-terminal precede el segmento TM4 del dominio TMD

(Figura 2.1, A).

Dado que los AMPAR son ensamblajes heteroméricos de diferentes subunidades, los
receptores pueden contener distintas isoformas flip/flop en su composicion. El efecto
especifico de la variante en la funcion del receptor depende de la subunidad especifica y la
combinaciéon de subunidades que conforman el ensamblaje final 33. Para receptores
homoméricos, se han descrito diferencias en el trafico de los AMPAR atribuibles a la diferencia
entre isoformas. En general, laisoforma flop se desensibiliza mucho mas rapido que las formas
flip, en respuesta al glutamato. Ademas, los canales flop responden menos a la ciclotiazida,
agente bloqueante de la desensibilizacién. Estudios previos muestran que estas diferencias
entre isoformas flip/flop son suficientes para impulsar el ensamblaje preferencial de
receptores heteroméricos, favoreciendo las combinaciones flip/flop sobre receptores

homomeéricos flop 3.

El dominio CTD es otra regién susceptible a splicing alternativo. En funcidn de la longitud de
la cola C-terminal, se distinguen dos grupos de AMPAR: GIuA1, GluA4 y una variante de splicing
GluA2 (GIuA2L) presentan una cola citoplasmatica larga, mientras que GluA2, GIuA3 y una

variante de splicing de GluA4 (GluA4s) presentan una cola citoplasmética corta 2°. En general,
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las subunidades con colas largas determinan el trafico de los AMPAR cuando se ensamblan
con otras subunidades de cola corta. Los receptores con subunidades de cola corta son
movilizados de manera constitutiva desde el ER hasta la sinapsis, mientras que el trafico de

GIuA2 y GIuA3 se da en respuesta a actividad 34.

2.3 Subunidades auxiliares

En el camino de los AMPAR desde el ER hasta la zona de densidad postsinaptica de la neurona,
los receptores interaccionan temporalmente, ya sea directa o indirectamente, con varias
proteinas, como chaperonas, estabilizadores, mediadores de liberacidn vesicular y proteinas
de anclaje %. Una vez en la membrana postsinaptica, los receptores no se encuentran aislados

sino rodeados de una multitud de subunidades auxiliares.

Algunas de las principales subunidades auxiliares que interaccionan con AMPAR son las
proteinas reguladoras Transmembrane AMPAR Regulatory Proteins (TARP), cornichons
(CNIHs), CKAMPs (CKAMP44, CKAMP39, CKAMP52, CKAMP59), SynDIG1 y SynDIG43® (Figura
2.4).

TARPs GSGIL CKAMP SynDIG Figura 2.4. Arquitectura
type I (y2,3.4,8) (39,44,52) (1/4)

type If (v5,7) N

XLi tﬂfi |

N ot . - C
L RO

7
La fortaleza y estabilidad de la interaccién entre las proteinas auxiliares y los AMPAR es

de las distintas
subunidades auxiliares
de los AMPAR.

Q C TARPs, cornichonas,
v

GSG1L, cKAMP y SynDIG.

Figura  obtenida de

Pinggera et al. (2020) *.

variable 3’. Ademads, su expresion viene regulada tanto temporal, como espacialmente, lo que
conduce a diferentes combinaciones en funcidon de la edad, region cerebral, tipo neural e
incluso localizacién celular. Por ejemplo, GluA2, TARPy3 and y8, CKAMP44 y CNIH2 son mas
abundantes en hipocampo, cortex y cuerpo estriado, pero menos en el cerebelo. Sin embargo,
GluA4 y TARP y7 muestran un perfil de expresidn opuesto, con alta expresion en el cerebelo.
Otras subunidades se expresan en regiones cerebrales muy restringidas, como CKAMP39 en

las capas de células granulares del bulbo olfatorio y cerebelo. Por otro lado, las proteinas con
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influencia en el trafico del receptor, como PORCN, se localizan intracelularmente, mientras
gue las que juegan un papel en la apertura del canal idnico, como TARP, CNIHs o CKAMP44,

se expresan en los complejos AMPAR en la superficie celular 38.

2.3.1 TARP

v4 8

Los miembros de la familia TARP pertenecen a la familia
homologa a la claudina y son proteinas transmembrana
asociadas a receptores de AMPA, que se pueden clasificar
en dos grupos: TARP tipo | candnicas (y2, y3, v4, y v8), que

stg-2
a su vez se diferencian entre TARP la (y2, y3) y Ib (v4, v8),

y TARP tipo Il atipicas (y5 y y7). GSGIL
Claudinl Y6

Figura 2.5. Arbol filogenético de las subunidades auxiliares con 4 dominios transmembrana. Las
TARPs tipo Il se encuentran separadas filogenéticamente de las TARPs tipo |. Figura obtenida de
Haering et al. (2014) 34,

Las proteinas TARP presentan distribuciones superpuestas en el cerebro, de manera que un
tipo neuronal puede expresar varias isoformas de TARP. Sin embargo, no se ha descrito la
asociacién de dos isoformas diferentes de TARP al mismo complejo AMPAR-TARP 3°, Las TARP
tipo | se encuentran distribuidas por todo el cerebroy la pérdida de una TARP especifica puede
compensarse por otra TARP diferente de la misma subfamilia. Las TARP de tipo Il se localizan
principalmente en el cerebelo, aunque y5 también se expresa en algunas regiones del

hipocampo y tdlamo, y y7 en el bulbo olfatorio, neocértex, talamo e hipocampo °.

2.3.1.1 Estructura de las TARP y del complejo GIUA-TARP

Estructuralmente, la topologia de las TARP consiste en 4 hélices transmembrana (TM1-4) con
el extremo N-terminal en el citoplasma, precediendo a TM1, y 2 bucles extracelulares (Ex1y
Ex2)* (Figura 2.6). La cola C-terminal citoplasmatica se extiende desde TM4 vy, en las TARP
tipo | candnicas, termina con un motivo de unién a dominios PDZ (-TTPV) 23, que localiza a los
receptores AMPAR en las sinapsis e interacciona con PSD-95. Las TARP tipo Il, en cambio,
tienen un dominio de unién a PDZ atipico (-TSPC para y7, -SSPC para y5), que se une de forma

mas débil a PSD-9523,
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Figura 2.6. Representacion de las
TARPs tipo | y TARPs tipo Il. TARPs
tipo | presentan un dominio
extracelular EX1 mas largo y un
dominio de unién a PDZ candnico.
TARPs tipo Il, sin embargo, tienen

EX1 EX1

Extracellular

RS domain

Cytoplasmic

T-T-P-V ST-5-P-C ] )

un dominio de unién a PDZ atipico.

Type | TARP Type Il TARP Figura obtenida de Kato et al.
(2010) 4,

Las proteinas TARP se unen preferencialmente a los receptores AMPAR tetraméricos. En la
interaccion, las TARP establecen interacciones con los segmentos TM1 y TM4 de las
subunidades de GluA vecinas. Estas interacciones imponen cambios conformaciones en los
dominios de la membrana, facilitando la apertura eficiente del canal tras unién del agonista
gue, a su vez, promueve interacciones entre Exl1 y Ex2 de TARP y el LBD del AMPAR,
estabilizando el estado abierto #2. Receptores con mutaciones localizadas en las superficies

mencionadas presentan, por tanto, comportamientos de apertura del canal anormales.

Sin embargo, el nimero de moléculas de TARP que se acoplan a un canal AMPAR individual
no se conoce con exactitud. Parece que las TARP tipo Ib se asocian preferencialmente con el
AMPAR en una estequiometria de 2:1 (2 subunidades TARP por tetramero de receptor),
especialmente en el hipocampo #3, mientras que las TARP tipo la lo hacen en estequiometria
4:1. En relacién, se ha descrito que, el fendmeno que se conoce como re-sensibilizacion es
caracteristico de complejos con estequiometria 4:1 44, En la re-sensibilizacién el receptor de
AMPA alcanza un estado inducido por TARP que se caracteriza por un aumento gradual de la
corriente, después de una desensibilizacidn inicial 4°. Para los receptores AMPAR asociados a
TARP de tipo Il no se ha especificado si tiene lugar el fendmeno de re-sensibilizacion, de

manera gue no se conoce con exactitud la estequiometria del complejo.

2.3.1.2 Papel funcional de las TARP

Para que un potencial de accidn en la neurona presinaptica inicie otro potencial en la célula
postsindptica, se requiere una sinapsis excitatoria fuerte que sobrepase el potencial umbral.
En este contexto, son varios los factores que intervienen en la fortaleza de la sinapsis,
incluyendo el nimero de receptores en la membrana postsinaptica, la afinidad del receptor

por el glutamato y la localizacién en la membrana.
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A nivel celular, las TARP aumentan los niveles de receptor en membrana y la afinidad por el
glutamato, a excepcion de TARP v5, que la disminuye en AMPAR que contienen GIuA2. Por
otro lado, los miembros de la familia TARP interaccionan con quinasas de membrana
favoreciendo la distribucién de los AMPAR en agrupaciones de nanodominios “. Estos
nanodominios se alinean con la zona de liberacién de las vesiculas presindpticas, formando
nanocolumnas que aseguran la llegada de altas concentraciones de glutamato a la zona de

anclaje del AMPAR ¥/,

Por otro lado, las TARP cumplen una importante funcion de regulacion de las propiedades
electrofisiolégicas de los AMPAR. La asociacién de TARP tipo | con los receptores ralentiza el
proceso de desactivacién (Figura 2.7, A) y las cinéticas de desensiblizacion (Figura 2.7, B). Esto
prologa el intervalo de tiempo en el que el canal idnico permanece abierto, permitiendo la
entrada de una mayor corriente a través de la membrana %. Esta subfamilia de las TARP
también aumenta la afinidad del receptor por el ligando (Figura 2.7, C) y disminuye la
concentracion a la que el agonista es efectivo, aumentando asi la probabilidad de apertura del
canal #8, Asimismo, se ha descrito que, en presencia de TARP, inhibidores de AMPAR, como

CNQX, actian como agonistas parciales (Figura 2.7, D) %°.

(A) () Figura 2.7. Modulaciéon de la
Deactivation kinetics Glutamate affinity
G electrofisiologia de los AMPAR

por las TARPs. Se compara la

accion del GIuA solo (negro) con

LT

4

la modulacién del receptor en

— Glud alone
— Gluh + TARP presencia de TARP tipo | (rojo).
| Ghutamate)]
Se representan los cambios en
(B) Desensitization kinetics (D) CHNQX efficacy " o,
cinéticas de desactivacion (A),
Glu CHOX
cinéticas de desensibilizacidn
(B), afinidad por el glutamato
|
(C) y comportamiento del CNQX
, ; (D). Figura modificada de

Jackson et al. (2015) %.
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En cuantoalas TARP detipo I, de forma similar a las de tipo |, éstas aumentan la conductividad
del canal iénico de los AMPAR. Una caracteristica distintiva de la TARPY5 es su capacidad para
reducir la probabilidad de apertura del canal en receptores de AMPA permeables a Ca?*. La Y5
también produce un aumento de la conductividad del receptor, pero no se ha descrito que
ejerza ningun cambio sobre el proceso de desensibilizacidn. En cuanto a la TARPy7, esta
subunidad aumenta la conductividad de los receptores de AMPA y suprime el trafico de
receptores de AMPA impermeables a Ca?*. Ademas, se ha descrito que, CNQX, que actia como
agonista parcial de AMPAR en presencia de TARP de tipo |, se mantiene como antagonista

para aquellos receptores asociados a la subunidad y7.

2.4 Actualidad y futuras perspectivas

Tal y como se ha recopilado hasta aqui, los AMPAR constituyen un grupo heterogéneo de
receptores, con alta diversidad tanto a nivel funcional como composicional y conformacional.
Hasta la fecha, se han llevado a cabo multiples estudios acerca de la estructura de receptores
conteniendo la subunidad GIuA2 en su composicién. Sin embargo, la informacién disponible
sobre los receptores permeables a Ca?*, sigue siendo escasa. Por esta razdn, el objeto de
estudio de este Trabajo de Fin de Master fue el receptor AMPAR homotetramérico,
compuesto por subunidades de GluA4, permeable a Ca?*. Este receptor es predominante en
el cerebelo, donde puede ensamblarse en forma de homotetramero o formar un

heterotetramero con GIluAl.

En cuanto a las subunidades auxiliares, si bien las TARP de tipo | se han estudiado
ampliamente, apenas se ha prestado atencién a las TARP de tipo Il. La modulacién de los
AMPAR por parte de éstas puede ser mas modesta que la de las TARP de tipo |, pero no deben
pasarse por alto ya que tienen un impacto sustancial en la funcién del receptor. Al igual que

el receptor GluA4, las TARP de tipo Il son particularmente abundantes en el cerebelo.

Por otro lado, la disfuncién de los receptores de AMPAR se asocia a varios sindromes
neuroldgicos, incluyendo depresion, epilepsia, Alzheimer o Parkinson. Los farmacos disefiados
estan dirigidos a receptores AMPAR y son moduladores alostéricos positivos, que mejoran la
cognicién, o moduladores negativos, ensayados en tratamientos para la epilepsia *°. En
cualquier caso, estos moduladores estan dirigidos a secuencias conservadas en el receptor: el

LBD (moduladores positivos) y la regidn del canal iénico (moduladores negativos) 8. Como
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consecuencia, actlan sobre todos los AMPAR del cerebro indistintamente, dando lugar a

efectos no deseados.

Recientemente, una de las nuevas estrategias propuestas para el tratamiento de la disfuncién
de los receptores AMPAR, que permite una actuacion especifica sobre los mismos, consiste
en emplear como diana farmacoldgica las subunidades auxiliares. Para ello, es necesario tener
un conocimiento exhaustivo de la estructura del complejo formado, que permita la busqueda

y optimizacion de moduladores alostéricos especificos.
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3 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Atendiendo al estado actual del conocimiento acerca de los receptores de AMPA y sus
subunidades auxiliares, hipotetizamos que la caracterizacion de GluA4 en complejo con TARP
tipo Il permitird sentar las bases estructurales de la interaccidn y definir el papel que éstas
ejercen en la modulacién del receptor. Ademas, este conocimiento podria contribuir al futuro
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas basadas en el abordaje del complejo AMPA-

TARP.

Para constatar la hipdtesis planteada, se definié como objetivo general del trabajo: Iniciar el
estudio estructural de receptores AMPAR permeables a calcio en complejo con sus

subunidades auxiliares TARP tipo IlI.
Para lograr el objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

Clonar las TARP tipo Il en plasmidos para expresién en células de mamifero.
Evaluar la expresién de los constructos generados células de mamifero.

Optimizar la formacién y purificacion de complejo AMPAR-TARP.

> wo N

Llevar a cabo un estudio estructural preliminar mediante microscopia electrénica de

tincién negativa.
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4 MATERIALES Y METODOS:

4.1 Obtencidn de vectores para la expresion de TARP tipo |l y GluA4

4.1.1 Constructos de ADNcy clonajes

Los ADNCc originales codificantes de GluA4 flip (GRIA4), TARP5 (CACNGS5) y TARP7 (CACNG?7),
de Rattus norvegicus, estaban clonados en los plasmidos pRK5 (GluA4) y pIRES2_eGFP (TARP5
y TARP7). Ademas, se encargaron los genes sintéticos (TARP5s y TARP7s) optimizados para la
expresion en células de mamifero a la empresa Twist BioScience (secuencias incluidas en la

Tabla Suplementaria S1).

El objetivo del clonaje fue generar constructos que incluyesen detras del C-terminal de la TARP
un sitio de reconocimiento de la proteasa 3C del rinovirus humano (LEVLFQGP), un conector
GGS, la eGFP y una etiqueta de Histidinas GGSHHHHHHHH, con el fin de facilitar la
visualizacién mediante fluorescencia, purificacién por afinidad y evaluacién de la expresién
mediante Western Blot. Para el GIuA4, el plasmido pRKS5 original ya incluia una etiqueta FLAG

después del primer residuo de proteina madura, adecuada para la purificacion.

4.1.2 Estrategia de clonaje

Todos los constructos se obtuvieron mediante IVA cloning °1. Este tipo de clonaje no se basa
en un ensamblaje enzimatico, sino en el disefio de cebadores con zonas de homologia entre
si. El sistema aprovecha la via de recombinacion bacteriana in vivo para el clonaje de los
distintos elementos, con un paso de PCR <2h previo a la transformacion. La PCR se llevo a cabo
empelando la ADN polimerasa de Alta Fidelidad Phusion® (New England Biolabs), con 0.1 uM
de cebadores, 1 ng de ADN molde y el siguiente protocolo: 30 segundos a 95 °C, 18 ciclos de
10 segundos a 95 °C, 30 segundos a 60 °C, 4 minutos a 72 °C y 5 minutos a 72 °C. La PCR
permite obtener los fragmentos lineales, con las modificaciones de interés, y las regiones
homologas en los extremos de los fragmentos, gracias al disefio de los cebadores. Los
cebadores se disefiaron empleando OligoCalc®* y SnapGene® (listados en la Tabla

Suplementaria S2) y se encargaron a ThermoFisher.
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El posterior tratamiento con Dpnl, afiadido al producto de PCR, permitié eliminar el ADN
parental (37 °C durante 15 minutos). La enzima corta el ADN metilado, destruyendo

selectivamente el ADN parental, pero no las nuevas secuencias sintetizadas.

TARP sintética

—
1. =
-

Figura 4.1. Representacidon esquematica de un clonaje mediante IVA cloning. Para clonar un gen
de un vector (1) a otro (2) se agregan secuencias homdlogas a los pares de cebadores (regién azul
y naranja), de forma que una vez transformados en bacterias, se recombinan in vivo, generando el
constructo de interés (3).

4.1.3 Transformacion

Los fragmentos lineales se transformaron en bacterias Escherichia coli XL10-Gold. Para ello se
mezclaron 75 pl de células con 1 ng de ADNc. A continuacién, se mantuvo la mezcla en hielo
5 minutos, se expuso a choque térmico (42 °C) durante 30 segundos y se volvid a conservar en
hielo durante 2 minutos. Se anadieron 500 pl de medio SOB vy, tras cultivo a 37 °C durante 1

hora, se plaqued en LB-AGAR, afiadiendo ampicilina (100 ug/ml).
4.1.4 Secuenciaciéon

Para comprobar la eficiencia de los clonajes, los constructos GluA4_FLAG-pRK5, TARP5 _eGFP-
pRK5, TARP5s_eGFP-pRK5, TARP7_eGFP-pRK5 y TARP7s_eGFP-pRK5 se enviaron para

secuenciar a la empresa MacroGen, empleando cebadores universales para SP6 y SV40.

22



4.1.5 Extraccién de ADN plasmidico

Para la obtencion de los plasmidos TARP-eGFP_pRK5 y GluA4-FLAG_pRK5 se llevaron a cabo
tanto MiniPrep y MaxiPrep, en funcion de la cantidad final de ADN deseada: hasta 20 pg o 850

ug, respectivamente.

Para la MiniPrep se seleccionaron las colonias de interés, previamente transformadas, y se
cultivaron en LB-24 con ampicilina (100 ug/ml) en agitacién a 37 °C durante 16 horas. El dia
de la extraccion, el cultivo bacteriano se centrifugd a >8.000 rpm durante 3 min a temperatura
ambiente (15-25 °C). El pellet bacteriano se resuspendié en 250 pl de tampdn P1 (50 mM Tris-
HCl pH 8, 10 mM EDTA, 100 pug/ml RNasaA) y se transfirié a un tubo de microcentrifuga, al que
se le afiadieron 250 pl de tampdn P2 (200 mM NaOH, 1% SDS), mezclando por inversion del
eppendorf 4-6 veces. A continuacidn, se anadieron 350 pul de tampdn N3 (4,2 M Glu-HCl, 0,9
M acetato de potasio pH 4,8) y se mezclé invirtiendo el tubo de microcentrifuga. La mezcla se
centrifugé durante 10 minutos a 13.000 rpm vy se transfirieron 800 ul del sobrenadante a una
columna de centrifugacién EconoSpin™. La columna se centrifugd 60 segundos a 13.000 rpm
y se descartd el liquido que atravesd la columna. Para lavar la columna, se aifadieron 750 pl
de tampdn PE (100 mM Tris-HCI pH 7,5, 80% etanol) y se centrifugd durante 60 segundos a
13.000 rpm, eliminando el medio de lavado residual. Para eluir el ADN, se colocé la columna
en un eppendorf limpio y se afiadieron 50 pl de tampdn EB (10 mM Tris HCI pH 8), dejando
reposar durante 1 minuto. Por ultimo, se centrifugd durante 1 min a 13.000 rpm y se
conservaron las muestras a 4 °C. Para cuantificar y evaluar la pureza del ADN obtenido, se
empledé NanoDrop, midiendo un volumen de muestra de 2 pl y tomando como referencia de

blanco el tampon EB.

La MaxiPrep se realizd utilizando el Kit comercial PureLink™ (Invitrogen™), siguiendo las
indicaciones del mismo. Para cuantificar y evaluar la pureza del ADN obtenido, se empled
NanoDrop, midiendo un volumen de muestra de 2 ul y tomando como referencia de blanco el

tampédn EB.
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4.2 Optimizacién de la produccién de TARP tipo Il y complejos AMPAR-TARP en
células de mamifero

4.2.1 Lineas celulares

Se utilizaron HEK293T™ (Thermo Fisher Scientific) en cultivo adherente, para preparar placas

de 6 pocillos y realizar pruebas preliminares de expresion.

Se emplearon HEK-Expi293F™ (Thermo Fisher Scientific) en suspensién para realizar ensayos
de purificacién a media y gran escala, ensayos en placa de 6 pocillos y la producciéon de lineas

estables.

4.2.2 Cultivo

Las células HEK293T, mantenidas en DMEM (Pan Biotech) suplementado con 10% FBS y 1%
de penicilina y estreptomicina, se dividieron cada 3-4 dias, con pases 1:5 o 1:7. En cada pase,
se lavaba con PBS 1x (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na;HPO4, 2 mM KH;PQ4), se les
realizaba un tratamiento con tripsina (0,05% EDTA, 0,02% PBS, Pan Biotech) y se resuspendian

en el volumen de DMEM adecuado en funcion de la dilucion deseada.

Las células HEK-Expi293F™ se dividieron cada 2 dias, tomando el volumen de cultivo y
afiadiendo la cantidad de medio Free-Style F17™ (Gibco) suplementado con 2% de Glutamax
(Gibco) para alcanzar una densidad final de 10°® células/ml. Las células se mantuvieron en

agitaciéon a 130 rpm, 37 °Cy 8 % de CO..
4.2.3 Ensayos de expresion en placa de 6 pocillos

Para evaluar la expresidon de TARP a partir los constructos preparados, asi como optimizar las
condiciones de transfeccion (PElI o PEl-max y la densidad de células éptima para la
transfeccion), y estudiar la produccién de complejo, comparando dos lineas celulares
(HEK293T™ frente a las lineas estables), se realizaron ensayos de expresion en placas de 6

pocillos.

4.2.3.1 Preparacion placa de 6 pocillos

El dia previo a la transfeccidn, a cada pocillo se le afiadié 1ml de poli-L-lisina y se retiré tras 5
minutos. A continuacidn, se realizd 1 lavado de los pocillos con PBS 1x y se anadieron 2,7 ml

de DMEM completo a 37 °C. A cada pocillo, se le anadié el volumen de células adecuado para
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que el dia de la transfeccién se encontrasen a un 70-80% de confluencia (alrededor de 400.000

células para HEK-Expi293F™, y 250 ul de cultivo de HEK293T divididas 1/10 ese mismo dia).

4.2.3.2 Transfeccidn en placa de 6 pocillos

Las células se transfectaron empleando PEI o PEI-max (1pug/ul) en un ratio 1:1.5 (ADN:PEI).
Para la exploracién de las subunidades auxiliares se emplearon 3ug de ADN, pero para el

estudio del complejo AMPAR-TARP se ensayaron distintos ratios AMPAR:TARP.

Una vez preparada la mezcla ADN-PEI en 300 pl de medio DMEM sin FBS, se dejo reposar
durante 15 minutos. La placa de 6 pocillos preparada el dia anterior se puso a punto,
sustituyendo el medio por DMEM fresco con 5% FBS a 37 °C y sobre éste se afiadieron 300 pl

de la mezcla PEI-ADN preparada previamente.

4.2.3.3 Recuperacion de las células y lisis celular

Las células se recogieron a 24 o 48 horas post-transfeccién. Para ello, se eliminé el medio de
la placa de 6 pocillos y se lavé con 1 ml de PBS 1x. A continuacion, se afiadieron 1 ml de PBS y
10 ul de inhibidores de proteasas (100x) y se rascé el fondo de los pocillos con una espatula
para recuperar todas las células. El medio celular se recogio y se centrifugaron las muestras a
13,000 rpm durante 10 minutos. Cada pellet se resuspendié en 250 ul de tampdn de lisis (50
mM Tris-HCl pH 8, 150 mM Nacl, inhibidores de proteasas 1x, 0,5% DDM) y se incubd durante

1 hora en rotacién a 4 °C.

4.2.3.4 Electroforesis poliacrilamida SDS-PAGE y Western Blot

Las muestras lisadas se mezclaron con tampdn de carga de electroforesis desnaturalizante y
se cargaron en un gel de Tris-Glicina con un 12 % de poliacrilamida. La electroforesis se llevd
a cabo durante 1,5 horas a voltaje constante de 150 V. Dado que el plasmido TARP-eGFP-_RK5
contiene eGFP, se visualizd la fluorescencia de los geles mediante Alexa488 utilizando el

sistema de imagen ChemiDoc™ MP (BioRad).

La transferencia se llevd a cabo utilizando el sistema Trans-Blot Turbo™ (BioRad), programa
BioRad Turbo 2 mini geles, durante 7 minutos, en solucidn de transferencia, con composicién
(v/v): 20% de tampdn de transferencia (BioRad), 20% de etanol puro y 60% de agua MiliQ. La
membrana se bloqueé con solucién de bloqueo (BioRad, Every Blot Blocking Buffer 12010020)

durante 5 minutos y se incubd con anticuerpo primario Anti-His Probe H3 HRP (Santacruz
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Biotechnology) o Anti-eGFP de ratdén diluido 1:1000 en solucién de bloqueo (Roche
11814460001) y Anti-GluA4 de conejo diluido 1:2000 en solucién de bloqueo (EMD Milipore
AB1508) durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, se realizaron 3 lavados de
la membrana con PBS-Tween 20 al 0,1% y se incubd con anticuerpos secundarios Anti-cadena
ligera de ratdn diluido 1:5000 (EMD Milipore AP200AP) y Anti-cadena ligera de conejo diluido
1:10000 (EMD Milipore MAB201P), conjugados con la peroxidasa de rabano (HRP) durante 40
minutos. Por ultimo, se realizaron 3 lavados adicionales de la membrana y se empled un
sustrato quimioluminiscente para detectar la peroxidasa de rabano (HRP) (Clarity™ Western
ECL, BioRad). Tras 5 minutos, las muestras se revelaron mediante quimioluminiscencia

utilizando el sistema de imagen ChemiDoc™ MP.

4.2.4 Produccion de lineas estables

Se prepard una placa de 6 pocillos con células HEK-Expi293FTM, tal y como se ha detallado en
el apartado 4.2.3.1 y se co-transfectaron 3 pg de los plasmidos de TARP y 0,5 pg del plasmido
pPCDNA3, que aporta resistencia a neomicina. Al dia siguiente, se reemplazé el medio con
medio nuevo conteniendo g418 a 0,4 mg/ml con el fin de seleccionar las células que hubiesen
incorporado la resistencia a neomicina. Se realizaron cambios de medio hasta la muerte de las
células y la apariciéon de colonias (2 semanas). Las colonias se picaron y se llevaron, primero a
placas de 12 pocillos, posteriormente a placas de 6 pocillos, hasta llegar a Flasks de 25 cm2.
Una vez obtenidas las lineas estables, se congelaron varias alicuotas en un 80% de FBS, 10%

de DMSO (Sigma) y 10% de DMEM.

4.2.5 Microscopia de fluorescencia

El microscopio Leica DMI600 se empled para comprobar la expresidn de la TARP mediante
fluorescencia, tanto en las lineas estables producidas como en las placas de 6 pocillos

transfectadas.

4.3 Purificacidon con resina TALON

Para (1) evaluar la expresién entre los genes procedentes de R. norvegicus y los sintéticos
(TARP5y TARP7 frente a TARP5sy TARP7s) y (2) comparar la extraccion de complejo utilizando
dos detergentes distintos (DDM y GDN), se llevaron a cabo distintos ensayos de purificacion

de complejo utilizando resina de afinidad de metales TALON (Cytiva), que se une a proteinas
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gue contienen etiquetas de poli-histidinas. Para ambos experimentos, se prepard una placa
de 6 pocillos de forma equivalente a como se describe en el apartado 4.2.3.1. La transfeccién
de células HEK293T se llevd a cabo tal y como se detalla en el apartado 4.2.3.2, empleando

PEl-max y un ratio de AMPAR:TARP 1:1.

En ambos ensayos, las células se recogieron 48 horas post-transfeccion (3.2.3.3 Recuperacion
de células y lisis celular). El pellet se resuspendié en 250 ul de tampdn de lisis con 0,5% DDM
(50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NacCl, inhibidores de proteasas 1x, 0,5% DDM) para el ensayo
(1) y con 1% de DDM o GDN para el ensayo (2). En ambos casos, se incubd durante 45 min en
rotacién a 4 °C. A continuacion, las células se centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 minutos
a 4 °C. Para la purificacién se emplearon 30 ul de resina TALON, previamente equilibrada
mediante 3 lavados de 3 volumenes de tampdn de lavado (50 mM, Tris-HCIl pH 8, 150 mM
NaCl, 0,01% DDM/GDN). Sobre la resina se afnadieron 200 pl del sobrenadante del lisado,
recogiendo previamente una alicuota de 20 pl (Lisado), y se incubd en rotacién durante 30
minutos a 4 °C. Seguidamente, se centrifugd a 4.000 rpm durante 5 minutos vy, tras recoger 20
ul (Fraccidn no unida), se descarto el resto del sobrenadante para eliminar las proteinas que
no se unieron a la resina. Se realizaron 3 lavados con 20 volimenes de tampdn de lavado,
centrifugando a 1000 g durante 2 minutos en cada labado y, tras recoger una alicuota de cada
lavado (Lavados 1-3), se descartd el resto del sobrenadante. Para obtener la proteina, se llevé
a cabo una elucién con imidazol (50 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 250 mM Imidazol, 0.01%

DDM), centrifugando 1 minuto a 6000 g a 4 °C y recogiendo una alicuota de 20 pl (Elucién).

Las alicuotas de Lisado, Fraccion no unida, Lavados y Elucién se evaluaron mediante
electroforesis poliacrilamida SDS-PAGE y Western-Blot, tal y como se ha descrito en el

apartado 4.2.3.4.

4.4 Produccidn y purificacion de complejo AMPAR-TARP a media y gran escala
4.4.1 Co-transfeccion a media y gran escala

Para la produccion de complejo AMPAR-TARP a media y gran escala, se co-transfectaron los
plasmidos GluA4-FLAG_pRK5 y TARP-Egfp_pRK5 en células HEK-Expi293F™ en suspensidn, a

una densidad de 2.5 10° células/ml.

Para la co-transfeccion, se emplearon 1,1 mg de ADN totales total por litro de medioy 3 mg

de PEI-max por litro de medio. La mezcla ADN-PEI-max se incubd 15 minutos a temperatura
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ambiente en un volumen de medio FreeStyle F17, igual a 1/15 del volumen total del cultivo y
posteriormente se anadid sobre el cultivo celular. Para las pruebas de produccién a media
escala, se emplearon voliumenes de cultivo transfectado de 8 ml con y un ratio de ADN
AMPAR:TARP de 1:1. Para la produccion a gran escala, el volumen de cultivo transfectado fue

de 1L, con unratio 2:1.

4.4.2 Purificacion a media escala mediante resinas anti-eGFP

El protocolo de purificacion es similar al realizado con la resina TALON. En este caso, el tampdn
de lisis se prepard con GDN, detergente mas suave que mantiene la estabilidad del complejo
AMPAR-TARP, con composiciéon 50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NacCl, inhibidores de proteasas
1x y 0,5% GDN, y se incubd durante 1 hora en rotacién a 4 °C. Para la purificacion a media
escala se emplearon 25 pl de resina de nanobody anti-eGFP (producida en el laboratorio),
equilibrada en tampdn de lavado conteniendo 0,015% de GDN. En este caso, la incubacion de
la resina con la muestra se mantuvo 1 hora en rotacion a 4 °C y se realizaron los lavados
pertinentes. Para obtener la proteina, se llevd a cabo una elucién acida, afiadiendo 3
volumenes de glicina pH 3.5 sobre la resina con la proteina unida. Se centrifugd 1 minuto a
13.000 rpm a 4 °C y el sobrenadante se transfirié a un tubo de microcentrifuga conteniendo
1/10 volumenes de Tris 1M pH 8, del que se recogid una alicuota de 20 pl (Elucién). Al pellet

de resina se le afiadieron 1/10 volumenes de Tris 1M pH 8.

Las alicuotas de Lisado, Fraccion no unida, Lavados y Elucién se evaluaron mediante
electroforesis poliacrilamida SDS-PAGE y Western-Blot, tal y como se ha descrito en el

apartado 4.2.3.4, para comprobar la eficiencia en la purificacidon del complejo GIuA4_TARP.

Debido a la elucién acida esta estrategia de purificacion conduce a la desnaturalizacién del
complejo AMPAR-TARP, pero permite evaluar la formacidn del mismo. Para la purificacién del
complejo en estado nativo mediante esta cromatografia de afinidad seria indispensable eluir
la proteina mediante un tratamiento con la proteasa 3C, que llevaria a cabo la protedlisis en
la proteina de fusién TARP-eGFP, dejando unida a la resina la eGFP y permitiendo asi la elucion

del complejo AMPAR-TARP sin eGFP.
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4.4.3 Purificacion a gran escala

4.4.3.1 Purificacion de afinidad mediante resina anti-FLAG

Una vez confirmada la formacidn del complejo mediante la purificacidon con la resina anti-
eGFP se optd por purificar el complejo utilizando la resina anti-Flag (anti-DYKDDDDK G1,
L00432, Genscript), que interacciona especificamente con la etiqueta Flag localizada en el N-

terminal de la |a subunidad GluA4.

Las células se recogieron 48 horas post-transfeccién y se lisaron en frio, empleando un
homogeneizador de tejido tipo “Dounce” y manteniéndose después en agitacion durante 1,5
horas a 4°C. La lisis se realizd en 25 ml de tampdn de lisis que contenia 0,5% de DDM (25 mM
Tris pH 8, 150 mM NaCl, inhibidores de proteasas 1x y 0,5% DDM). El material insoluble se
eliminé mediante centrifugacién (18.000 rpm, 30 min, rotor JA20) y el lisado se incubd con
250 pl de resina de afinidad anti-FLAG durante 1 hora. La resina fue previamente equilibrada
realizando 3 lavados de 3 volimenes con tampdn de lavado conteniendo 0,015% GDN. La

resina se lavd 4 veces, empleando en cada lavado los tampones de siguiente composicién:

Lavado 1: 25 mM Tris pH 8, 150 mM Nacl, 0,1% DDM.

Lavado 2: 25 mM Tris pH 8, 150 mM NacCl, 0,05% GDN y 0,05% DDM.
Lavado 3: 25 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl y 0,1% GDN.

Lavado 4: 25 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl y 0,015% GDN.

De este modo se sustituyé el detergente utilizado en la lisis (DDM) por GDN, que mejora la

estabilidad del complejo AMPAR-TARP.

La proteina se eluyé con 0.35 mg/ml de péptido 3xFLAG, recogiendo las eluciones (E1, E2, E3,
E4, E5). Las alicuotas de Lisado, Fraccién no unida, Lavados y Eluciones se evaluaron mediante
Western-Blot, con las condiciones del apartado 4.2.3.4 para comprobar la eficiencia en la
purificacién del complejo GIuA4_TARP. Las fracciones que contenian el complejo se
concentraron en un centricon (CORNING®) con tamafio de poro de 100kDa mediante
centrifugacién a 13.000 rpm a 4°C. El centricdn fue previamente equilibrado con tampdn de

lavado a 4°C de composicidon 25 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl y 0,015% GDN.
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4.4.3.2 Cromatografia de Exclusion Molecular

Tras la etapa de cromatografia de afinidad mediante la resina anti-FLAG, se llevd a cabo una
etapa de cromatografia de exclusién molecular utilizando un FPLC AKTA Purifier equipado con
una columna Superdex 200 10/300 Increase, que permite separar proteinas y complejos en
funcion de su volumen hidrodindmico. Se inyectaron 250 ul de muestra vy el flujo utilizado fue
de 0,75 ml/min. La columna se equilibré en tampdn de lavado (25 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl
y 0,015% GDN) y se recogieron fracciones de 1 ml.

Las fracciones que contenian proteina se concentraron mediante un centricon, tal y como se

ha descrito en el apartado 4.4.3.1.

4.5 Tincidn negativa y recogida de datos en microscopio electrdnico

Las distintas fracciones concentradas de la filtracion en gel se incubaron con 30 uM NBQX,
agonista de receptores de AMPA que atrapa el receptor en un estado cerrado. Para la
preparacion de rejillas de tincidon negativa se emplearon rejillas de cobre recubiertas de una
capa fina de carbono amorfo de 5-6nm (TEM-CF400CU50, Sigma). Antes de depositar la
muestra sobre las rejillas, se llevé a cabo una descarga luminiscente de 60 segundos a 15 mA

(Leica EM ACE200), que permite reducir la hidrofobicidad de la capa de carbono.

Se evaluaron dos soluciones de tincién negativa, NanoVan® y NanoW®, dado que previamente
no se habian utilizado en el equipo de investigacidn, y se llevé a cabo la optimizaciéon de la
preparacion de las rejillas. En el protocolo final, se aplicaron 3 ul de proteina sobre la rejilla
trataday, tras 50 segundos de incubacién, se elimind el exceso de liquido secando la gota con
papel de filtro. Se realizaron 2 lavados de la rejilla con dos gotas de agua de 20 ul y se secaron
con papel de filtro. Posteriormente, se colocd la rejilla invertida sobre una gota de 5 ul de
NanoW® momentdneamente y se secé con papel de filtro. A continuacion, la rejilla se volvio
a colocar sobre una gota de 7 ul de NanoW®, manteniéndolo durante 30 segundos. Por ultimo,

se seco la rejilla con papel de filtro.

Las rejillas se evaluaron mediante microscopia electrdnica a temperatura ambiente, utilizando
un microscopio T20 con un detector tipo CCD a una magnificacién de 125,000x que resulté en
un tamafio de pixel de 3,84 A/px. Se recogieron 80 imagenes con un defoco de alrededor de

1 um, una exposicion total de 1 s y una dosis aproximada de 20 e’/A2.
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4.6 Procesamiento de los datos

Las micrografias obtenidas con el microscopio electrénico se procesaron empleando Relion
3.1.°2, Tras importar las imagenes en formato .tiff, se procedio a la seleccidn de las particulas.
Para ello se empled la funcién “Autopick” que permite al programa seleccionar
automaticamente todas las particulas de las micrografias en funcién del didametro aproximado
de las mismas. Posteriormente, se evaluaron de forma individual las particulas de cada
micrografia, limpiando la seleccion de “Autopick” y eliminando algunos artefactos que el
programa habia identificado como particulas. A continuacion, se realizd una “extraccién de las
particulas” en una caja de 80 pixels (equivalente a 307 A) mediante la funcién “Extract” y se
iniciaron los pasos de promediado 2Ds, en los cuales se lleva a cabo una traslacién, rotacion y
clasificacién de las particulas que permite la evaluacion preliminar del set de datos. Dado que
no se observaron promediados 2Ds con caracteristicas claras de AMPAR, no fue posible

proceder a la etapa 3D para la construccién de un modelo tridimensional.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Clonaje de TARP Il en plasmidos de expresion de células de mamifero

La secuenciacion de los constructos preparados demostré que los clonajes realizados fueron
satisfactorios. De esta forma, se logré clonar CACNG5 (TARP5) y CACNG7 (TARP7), desde
pIRES2_eGFP, e insertar los genes sintéticos (TARP5s y TARP7s), en pRK5 (resistencia a
ampicilina), adecuado para la expresion en células de mamifero. Los constructos finales
contenian un sitio 3C para proteasas, eGFP y una etiqueta de Histidinas, en el C-terminal de la

TARP (Figura 5.1).

Los constructos obtenidos se nombraron como TARP5_eGFP_pRK5, TARP5s_eGFP_pRKS5,
TARP7_eGFP_pRK5, TARP7s_eGFP_pRKS5.

_ Figura 5.1.
\ TARP5-eGFP_pRKS5.

_cmvenhancer: El cOnstructo final contiene
\ un sitio de corte para
proteasas 3C, eGFP (verde) y
una cola de histidinas detrds
de la TARP (rojo). Los
constructos finales para
TARP7, TARP7s y TARP5s son
idénticos a este, pero con el

TARP5-eGFP-prka
6599 bp

- gen en respectivo.
SV40 promoter

Plasmido visualizado con
SnapViewer.

5.2 Evaluacion de la expresidn de las subunidades auxiliares en células de mamifero

5.2.1 Optimizacién del agente de transfeccion y del tiempo de expresion en células de
mamifero

Para determinar las condiciones éptimas de transfeccidon en estudios preliminares y poder
posteriormente implantarlas para la produccidon de proteina a gran escala, se optimizd el

proceso de transfeccién, evaluando el efecto entre el PEl y el PEImax sobre la transfeccidn de
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HEK293T 24 horas tras la preparacion de la placa de 6 pocillos. Uno de los pocillos, sin
embargo, presentd menor densidad celular (<70%) y aspecto poco confluente pasadas las 24
horas, de manera que circunstancialmente se esperd otras 24 horas para realizar la
transfeccion. Aunque esto no es lo mas frecuente, se decidié evaluar este factor, comparando
también la expresion de proteina entre la transfeccion 24h post preparacion de la placay 48h

post preparacion.

Se comprobé que todos los pocillos transfectados 24 horas post-preparacion de la placa
presentaran una confluencia, de forma aproximada, equivalente, mediante microscopia
Optica. En este caso, dado que no se buscaba un control exhaustivo del nimero exacto de
células transfectadas, no fue necesario utilizar un control de actina. Es importante recalcar
gue el objetivo del experimento consistio en buscar diferencias significativas de varios 6rdenes
de magnitud en la expresién de proteina, estableciendo asi un compromiso entre lo que
cuesta obtener la proteina de interés y la cantidad obtenida, independientemente de que

exista cierta variabilidad.

Se conoce que los medios de cultivo pueden impactar significativamente en la eficiencia de la
transfeccion, debido a la presencia de algunos componentes como polimeros anti-agregacion
y agentes quelantes. Para evitar discrepancias entre los resultados, todos los pocillos de

células HEK293T se mantuvieron en medio DMEM.

Mediante microscopia de fluorescencia se comprobd que las células habian incorporado el
pldsmido de interés. Todos los pocillos presentaban fluorescencia, indicativo de que las células
expresaban eGFP, codificada en los pldsmidos TARP-eGFP_pRK5, y que, por tanto, la

transfeccion habia tenido lugar.

A continuacion, se evalud la expresion de proteina de interés, TARP tipo I, bajo las distintas
condiciones mencionadas, mediante Western Blot empelando anticuerpo primario anti-GluA4

y anti-His. (Figura 5.2).

TARPS TARP8 TARPS TARPS TARP5s TARP7 TARP7s Control
PM " pEi,24h  PEImax,24h PEI,48h  PEI,24h  PEI,24h  PEI,24h  PEl,24h  negativo

- -
- ww S
75400 | -
60 kDa
T -— - S ——
- - - —— - — - - e

Figura 5.2. Expresion de TARP8, TARP5, TARP5s, TARP7 y TARP7s en células HEK293T.
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Por trabajos previos en el laboratorio, se conocia que la expresiéon de TARP8, preparando la
placa de 6 pocillos el dia previo a la transfeccién y transfectando con PEl, era adecuada, de
manera que se empled como control positivo. Los resultados de Western Blot indicaron que
la transfeccion un dia después tras la preparacion de la placa de 6 pocillos (TARP8 24h, Figura
5.2 A) da lugar a una mayor expresion de TARPS8, obteniéndose bandas mas intensas a 72 kDa
gue para la muestra transfectada dos dias después de la preparacién de la placa de 6 pocillos
(TARP8 48h, Figura 5.2 A), indicativo de que la densidad celular constituye un parametro

critico en la eficiencia de la transfeccidn.

Figura 5.2 A. Comparacion de diferentes tiempos

TARP8 TARP8 entre preparacion de la placa y transfecciéon de
PEI, 24h  PEI, 48h TARP8_eGFP_pRK5 en células HEK293T. La
| —— transfeccion 24 horas tras la preparacion de la
- v .- placa, en lugar de 48h, da lugar a una mayor

75kDa —| eficiencia en la transfeccidn, como consecuencia

-~ de una confluencia celular mas laxa.

Las placas transfectadas el dia de después de su preparacion se encontraban a una confluencia
del 70-80%, mientras que las transfectadas dos dias después se encontraban cercanas a un
100% de confluencia. Para lograr una transfeccién adecuada, es necesario que el complejo
ADN:PEI sea capaz de atravesar facilmente la bicapa lipidica mediante endocitosis y liberarse
del endosoma, quedando libre en el citosol para poder acceder al nucleo. Ello depende, en
gran medida, de la composicién de la membrana y de su reformacion durante la mitosis, lo
gue significa que las células deben dividirse activamente. Las células de los pocillos
transfectados dos dias después de la preparacién de la placa se encontraban en senescencia,
fase asociada a la situacion prolongada de alta densidad celular, sin dividirse activamente. A
la par, la alta densidad celular probablemente causé la inhibicién por contacto, resultando en
una peor captacion de los acidos nucleicos y disminucién de la expresion del ADN

transfectado.

La comparacion relativa entre los dos agentes de transfecciéon ensayados demostré que la
expresion de TARP8 fue mayor con PEI-max, frente a PEI (Figura 5.2 B). Ambos agentes son
polimeros catidnicos de polietilenimina, sin embargo, el PEIl contiene grupos N-acilo, mientras
que el PEI-max esta deacilado. La deacilacién del compuesto se traduce en un mayor nimero

de nitrégenos accesibles a la protonacién, otorgando una alta capacidad tamponadora a un
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amplio rango de pH. Unavez el complejo ADN:PEI/PEImax se encuentra dentro del endosoma,
el PEI-max probablemente rompe la vacuola mas facilmente que el PEI, liberando el material
genético en el citoplasma. La cantidad de ADN en el citosol y disponible para entrar en el
nucleo es presumiblemente mayor

TARP8 TARP8
empleando PEI-max, frente a PEl, lo que se PM PEl, 24h PEImax, 24h

traduce en una mayor eficiencia en la - —

transfeccion. En concordancia con esto, 75 kDa — -

nuestros resultados del Western Blot

demuestran que la expresion de TARP8, Figura 5.2 B. Comparacion entre PEl y PEImax para
la transfeccion de TARP8_eGFP_pRK5 en células
HEK293T. La transfeccién con PElmax da
considerablemente mayor Qu€  rendimientos de expresién superiores, frente a la

empleando PEI, obteniéndose bandas mas  transfeccion con PEI.

empleando PEImax en la transfeccion, es

intensas y oscuras (Figura 5.2 B).

Por otro lado, también se compard la expresion entre los genes CACNG5 (TARP5) y CACNG7
(TARP7) de R. norvegicus y los genes sintéticos (TARP5s y TARP7s). La transfeccién de los
cuatro genes se llevo a cabo de forma equivalente (24 horas tras la preparacion de la placa,
con PEl) para evitar discrepancias entre los resultados atribuibles al protocolo de transfeccion.
Los resultados del Western Blot, sin embargo, no pusieron de manifiesto ninguna diferencia
clara entre los genes de R. norvegicus y los genes sintéticos, con una expresién similar entre
TARP5 y TARP5s (Figura 5.2 C). Los constructos TARP5-eGFP-8xHis y TARP7-eGFP-8xHis tienen
un tamano de 62 kDa, de manera que la banda correspondiente esperable se deberia
encontrar a la altura de la banda a 60 kDa del marcador de pesos. Sin embargo, el control
negativo puso de manifiesto la presencia de una impureza, de peso molecular similar al de las
TARP, que el anticuerpo primario anti-His estaba detectando. Esta doble banda también se
observd en los carriles correspondientes a la transfeccion con TARP8 (Figura 5.2), confirmando
gue se trataba de una impureza inespecifica reconocida por el anticuerpo primario empleado.
La impureza mencionada aparecié en forma de doble banda, a un peso de 60 kDa, ocultando

la deteccion de las TARP de interés.

Los carriles correspondientes a TARP5, TARP7 y TARP7s, sin embargo, mostraron mas
intensidad que el control negativo, indicativo de la presencia de subunidad auxiliar. La

intensidad de las bandas mencionadas puso de manifiesto el acoplamiento de ambas sefiales,
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la especifica de la TARP identificada por anti-His y la de la impureza, también identificada por
anti-His. Este experimento en concreto mostro que la expresién con TARP7s era equivalente
al control negativo, probablemente debido a un error en el proceso de transfeccion. Las
bandas observadas para el carril de TARP7s corresponderian a la impureza, con ausencia de

expresion de la subunidad aukxiliar.

TARPS  TARP5s  TARP7 TARP7S  cControl
PM PEl, 24h PEl, 24h  PEl, 24h PEl, 24h negativo

60kDa | W R R -

- . -

Figura 5.2 C. Comparacion de la expresion entre los genes Cacng5 (TARP5) y Cacng7 (TARP7) de
R. norvegicus y los genes sintéticos (TARP5s y TARP7s). En el caso de la isoforma y5 apenas se
observan diferencias entre el gen procedente de rata (carril 2) y el sintético (carril 3). Para la
isoforma y7, la expresién del gen de rata (carril 4) es mayor que para el gen sintético (carril 5),
probablemente por un error en la transfeccion de TARP7s (dado que su sefial es equivalente a la
del control negativo). Ademas, se identifica una impureza a 60 kDa, detectada con el anticuerpo
primario anti-His, que oculta la sefial especifica de las TARP. El aumento de intensidad de la sefial
delos carriles 1, 2y 3 frente al control negativo indican la presencia de TARP, combindndose ambas
sefiales (TARP + impureza).

Atendiendo a los resultados anteriores, se concluyd que las transfecciones empleando PEI-
max sobre una densidad celular (HEK293T) equivalente a un 70% de confluencia en placas de
6 pocillos otorgaba los rendimientos de transfeccion mas eficientes. De aqui en adelante, las
transfecciones se llevaron a cabo bajo las condiciones puntualizadas previamente: 24 horas
post preparacion de la placa y empleando como agente de transfeccion PEI-max. Ademas,
para evitar la deteccion de la impureza mencionada, se considerdé el uso de anticuerpo
primario anti-eGFP, en lugar de anti-His.
5.2.2 Purificacién de subunidades auxiliares y evaluacion de la expresion entre genes
procedentes de Rattus norvegicus y genes sintéticos

Los resultados obtenidos verificaron la purificacién de las TARP empleando resina TALON de
afinidad por metales. La TARP8, previamente estudiada en el laboratorio, se empled como
control positivo, por conocerse su adecuada extraccién y purificacién con el protocolo
empleado. Las TARP5, 5s, 7 y 7s también se extrajeron y purificaron adecuadamente,
obteniéndose bandas intensas y oscuras en torno a 62kDa en las eluciones (Figura 5.3 A-B,

Eluciones). Ademads, no se perdid proteina de interés en la Fraccidon no unida (ausencia de
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sefial en el Western Blot), indicativo de que la resina era lo suficientemente especifica (Figura

5.3 A-C, Fraccion no unida).

Comparando la purificacién de la proteina codificada por el gen de R. norvegicus frente al
sintético, esto es, TARPS frente a TARP5s y TARP7 frente a TARP7s, se observd que el gen
sintético parecia expresar mejor. La diferencia fue mas notable en el caso de la isoforma y5,
donde la banda a 62 kDa ofrecié mas seiial en la elucidn correspondiente al gen sintético que
la del carril correspondiente al gen procedente de R. norvegicus (Figura 5.3 A). La diferencia,
sin embargo, no es tan evidente en el caso de la isoforma y7, donde las bandas observables

en las eluciones son casi idénticas (Figura 5.3 B).

_ TARP5
TARPSs

| TARF7

mknaF — . - . TARPTs

Figura 5.3. (A) Purificacion de TARP8, control positivo, TARP5 y TARP5s con resina TALON. La
banda a 62 kDa de las eluciones confirma la purificacion de la subunidad auxiliar. La expresion del

gen sintético confiere mas sefial, banda mdas oscura e intensa, indicativo de una mayor expresion.
(B) Purificacion de TARP7 y TARP7s con resina TALON. La banda a 62 kDa de las eluciones confirma
la purificacion de la subunidad auxiliar. No se observan diferencias en cuanto a la expresion del
gen sintético frente al gen de rata.

En cualquier caso, atendiendo a que apenas se observaron diferencias entre el gen sintéticoy

el gen de rata para la isoforma y7, y que las diferencias en la isoforma y5 indicaron una mayor
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expresion para el gen sintético, se procedié de ahi en adelante a trabajar con los genes
sintéticos (TARP5s y TARP7s) para simplificar los experimentos, evitando tener que realizar

todos ellos por cuatriplicado.

5.3 Obtencidn de lineas estables

La evaluacién de las lineas estables mediante microscopia de fluorescencia demostroé que la
preparacion de las mismas fue satisfactoria (Figura 5.4). Se obtuvieron asi, dos lineas
celulares, una de ellas expresando de forma estable la subunidad auxiliar TARP5s_eGFP y otra

expresando TARP7s_eGFP.

Figura 5.4. Linea estable para TARPS5. La fluorescencia de las células confirmd la incorporacion de

TARP5_eGFP en su genoma, obteniéndose asi una linea celular que expresase la subunidad auxiliar
de forma estable. El microscopio de fluorescencia también valido la preparacion de lineas estables
para TARP7, con un aspecto equivalente a las de TARP5 aqui mostradas.
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5.4 Optimizacién de la obtencién de complejo AMPAR-TARP

5.4.1 Comparacion y evaluacién de la formacion de complejo AMPAR-TARP en HEK-
Expi293F y lineas estables
La comparacion de ambas lineas celulares (lineas estables y Expi293F) puso de manifiesto
diferencias a nivel celular entre la expresion de la subunidad auxiliar y la co-expresion de la
subunidad auxiliar en presencia de receptor GluA4. Tanto las lineas estables de TARP5s y
TARP7s, como las células Expi293F transfectadas con TARP-eGFP_pRK5 mostraron, mediante
microscopia de fluorescencia, una distribucién citoplasmatica de la TARP-eGFP (Figura 5.5 A).
Las células mencionadas presentaban fluorescencia de aspecto granuloso, revelando la
formacion de agregados de TARP-eGFP, probablemente debido a una excesiva expresién de
la subunidad auxiliar. Por otro lado, las lineas estables transfectadas con GluA4-FLAG_pRK5 vy
las células Expi293F co-transfectadas con TARP-eGFP_pRK5 y GIuA4-FLAG_pRK5 parecian
aliviar el aspecto granuloso previamente comentado (Figura 5.5 B). Ademas, la fluorescencia

presentaba una distribucién dirigida hacia la membrana, indicando que el trafico y localizacion

de las TARP se veia modificado en presencia de receptor GluA4.

Figura 5.5. Evaluacion de la
fluorescencia de TARP-
eGFP en ausencia vy
presencia de GluA4
(EXPI293F).

(A) EXPI293F transfectadas
con TARP5-eGFP_pRK5. El
patrén  de fluorescencia
muestra una distribucién
citoplasmatica y granulosa,
indicativo de la formacién
de agregados proteicos.
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(B) EXPI293F transfectadas
con TARP5-eGFP_pRK5 vy
GluA4_pRK5. La
fluorescencia observada es
menos  granulosa, con
distribucidn dirigida hacia la
membrana, distinguiéndose
el contorno celular. Esto
sugiere que la presencia de
GluA4 es suficiente como
para modificar el trafico de
las TARP vy dirigir su
localizacién hacia la
membrana, donde
interaccionan con los
AMPAR.

La evaluacién de la fluorescencia de los lisados (con DDM) de las lineas estables y Expi293F
demostré que la expresidon tanto de TARP5s como TARP7s era mayor en la co-transfeccion de
células Expi293F que en la transfeccion de las lineas estables, con la banda especifica a 62 kDa
mucho mas intensa en el primer caso (Figura 5.6 Ay 5.7 A). En todos los casos, sin embargo,
se observd degradacion de la TARP-eGFP, en forma de bandas fluorescentes a distintos pesos
moleculares. Es probable que esta degradacion se deba a que la proteina fusidn es inestable
una vez extraida de la membrana. La fusién TARP-eGFP contiene mas de 70 residuos en el C-
terminal de la TARP que no estdn estructurados, por lo que es posible que conformen un
conector entre la uUltima hélice transmembrana de la TARP y el N-terminal de la GFP que sea
particularmente sensible a proteasas. Por otro lado, también se valoré que la degradacién
podria deberse a la excesiva expresiéon de TARP-eGFP y su agregacion, dado el patréon de

expresion observado mediante el microscopio de fluorescencia.

Los resultados anteriores se validaron mediante Western blot, confirmando también la
expresion de GluA4, facilmente identificable por la formacién de dos bandas caracteristicas a
un peso de 100 kDa, como resultado de los distintos patrones de glicosilacidon que presenta el

receptor (Figura 5.6 By 5.7 B).
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Figura 5.6. Ensayo de expresion
de TARP5s en lineas estables y
Taress  Expi293F. (Arriba) Fluorescencia
(Alexa 488), (Abajo) Western
Blot (Anti-GluA4 y Anti-eGFP).

70 kDa

La co-transfeccion de células
Expi293F con TARP5s-
eGFP_pRK5 y GluA4_pRK5 da
lugar a mayores niveles de

100 kDa — GluAgd

70 kDa |

expresion de TARP5s que las
lineas estables. La lisis con DDM
- TARPSs Ly
mostraban degradacion de la

eGFP en todos los casos.

<
Gf Figura 5.7. Ensayo de expresion de
,{: TARP7s en lineas estables vy
Expi293F. (Arriba) Fluorescencia
(Alexa 488), (B) Western Blot

(Anti-GluA4 y Anti-eGFP).
70 kDa

— TARP7s La co-transfeccion de células
Expi293F con TARP7s-eGFP_pRK5y
GluA4_pRKS5, igual que para el caso
de la isoforma y5, da lugar a
mayores niveles de expresion de
TARP7s que las lineas estables.

100 kDa _| GluAd El carril 3 deberia mostrar

fluorescencia, atribuible a la
70 kDa | !

TARP7s  transfeccion con TARP7s-
eGFP_pRK5, sin embargo, no se
observa ninguna banda,

probablemente debido a un error

durante el proceso de transfeccion.
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Dado que nuestros resultados demostraron que la expresién de TARP5s y TARP7s era mayor
en la co-transfecciéon de células Expi293F, se sugirid que la incorporacion de TARP en la linea
celular podria resultar toxico para la célula. En la seleccidn de colonias, durante la preparacion
de las lineas celulares, se eligieron aquellas que presentaban mas fluorescencia, indicativo de
una mayor expresiéon de TARP, criterio, sin embargo, que no asegura la viabilidad celular. La
sobreexpresion de TARP probablemente dio lugar a la disrupcidn de la regulacién celular, asi
como a la agregacién de la proteina, agotando a las células y disminuyendo su viabilidad en
cada pase mas rapidamente. Una alternativa planteada para evitar la toxicidad derivada de la
sobreexpresién en las lineas estables podria ser la produccién de lineas estables inducibles.
De esta forma, se aseguraria la viabilidad celular, forzando la expresion de TARP tipo Il

Unicamente bajo las condiciones establecidas en el momento del experimento.

Atendiendo a los resultados previamente discutidos, los experimentos posteriores de

expresion de complejo AMPAR-TARP se realizaron en células Expi293F.

5.4.2 Evaluacion de la extraccion y purificacion de complejo AMPAR-TARP con GDN

Para estudiar la extraccion con un segundo detergente, comparando con los resultados del
apartado anterior (lisis con DDM), y valorar la purificacién de complejo, se llevé a cabo una
purificacion de AMPAR-TARP con GDN y resina TALON. Los resultados de fluorescencia
demostraron que la purificacion con GDN permitid extraer de forma adecuada la TARP (Figura
5.8), de forma similar a la extraccién con DDM del apartado anterior. Los lisados de la
extraccion con GDN mostraron un perfil de bandas a distintos pesos moleculares, indicativo

de la presencia de TARP-eGFP degradada.

El GDN, o glico-diosgenina es un detergente sintético, sustituto de la digitonina (DDM), con
peso molecular similar pero un CMC mucho mas pequeio. El GDN es mas suave que el DDM,
de manera que resulta util para la estabilizacion de complejos de membrana, evitando la
ruptura y separacion de los componentes del complejo, como es el caso de AMPAR-TARP. El
DDM, en cambio, permite una extraccién de las proteinas de membrana mas fuerte, pero
estabiliza peor los complejos. En la bibliografia se describe que la purificacién con DDM de
complejos AMPAR-TARP, da lugar a la pérdida secuencial de subunidad auxiliar, de manera
gue, cuando se resuelven las estructuras mediante crio-microscopia electrdnica, se obtienen

varios complejos con distintos ratios AMPAR-TARP. Lo importante, por tanto, es llegar a un
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equilibrio entre los detergentes empleados, asegurando tanto la extraccion proteica, como la

estabilizacién de los complejos estudiados.

Expi293F + Expi293F +
TARPSs-eGFP_pRKS TARP7s-eGFP_pRKS
GluA4_pRKS GluA4_pRKS

Figura 5.8, B. Evaluacion
mediante fluorescencia de
la extraccién con GDN de
TARP5s (izq) y TARP7s
(dcha) en lineas estables y
70 kDa Expi293F. La purificacion
del complejo se llevé a
cabo empleando resina
TALON. EI GDN mostré una
extraccion adecuada, por la
presencia de bandas

fluorescentes en el gel.

Atendiendo a las diferentes fracciones recogidas de la purificacion, los resultados mostraron
pérdida de TARP-eGFP en la fracciéon no unida de la purificacidn, probablemente debido a la

una insuficiente incubacion de la resina con el lisado celular.

Dado que en la purificacidn se deberia enriquecer significativamente en la proteina de interés,
hubiésemos esperado un patréon de fluorescencia mucho mas intenso en las eluciones, sin
embargo, es bastante modesto. La purificacién de las subunidades auxiliares empleando
TALON (Apartado 5.3.2), en comparacion, tuvo éxito, logrando purificar las TARP. Por tanto,
planteamos que, en la formacién de complejo, la cola de histidinas que reconoce la resina
TALON, probablemente se encontré menos accesible, disminuyendo considerablemente los
rendimientos de la purificacion. Dado que las bandas de fluorescencia obtenidas en las
eluciones eran de menor peso molecular que el complejo TARP-eGFP, también se planted que
la fusion TARP-eGFP pudo haberse roto por la regidén no estructurada del C-terminal de TARP,

tal y como se ha discutido en el apartado anterior.

Atendiendo a estos ultimos resultados, se planted el uso de otras resinas de afinidad, que

permitieran confirmar la expresién de complejo AMPAR-TARP y optimizar la purificacion del
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mismo. Ademas, nuestros resultados sugieren que las diferencias en la lisis de células
expresando complejo AMPAR-TARP, tanto con DDM como con GDN, no son significativas,
lograndose una extraccion similar para ensayos a una magnitud de placa de 6 pocillos. Sin
embargo, para la producciéon de proteina a gran escala, se planteé el uso de los dos
detergentes ensayados: DDM para extraer la maxima proteina posible, dado que se trata de
un pellet procedente de un cultivo de mamifero de gran volumen, y su sustitucion secuencial

por GDN, para evitar la purificacién de distintos complejos con diferentes ratios AMPAR:TARP.

5.5 Optimizacién de la produccidn y purificacién de complejo AMPAR-TARP en
células de mamifero

5.5.1 Purificacién a media escala

La incubacién del lisado, resultado de la co-transfeccidn, con la resina de nanobody anti-GFP
permitié purificar el complejo, si bien la eficiencia de la union no fue muy alta. Asi, el carril de
“fraccidn no unida” indicé que se estaba perdiendo tanto GluA4 (doble banda a 100 kDa) como
TARP-eGFP (banda a 62 kDa), probablemente debido a un problema de escalado e insuficiente

cantidad de resina empleada (Figura 5.9).
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Figura 5.9. Purificacion de complejo AMPAR-TARP, empleando resina de nanobody anti-eGFP.
Las eluciones confirmaron la purificacion del complejo GluA4 (banda a 100kDa) y TARP5s y 7s
(banda principal a 62 kDa).

Aunque se perdiéo complejo en la fraccidon no unida, la presencia de bandas en las eluciones
confirmé la formacion de complejo (Figura 5.9). Las eluciones aparecieron enriquecidas en

TARP-eGFP, probablemente debido a la sobreexpresién de la misma en las células, tal y como
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ya se ha discutido en apartados anteriores. Sin embargo, se volvié a observar el patréon de
bandas a diferentes pesos moleculares, indicativo de la degradacién de TARP-eGFP, como
consecuencia de su agregacion. Esta degradacién conllevd la escisién entre TARP y eGFP vy, por
ende, el receptor GluA4 que interacciona con la subunidad auxiliar, se perderia con la TARP
en la “fraccién no unida”. Esto explicaria la tenue sefial obtenida para GIuA en las eluciones,

mientras que la sefial de TARP-eGFP compensaria esa pérdida debido a su sobreexpresién.

La Figura 5.9 muestra, de forma mas evidente para la isoforma y7, que el perfil de bandas
aparece retardado en las eluciones, respecto al lisado y la fraccidn no unida. La recuperacion
de la proteina de la resina de nanobody anti-eGFP se llevé a cabo mediante elucién acida, con
glicina pH 3.5, que podria haber modificado la movilidad electroforética de las proteinas. Por
otro lado, dado que las dos bandas de GluA4 corresponden a distintos estados de glicosilacion
del receptor, se plantea que TARP se habria unido preferencialmente a uno de los dos estados.
El estado de menor peso molecular (banda de abajo) corresponderia a una fraccion glicosilada
de GIuA4 intracelular, mientras que el estado de mayor peso molecular (banda de arriba)
corresponderia con una banda de glicosilacién extracelular. Al purificar con resina anti-GFP,
gue se une a TARP, unida, a su vez, a GluA4, se enriquece en el estado de glicosilacion

extracelular.

La isoforma y7 se obtuvo mas claramente, tanto en la elucién 1 como en la 2, con la banda a
62 kDa, correspondiente a la TARP7s, indicando una alta expresién (banda ancha e intensa),
por lo que se procedié en adelante a trabajar con esta subunidad. Sin embargo, la unién de
eGFP a la resina, ya sea por medio de nanobody anti-GFP o por afinidad a la etiqueta de His,
no resultod del todo eficiente, ya que gran parte de TARP-eGFP se encontraba en la fraccidén no
unida. Dado que si que se confirmé la presencia de complejo, se procedio a la purificacion a
gran escala del complejo GIuA4-TARP7s. Para ello, se co-transfectd GluA4-FLAG_pRK5 vy
TARP7s-eGFP_pRKS5 en un ratio 2:1, con la premisa de que la transfeccion de menor cantidad
de TARP7s daria una expresidn mas modesta con menos agregacion. Ademas, se empled
resina anti-FLAG, evitando el problema de la inaccesibilidad a la GFP por la agregacién o de la
etiqueta de Histidinas por la formacién de complejo. Adicionalmente, dirigir la purificacién

hacia la captura de GluA4_FLAG, permitiria obtener todo el receptor presente en la muestra.
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5.5.2 Purificacién a gran escala

Mediante la resina de afinidad anti-Flag se logro purificar el complejo de forma mas eficiente
(Figura 5.10). En todas las eluciones realizadas se enriquecio en GluA4, identificado como una
doble banda (en este caso fusionada en una sola banda por la alta sefial obtenida) en torno a
los 100 kDa, y la TARP7s_eGFP, en forma de varias bandas a distintos pesos moleculares,
indicativo de la degradacion de la misma, con la banda principal a 62 kDa. La misma sefial se
obtuvo en la fraccién no unida, aunque de forma menos intensa, lo que sugirié que se perdid
parte del complejo de forma parcial. En futuros experimentos se planteé la reincubacién de la
fraccién no unida con la resina anti-Flag o alargar los tiempos de incubacion con el fin de

mejorar el rendimiento del proceso.

Por otro lado, la intensidad de las bandas no disminuye en las ultimas eluciones, lo que sugiere
que parte del complejo habria quedado retenido en la resina de afinidad. Realizar eluciones
adicionales, aumentar el tiempo de elucién, incrementar la concentracion del peptido 3 xFLAG
o0 aumentar la temperatura (incluso hasta los 37 °C) son algunas de las variables a modificar

para incrementar la eficiencia de la elucidn.
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Figura 5.10. Purificacion de complejo AMPAR-TARP, empleando resina anti-FLAG. La purificacién
enriquecio las eluciones en GluA4 y TARP7s, sin pérdida en los lavados. La intensa sefial en “Elucidn
6” es indicativo de que la proteina no se eluyd por completo, quedando parte unida a la resina.

El resultado de la tincidon con azul de Coomassie, sin embargo, demostré que, pese a la
presencia de complejo (detectado mediante Western Blot, Figura 5.10), se purificaron varias
impurezas (Figura 5.11). Las bandas por debajo del peso molecular de 62 kDa podrian

adjudicarse a la degradacion de la TARP-eGFP, resultado de su degradacion, tal y como se
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venia observando mediante fluorescencia en varios resultados previos. Sin embargo, las

multiples bandas por encima de 62 kDa demostraban la presencia de varias impurezas.

En el manejo de la resina ya se observd agregacion de las esferas. Esta agregacion podria haber
dado lugar a la desnaturalizacién del anticuerpo, con exposicion de zonas hidréfobas,
favoreciendo la unién de impurezas. Otra posibilidad es que el lisado estuviese altamente
concentrado, facilitando la unién de la proteina de interés, pero también de las impurezas
presentes, a la resina. Para evitarlo, se podria afiadir mas volumen de tampdn de lisado,

diluyendo la muestray, con ello, la concentracion de impurezas.

100 kDa

70 kDa

Figura 5.11. Tincién con azul de Coomassie. La tincién de todas las proteinas del gel puso de
manifiesto la presencia de multiples impurezas co-purificadas junto a GluA4 y TARP7s en las
eluciones.

La cromatografia de exclusion molecular permitié separar las proteinas de las eluciones
anteriores en funcién de su tamafo molecular. Generalmente, el GluA4 en forma de
tetramero, para las condiciones de cromatografia establecidas, se obtiene a partir de la
fraccion 7 (a partir de 8 ml). En consonancia, el fraccionamiento de nuestra muestra de interés
dio lugar a un pico mayoritario en torno a la fraccién 6 y 7, principalmente, y parte de la
fraccion 8 (Figura 5.12). Sin embargo, se observa que hacia el final de la fraccién 7 aparece un
hombro, adyacente al pico principal, que probablemente se corresponda con otra proteina de
distinto tamafio. También se obtuvieron picos minoritarios en otras fracciones (13, 14, 16 y

17), atribuibles a las impurezas detectadas.
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Cromatografia de exclusion molecular
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Figura 5.12. cromatografia de Exclusion Molecular. El pico correspondiente al tetramero de GluA4
se obtuvo en las fracciones 6 y 7, principalmente. Adyacente a éste, se registr6 un hombro,
indicativo de la presencia de una proteina distinta, en la fraccion 8.

El receptor GluA4 se identificé mediante Western Blot, confirmando la presencia de GluAd4 y
TARP7s en la fraccion 6, principalmente, y en menor medida en las fracciones 7 y 8 (Figura
5.13). La doble banda (fusionada en una sola) caracteristica del GluA4 a 100 kDa se observd
con mayor intensidad en la fraccidn 6, indicativo de una mayor concentracion. También se

identificaron varias bandas a distintos pesos moleculares, correspondientes a la TARP7s-eGFP

degradada.
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La tincidn de azul de Coomassie de las fracciones 5, 6, 7, 13, 14, 16 y 17, sin embargo, demostré
gue, aunque la mayoria de las impurezas se separaron mediante la cromatografia de exclusiéon
molecular, en las fracciones 6, 7 y 8 se seguian observando multiples bandas inespecificas

(Figura 5.14).
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Las fracciones 6, 7 y 8 se concentraron independientemente, obteniéndose una concentracion
de 0,4 mg/ml en la fraccion 6, 0,2 mg/ml en la fraccién 7 y 0,2 mg/ml en la fraccién 8,

concentraciones adecuadas para la preparacion de rejillas para tincion negativa.

5.6 Estudio estructural preliminar mediante microscopia electrénica de tinciéon negativa

Con el microscopio electrénico se tomaron 82 micrografias de las rejillas preparadas para las
fracciones 6 y 7 concentradas de la cromatografia de exclusién molecular. Las micrografias
mostraron las particulas proteicas de color blanco sobre un fondo gris oscuro, resultado de la
tincion con NanoW. Tanto en la fraccién 6, como la 7, se observaron particulas que, por su
aspecto preliminar y tamafio (en torno a 200 A) podrian tratarse de homotetrameros GluA4
(circulo azul, Figura 5.15 A-B). En las micrografias, la vision lateral del receptor generalmente
muestra una protrusion, correspondiente a la micela en la que aparece embebido el receptor,
con dos segmentos prominentes, ligeramente separados entre si (en forma de “Y”), que se
corresponden con los dominios NTD. La subunidad auxiliar TARP7s, por sus dimensiones, es

indetectable a simple vista sobre las micrografias.

En todas las micrografias se observaron particulas de varios tamafios que, claramente, no
correspondian al receptor AMPAR. También se advirtieron artefactos de gran tamafio, que
probablemente correspondian a agregados de GluA.

49



Figura 5.15. Micrografias
representativas de (A) la
fraccion 6 y (B) fraccion 7.
Con un desenfoque de -1.6
pum y magnificacién
nominal de 125.000 x. Con
un circulo azul, rodeada
una particula de cada
fraccion representativa del
homotetrdmero GluA4. En
rojo, la chaperona co-
purificada junto al AMPAR
en la fraccion 7. En verde,
una impureza de aspecto
alargado y cilindrico,
identificado en las
micrografias de la fraccion

En las micrografias de la fraccion 7, se observé una impureza de aspecto esférico, previamente

descrita en la bibliografia como una chaperona de 70 kDa co-purificada junto a GIuA2 en
células HEK293T >3 (circulo rojo, Figura 15B). La eliminacién de la chaperona contaminante es
posible mediante lavados de la columna con 50 mM de imidazol pH 8, 150 mM NaCl, 1mM

C12M, 10 mM MgCl, y 1 mM ATP, tal y como se describe en la bibliografia. En la fraccién 7
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también se detectd una segunda impureza bastante abundante en la muestra, con aspecto de
particula cilindrica y alargada, de gran tamafio (circulo verde, Figura 15B). Estas impurezas
probablemente se corresponden con el hombro adyacente al pico principal de las fracciones
6-7 en la cromatografia de exclusién molecular y con las bandas inespecificas obtenidas en Ia
tincién con azul de Coomassie (Apartado 5.6.2). De hecho, una de las bandas mas intensas en
la Figura 5.12 aparece a 70 kDa, peso molecular de la chaperona contaminante, y persiste tras
la filtracion en gel (Figura 5.13), lo que explicaria que posteriormente aparezca en las

micrografias tomadas.

El procesamiento de las micrografias, con extraccion, limpieza y clasificacién 2D, se realizé
tratando las 82 micrografias totales (micrografias fraccion 6 + micrografias fracciéon 7) como
un Unico conjunto. Tras varias rondas de refinado, se obtuvieron 10 clases 2D preliminares

(Figura 5.16).

Figura 5.16. Clasificacion 2D del set de 82 micrografias. Aplicando traslaciones y rotaciones, las
particulas se clasificaron en 10 clases 2D preliminares. Las clases 5y 10 podrian corresponderse al
complejo AMPAR-TARP. Las clases 4 y 8 podrian representar la chaperona contaminante.

Las clases 4 y 7 podrian corresponderse a la chaperona mencionada previamente, mientras
que las clases 5 y 10 podrian corresponderse a la perspectiva lateral de un AMPAR, con la
micela embebiendo al receptor y los segmentos que emergen correspondiendo al NTD. Para
poder obtener el modelo estructural del complejo GluA4-TARP7 seria necesario reconstruir la
estructura tridimensional a partir de las clases 2D obtenidas. Sin embargo, dado que ninguna
de las clases mostrd evidencias indiscutibles de tratarse de AMPAR, no se procedié con el

siguiente paso de procesamiento.
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5.7 Perspectivas y posibles modificaciones

Aunque a lo largo de la memoria se han discutido los resultados obtenidos en relacién con los
objetivos propuestos, en esta seccion se recopilan brevemente las posibles modificaciones del

trabajo experimental, asi como el planteamiento de las perspectivas de futuro.

En primer lugar, comenzando por la base molecular y cimiento sobre el que se asienta el resto
del trabajo experimental, se propone explorar la produccién de GluA4 y subunidades
auxiliares. Una de las opciones consistiria en preparar constructos en tdndem, clonando el gen
del receptor y el gen de la subunidad auxiliar deseada en el mismo vector. Esta opcidn se
barajé en una primera instancia, sin embargo, se estimé que el clonaje en tdndem forzaria la
formacion del complejo y la estequiometria, mientras que su co-transfeccion en vectores
separados favoreceria la formacion del complejo en condiciones celulares fisioldgicas.
Trabajando en las modificaciones de los vectores empleados (TARP-eGFP_pRK5 y GluA4-
FLAG_pRK5), resultaria interesante preparar distintas versiones del mismo, como clonando
eGFP en el extremo N-terminal de TARP en lugar del C-terminal, para valorar si la localizacidn
de estos elementos favorece o dificulta la posterior expresion y purificacidon. Por ejemplo,
variaciones en la localizacion de la etiqueta de Hisx8 en la subunidad auxiliar, podrian facilitar
el reconocimiento de la misma por la resina TALON empleada. También se podrian afadir
otras colas de afinidad distintas, como 1D4, en lugar de la eGFP. La eGFP es util para
monitorizar los ensayos por fluorescencia, pero al tratarse de una proteina grande, su fusién
a TARP podria alterar las propiedades de la subunidad auxiliar. Ademads, se plantea la
evaluacién de otras variantes del gen, mas alla de su origen (R. norvegicus o sintético), como
diferencias entre las isoformas flip y flop o entre isoformas de cola C-terminal larga y corta. El
screening de todos los constructos propuestos mediante ensayos de expresion permitiria una

eleccidn mas critica y precisa de cudles son las bases genéticas dptimas.

En segundo lugar, se plantean alternativas a nivel celular. Una de las opciones ya propuestas
consistiria en la produccidn de lineas estables inducibles, de manera que la proteina de interés
se expresase momentaneamente, evitando posibles efectos tdxicos, sobreexpresion de la
misma que derive en agregacion y agotamiento celular. Ademas, una vez transfectadas las
células, se podria rebajar la temperatura a los 30 °C reduciendo asi el metabolismo vy

crecimiento celular, pero favoreciendo el plegamiento proteico. Aunque la produccién de
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proteina no fuese tan elevada, podria favorecerse el plegamiento y ensamblado del complejo,
mejorando después los ensayos posteriores de purificacion y produccion a gran escala.
También se valora la posibilidad de que el receptor GluA4 no termine de madurar en las células
Expi293F, para lo que resultaria interesante estudiar otras lineas, como HEK293 Gntl-. Esta
linea es deficiente en actividad N-acetilglucosaminiltransferasa | (Gntl), por tanto, carece de

N-glicanos complejos, y se ha utilizado con éxito para la purificacién de otros iGIuRs>*.

Una vez optimizadas la base molecular y celular, resultaria interesante evaluar distintos
aspectos mas especificos, como la adicidn de aditivos que estabilicen el complejo AMPA-TARP
(y su evaluacién mediante registro con fluorimetro del cambio en la temperatura de melting),

ensayos de estabilizacidon con un set de detergentes para optimizar la purificacién.
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6 CONCLUSIONES

1.

El sistema IVA cloning permiti6 obtener los constructos TARP5_eGFP_pRKS5,
TARP5s_eGFP_pRK5, TARP7 _eGFP_pRK5, TARP7s_eGFP_pRK5 en un Unico paso de PCR

y sin necesidad de emplear enzimas de restriccion.

La transfeccién quimica, empleando el agente PEl-max, de células Expi293F a una
confluencia del 70-80% (preparaciéon de la placa de 6 pocillos 24 horas previas a la
transfeccion) ofrecié los rendimientos de transfeccién mads altos, optimizando asi el
proceso y confirmando la adecuada expresién de los constructos obtenidos en el punto

1.

La co-transfecciéon de células Expi293F con TARP-eGFP_pRK5 y GluA4-FLAG_pRK5
ofrecié una mayor expresién de complejo GIuA4-TARP que las lineas estables de TARP
transfectadas con GluA4-FLAG_pRKS5, en las que la sobreexpresién de TARP resulté

toxica a largo plazo.

La transfeccién de TARP-eGFP dio lugar a niveles de expresién muy altos que
conllevaron la agregacién de la proteina, lo que dificulté notablemente la obtencién de
complejo, cuando la purificacién se dirigio a la proteina GFP o su cola His:

5.1 La resina TALON permitid purificar especificamente las subunidades auxiliares
expresadas en células de mamifero Expi293F. Sin embargo, presentd bajos
rendimientos en la purificacién de complejo AMPAR-TARP, debido a la escisién
de TARP-eGFP e inaccesibilidad de la resina a su cola de histidina, como
consecuencia de su interaccién con el receptor.

5.2 Laresina anti-eGFP permitié purificar el complejo AMPAR-TARP a media escala,
confirmando la formacidon del mismo en células Expi293F. Sin embargo, la

escision de TARP-eGFP generd pérdidas importantes de proteina.

La resina anti-FLAG permitié purificar el complejo a gran escala. Sin embargo, se co-
purific6 también un alto nimero de impurezas, dificultando la determinacién

preliminar de la estructura mediante microscopia electrénica de tincidon negativa.
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CONCLUSIONS

1. The IVA cloning system made it possible to obtain the TARP5_eGFP_pRKS5,
TARP5s_eGFP_pRK5, TARP7_eGFP_pRK5, TARP7s_eGFP_pRK5 constructs in a single

PCR step and without the need to use restriction enzymes.

2. Chemical transfection of Expi293F cells at 70-80% confluence (6-well plate preparation
24 hours prior to transfection) with PEI-max offered the highest transfection yields,
thus optimizing the process and confirming the adequate expression of the constructs

obtained in point 1.

3. Co-transfection of Expi293F cells with TARP-eGFP_pRK5 and GluA4-FLAG_pRK5
offered higher expression of the GIuA4-TARP complex than TARP stable lines
transfected with GIuA4-FLAG_pRKS5, in which TARP overexpression turned out to be

toxicin long term.

5. TARP-eGFP transfection resulted in high levels of expression, ultimately leading to
protein aggregation, making it difficult to purify the protein when targeting GFP or the

His tail.
5.1 TALON resin specifically purified TARP type Il expressed in Expi293F
mammalian cells. However, it led to low yields when purifying the AMPAR-
TARP complex, due to the cleavage of TARP-eGFP and inaccessibility of the
resin to its histidine tail, as a consequence of its interaction with the receptor.
5.2 The anti-eGFP resin purified the AMPAR-TARP complex on a medium scale.

However, TARP-eGFP cleavage resulted in significant protein losses.
6. The anti-FLAG resin allowed large-scale purification of the complex. However, many

impurities were also co-purified, making preliminary determination of the structure by

negative staining electron microscopy difficult.
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