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INTRODUCCION

La autofagia es un proceso mediante el cual fragmentos del citosol o de los organulos
subcelulares son digeridos por los lisosomas de forma regulada. Se acepta generalmente que
las membranas celulares juegan un papel importante en la autofagia, y que la formacion
ordenada de ciertos complejos lipido-proteina es esencial para su mecanismo. Uno de los
fendmenos menos conocidos en la autofagia es el proceso por el cual, a través de multiples
eventos de fusidon de vesiculas pequeias, se forma el autofagosoma. El presente trabajo
pretende avanzar en el conocimiento de la formacidon de los procesos implicados en la
formacidn del autofagosoma mediante la utilizacién de sistemas reconstituidos integrados por

sistemas modelo lipidicos y proteinas de autofagia humanas.

Existen varios tipos de autofagia, entre los que se encuentran la microautofagia (cuando los
lisosomas incorporan pequefias porciones de citosol u otros organulos), la autofagia mediada
por chaperonas, y la macroautofagia. La macroautofagia fue descrita por primera vez en
mamiferos, donde se observé que organulos completos podian ser secuestrados dentro de
vesiculas de doble membrana, las cuales se denominaron autofagosomas (1). El autofagosoma
se fusiona con los lisosomas, tras lo cual el contenido secuestrado es degradado rapidamente.
Asi, la macroautofagia es la mayor fuente de nutrientes y precursores biosintéticos cuando el
suministro de nutrientes a las células es insuficiente. Ademas, la autofagia especifica puede
tener lugar en presencia de nutrientes, para eliminar orgdnulos dafiados, o para ayudar en la
diferenciacion celular (por ejemplo, en el proceso de maduracion de los eritrocitos), o
simplemente para dirigir el recambio de organulos (2). Defectos en la mitofagia (la autofagia

especifica de mitocondrias) han sido relacionados con la enfermedad del Parkinson (3).

Una pregunta sin resolver es como se forma y elonga la membrana del autofagosoma (4). La
hipdtesis mas ampliamente aceptada propone la formacion de novo a partir de una estructura
pre-autofagosémica (PAS), a partir de la cual se produce la adhesion y fusién de nuevas
membranas (5). La elongacion del autofagosoma estaria catalizada por proteinas especificas, e
implicaria la interaccion de las mismas con los lipidos de la membrana. Se han identificado
alrededor de 20 proteinas Atg (autophagy-related) en mamiferos, las cuales son esenciales en
las etapas iniciales de la formacién del PAS y elongacion del autofagosoma. Entre ellas, el
sistema Ubl (ubiquitin-like) estd relativamente bien caracterizado (Figura 1). Este sistema
utiliza la activacidn en cascada de una serie de proteinas, similar a la cascada de ubiquitinacién
de proteinas, y conduce a la unidn de la proteina Ubl con su diana, que en este caso es lipidica:

la fosfatidiletanolamina (PE) o fosfatidilserina (PS) presentes en el PAS (6).




El primer miembro descubierto de la familia Ubl fue Atg8 de S. cerevisiae. Se conocen varios
homodlogos de Atg8 en mamiferos, divididos en las subfamilias LC3 y GABARAP/GATE-16 (7).
Estas proteinas son proteolizadas por Atg4B, lo que provoca la exposicién de una Gly C-
terminal. Tras la protedlisis, GABARAP, LC3 y GATE-16 son activadas (en humanos) por el
homadlogo humano de Atg4B (hAtg7, ubiquitin E1-like), y transferidas a la Atg3 humana (hAtg3,
ubiquitin E2-like), después de lo cual son capaces de conjugarse con PS o PE (8, 9). Esta unién
covalente proteina-lipido es esencial para la elongacion del autofagosoma, aunque el

mecanismo molecular subyacente sigue sin conocerse.
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Figura 1. Sistema de conjugacion de Atg8 en la autofagia. En lugar de conjugar a otra proteina, la proteina Atg8 se
une a fosfatidiletanolamina (PE). La Arg 117 residuo C-terminal de Atg8 es proteolizado inicialmente por la
proteasa de cisteina, Atgd, para exponer la glicina G116. Esta glicina expuesta forma un enlace tioéster con el
residuo cisteina 507 de ATG7. Desde Atg7, Atg8 se transfiere a Atg3, también a través de un enlace tioéster. En
ultimo lugar, la glicina 116 de Atg8 se conjuga a PE a través de un enlace amida. Conjugada a PE, Atg8-PE existe en
una forma fuertemente asociada a la membrana. (Figura obtenida de la referencia 6).

Estudios in vitro con las proteinas autofagicas de levadura (10), mostraron que la union Atg8-
PE, en presencia de Atg7, Atg3 y ATP provoca la agregacidn de liposomas compuestos por
DOPE:POPC:bIPI (55:30:15). En el mismo estudio se demostraba que el complejo Atg8-PE
también induce la hemifusion de los mismos liposomas marcados con Rho-PE y NBD-PE, lo cual
sugiere que Atg8 esta directamente implicada en la elongacion de membranas
autofagosdmicas en levaduras. El crecimiento podria darse a través de la asociacion de varios
complejos Atg8-PE situados en diferentes vesiculas/membranas, lo cual causaria la
deformacién de las membranas y su posterior fusion (Figura 2). Sin embargo, queda sin
explicar el mecanismo de fusidn completa de las vesiculas, asi como el papel de las diferentes
especies lipidicas presentes en las membranas (algunas posiblemente activadoras, otras
inhibidoras). Ademas, la mayoria de la informacidn descrita ha sido obtenida con proteinas de

levaduras, mientras que las proteinas de mamiferos son menos conocidas.
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Figura 2. Modelo del mecanismo de accion del complejo Atg8-PE: induce fusidon de
vesiculas al situarse entre ellas y provocar su acercamiento. (Figura obtenida de la
referencia 11).

Por ultimo, es importante destacar que mediante mutagénesis dirigida, podemos modificar la
glicina C-terminal de las proteinas por una cisteina. Esta cisteina C-terminal es capaz de unirse
al lipido comercial DPPE-MBP, que reacciona con los grupos tiol de las proteinas (Figura 3). Se
ha demostrado que el complejo hAtg8-PE obtenido mediante este protocolo es capaz de
insertarse en la membrana, y dicho complejo es también capaz de inducir la agregacién de

vesiculas in vitro, si bien, los mecanismos subyacentes siguen siendo controvertidos.

Figura 3. Reaccidén de adicién nucledfila que se produce
entre el lipido comercial DPPE-MBP y un grupo tiol, en
nuestro caso de un residuo de cisteina. (Figura obtenida de
la referencia 12).

OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es avanzar en la comprensién de los mecanismos de accién de las
proteinas autofagicas humanas, principalmente, en aquellas implicadas en la formacion del

autofagosoma.
Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

e Obtener los mutantes C-terminales de cisteina de las proteinas autofdgicas humanas
LC3, GATE-16 y GABARAP (LC3 G120C; GATE-16 G116C y GABARAP G116C) ancladas al

lipido sintético PE-maleimida.

e Realizar un analisis comparativo de la capacidad de cada una de las proteinas para

inducir la fusion de vesiculas in vitro.




METODOLOGIA

Expresidn v purificacidon de proteinas

Para la expresion de las proteina utilizamos la cepa bacteriana E. coli BL21 (DE3). Después de la
transformacidn celular y la induccion de la sobreexpresidon, las proteinas se purificaran
etiquetadas con GST. Todos los plasmidos estdn basados en pGEX-6P-1 que permite la
purificacién de proteinas por cromatografia de afinidad con glutathion-sepharose 4B e
hidrélisis adicional con la proteasa PreScission Protease (GE HEalthcare) para separar las
proteinas de la etiqueta GST. El proceso de purificacién de las proteinas puede dividirse en

sucesivas etapas:

de las diferentes proteinas autofagicas humanas se resuspendié en tampdn de lisis (Tampon
Fosfato (PBS), 20mM Tris (pH 7,5)), suplementado con una pastilla de inhibidores de proteasas
(PMSF), 1Img/ml de lisozima (Sigma) y 2.5 pg/ml RNAsa (Sigma). Una vez disuelto el sedimento,
la mezcla se incubd durante 3 horas a 4°C y fue sometida a 40 ciclos de sonicacién (10
segundos encendido; 10 segundos apagado) manteniéndola en hielo en todo momento. A
continuacién, la muestra se centrifugd a 20.000g durante 20 minutos y se recogio el
sobrenadante (que contiene la fraccidn soluble de las proteinas recombinantes) para continuar

con el proceso de purificacion.

sefarosa 4B. Por cada litro de cultivo celular, se utilizaron 500 ul de resina previamente
lavados con agua destilada y tampdn de lisis. El sobrenadante bacteriano se incubd con la
resina durante 4 horas a 4°C, tras lo cual se incubd la proteina con la proteasa PreScission
Protease durante 4 horas a 4°C. Finalmente, la proteinas se eluyeron con tampén B (50mM Tris
pH 7.5, 150mM NacCl, ImM EDTA, 1mM TCEP). Las fracciones procedentes de la columna de

afinidad se analizaron por SDS-PAGE.

Preparacion de liposomas

En este estudio se han empleado LUVs, liposomas unilamelares grandes (Large Unilamellar

Vesicles) y liposomas unilamelares gigantes, GUVs (Giant Unilamellar Vesicles):

e Vesiculas_unilamelares grandes (LUVs): Su composicion lipidica es la siguiente:

liposomas blancos (Egg PC (54 %), PS (5 %), PEV (15 %), DOPE (20 %), y colesterol (6
%)) y liposomas fluorescentes (Egg PC (50 %), PS (5 %), PEY™ (15 %), DOPE (20 %), y




colesterol (6%) , Rho-PE (2 %), NBD-PE (2 %). En primer lugar los lipidos se mezclaron
con la mezcla de cloroformo:metanol (2:1), que se evaporé mediante un flujo de
nitrégeno. Posteriormente, los lipidos se llevaron a sequedad dejandolos en vacio dos
horas, tras lo cual se rehidrataron con tampdn (50 mM Tris (pH 7,5), 150 mM Nadl,
1mM MgCl,) en volimenes crecientes con continua agitacion a temperatura ambiente.
Los liposomas que se formaron (MLVs) fueron sometidos a 10 ciclos de congelacién-
descongelacion (bafio en nitrédgeno liquido seguidos de bafios a 65°C) para obtener
vesiculas unilamelares. Por ultimo, estas vesiculas unilamelares se sometieron a
extrusion con filtros de 0,1 um, siguiendo el método descrito en Mayer y cols, 1986
(13), obteniendo finalmente LUVs de unos 100 nm de diametro. El tamafio de los

liposomas fue determinado por dispersion de luz cuasieldstica (QELS).

método de electroformacion descrito en Angelova y cols, 1992 (14), con la siguiente
proporcidn lipidica: liposomas marcados (Egg PC (24,5 %), PS (35 %), DOPE (20%), PI3P
(5 %), PE™ (15 %), Rho-PE (0,5 %)) y liposomas blancos (misma composicién pero sin
PE'V""). Asi, la preparacion de los GUVs a partir de lipidos puros comenzd con la
preparacion de la mezcla lipidica (1mM) en cloroformo. A continuacion, se colocaron 3
ul de la mezcla lipidica, gota a gota, a lo largo de cada alambre de platino de la celda
de electroformacion y se afiadié un volumen de solucién de sacarosa (lo suficiente
para cubrir los alambres, 400-500 pul) en cada celda. Los GUVs se generaron bajo una
corriente alterna de 10 Hz y un voltaje de 2.5V durante 1 hora, seguida de 45 minutos
a 2.5 Hz y 2.5V para separar los GUVs del alambre. Este proceso se llevd a cabo en

tampdn Tris 50 mM (pH 7.5), 150 mM NaCly ImM MgCl,.

Técnicas de visualizacion de los cambios en las membranas inducidos por proteinas de

autofagia

La agregacién es un paso previo a la fusién de vesiculas. De esta manera, los
liposomas, que inicialmente apenas dispersan luz, pueden originar un aumento de
absorbancia a 400 nm, que se puede medir en un espectrofotometro. Esta técnica se
ha utilizado para el estudio de la fusiéon de membranas inducida por las proteinas

autofagicas.




Para realizar los ensayos se deposito la suspension de 0,2 mM LUV en una cubeta de
vidrio de 1 cm de paso 6ptico y se dejé equilibrar unos minutos a 37°C con agitacion
continua. Posteriormente se afiadieron las proteinas y se registré el aumento de

turbidez a 400 nm en un Uvikon 922 (Kontron).

Para estudiar la fusidén se eligié el método de mezcla de lipidos, usando para ello
lipidos marcados fluorescentemente con NBD-PE y Rho-PE (15). Estos fluoréforos son
estructuras lipidicas que se incorporan facilmente en la membrana, de tal manera que
las vesiculas contienen ambas sondas. La transferencia de energia tiene lugar debido al
solapamiento de los espectros de excitacion y emision de ambos fluordforos: el NBD se
excita a 465 nm, y cede su energia de emision (530 nm) a la rodamina (A excitacion a
560 nm), la cual desplaza la emisién del sistema a 585 nm (Figura 4). Por lo tanto,
cuando los dos fluoréforos estan cerca no vemos emision de fluorescencia de NBD ya
que la energia fluorescente se transfiere a la rodamina. Al ocurrir la fusién entre
vesiculas marcadas y no marcadas, los fluordforos se diluyen y se separan uno del otro,
es entonces cuando se registra un aumento de fluorescencia de NBD. Para realizar este
tipo de experimentos se prepararon LUVs marcados con 2% molar (en lipido) de NBD-
PE y 2% molar (en lipido) de Rho-PE.

Los liposomas marcados se mezclaron con liposomas no marcados en una relacién 1:4
(marcados: no marcados, proporcién molar). El 100% de fluorescencia (100% de
mezcla de lipidos) se consiguio con la misma cantidad de liposomas afiadiendo 1 mM

TritonX-100.
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Figura 4. Esquema ilustrativo de la técnica empleada
para medir la fusiéon de vesiculas. Ver detalles en el
texto.




Los GUVs fueron preparados por el método de electroformacién (ver seccién 2 del
apartado de metodologia). Para los experimentos de agregacion, 80ul de GUVs se
afiadieron a un soporte especial para su visualizacién en un microscopio confocal.
Antes de afadir los GUVs, el soporte se bloqued con BSA (10 mg/ml) y se afadieron
320ul de tampdn 150mM NaCl, 50mM Hepes (pH 7,5), 1mM MgCl, y las proteinas
autofagicas humanas a una concentracién de 10uM. Las muestras se incubaron a
temperatura ambiente durante 2 horas y se visualizaron en un microscopio invertido

de fluorescencia Nikon D-ECLIPSE C1. Para procesar las imdagenes se utilizd el programa

Imagel.
RESULTADOS
Purificacién de proteinas
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las tres proteinas homdlogas implicadas en la elongacion del kDa

autofagosoma, una tarea sin la cual no se podria llevar a cabo el

resto de los objetivos. Tras purificarlas, siguiendo el protocolo
explicado en el apartado de metodologia, se cargaron 0,5 pg de cada -
fraccion correspondiente a cada una de las proteinas y se analizaron 20—
por SDS-PAGE, haciéndose visibles por tincion con Azul de Bl

Coomassie (Figura 5).

Figura 5. SDS-PAGE de las tres proteinas autofagicas
humanas utilizadas en este trabajo. El peso molecular
se muestra en kDa en la izquierda.

Agregacion de vesiculas

A continuacidn, evaluamos la capacidad de cada una de las tres proteinas purificadas para
inducir la agregacion de vesiculas lipidicas in vitro. En primer lugar, la cinética del proceso de
agregacion se estudid por turbidometria, midiendo la dispersién de luz a 400 nm. Las tres
proteinas (Figura 6) inducen agregacion de LUVs in vitro siendo GABARAP la mas potente,

seguida por GATE-16 y finalmente LC3.
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Figura 6. Agregacion de vesiculas lipidicas (LUVs) por proteinas autofagicas humanas. Medidas de OD a 400
nm de liposomas con cada una de las tres proteinas (GATE G116C, GABARAP G116C y LC3 G120C) y de
liposomas solos en funcién del tiempo. Este pardmetro es directamente proporcional a la agregacion de
liposomas, ya que cuando estos agregan se produce un aumento de la turbidez, registrable a 400 nm. Asi,
segun este ensayo GABA (amarillo) es la que mas agregacion induce, seguida de GATE (naranja) y LC3 (verde).

Destaca, no obstante, que la agregacion mediada por cada una de las tres proteinas no sigue la
misma dindmica, dado que como puede apreciarse claramente en la Figura 6 las pendientes
son sustancialmente distintas, lo que refleja que en estas condiciones, al menos, el
comportamiento agregante de GABARAP se encuentra favorecido frente al de las otras dos
proteinas en momentos iniciales. De hecho, segin aumenta el tiempo del ensayo la pendiente
también varia, no se trata Unicamente de la notable diferencia en la pendiente inicial, sino de

la variacion de ésta a lo largo del tiempo.

Asi, puede observarse que en el caso de GABARAP G116C la pendiente comienza a disminuir
hasta que la turbidez alcanza un maximo, a partir del cual la turbidez comienza a disminuir, lo
que indica que la agregacién estad disminuyendo. Este descenso, no obstante, es atribuible a
que el tamafio de los agregados ha llegado a un punto en el que son mas grandes que la
longitud de onda utilizada, de forma que no se cumple la condicidn de Rayleigh y, en
consecuencia, las mediciones se ven alteradas. Con respecto a GATE G116C y a LC3 G120C,
puede apreciarse que sus medidas de turbidez siguen una dindmica muy similar a la de
GABARAP G116C: la pendiente de la medida de OD a 400 nm va disminuyendo con el tiempo
de la misma manera que en el caso de GABARAP, con la Unica diferencia de que aun no han

alcanzado el maximo.




Mezcla intervesicular de lipidos (ensayo de fusion de vesiculas lipidicas)

La agregacion es un paso previo a la fusion de vesiculas lipidicas. Sin embargo, el hecho de que
haya agregacion no garantiza que también haya fusién, por lo que para determinar si ésta se

produce, debemos realizar ensayos orientados especificamente a detectarla.

Para analizar este aspecto, y tal y como se explica en el apartado de metodologia, utilizamos
un método espectrofluorimétrico basado en la transferencia de energia entre los fluoréforos
NBD y rodamina para evaluar la capacidad de cada una de las proteinas para inducir la mezcla

intervesicular de lipidos.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 7, donde se puede observar que las tres
proteinas analizadas inducen un aumento en la fluorescencia del NBD (medida a 535 nm),

indicativo de mezcla intervesicular de lipidos in vitro.
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Figura 7. Mezcla intervesicular de lipidos por proteinas autofagicas humanas. Aumento de la fluorescencia de NBD
(excitacion: 467nm, emisién: 535nm) en ausencia (rojo) o en presencia de las proteinas autofdgicas indicadas.

Es de resaltar que, en este ensayo, el comportamiento de GATE y LC3 es mas similar entre si
que lo que indicaban con respecto a la agregacion, lo que parece apuntar a un

comportamiento distinto entre ellas dos en cuanto a su potencial como agentes fusogénicos.

Agregacidn de Vesiculas Unilamelares Gigantes (GUVs)

Tras analizar la capacidad de las proteinas para inducir la agregacién y la mezcla intervesicular
de lipidos en LUVs, el siguiente paso fue evaluar su capacidad para inducir la agregacion de

GUVs. Los GUVs, a diferencia de los LUVs, poseen un tamafio (1-100uM) que permite su




visualizacidn directa por microscopia, pudiendo aportar informacién muy valiosa sobre las

estructuras que se forman durante los procesos de agregacion.

Tal y como se muestra en la Figura 8, en ausencia de proteinas los GUVs, con forma esférica, se
distribuyen de manera homogénea por todo el campo de visualizacién. Tras una hora de
incubacién con las proteinas indicadas, los GUVs aparecen agregados, fuertemente unidos,

apareciendo planas las zonas de contacto (fotografias superior e inferior derechas).

Todos estos resultados indican que las proteinas mutantes conjugadas al lipido PEM inducen,

por ellas mismas, la agregacién in vitro de vesiculas lipidicas de diferente tamafio.

Control GATEG116C LC3 G120C
GABA G116C LC3 G120C LC3 G120C

Figura 8. Agregacion de GUVs por proteinas autofagicas humanas. Imagenes representativas de GUVs en
ausencia (control) o presencia de las proteinas indicadas. Las proteinas fueron incubadas con los liposomas a
temperatura ambiente durante 1 hora. Finalmente, las muestras fueron analizadas por microscopia confocal. En
las dos fotografias de la columna de la derecha se observa en detalle los agregados de GUVs,en donde las
vesiculas, que pierden su esfericidad, aparecen fuertemente unidas unas a otras. Escala de la barra 20pum.

DISCUSION

Pese a que esta bien establecido que LC3 y sus homdlogas GATE/GABARAP juegan un papel
esencial durante el proceso autofagico, el mecanismo molecular subyacente estd lejos de estar

bien caracterizado. Ademas, un gran nimero de articulos sefialan que la familia de proteinas




SNARE (16, 17), implicadas en el trafico vesicular intracelular, son imprescindibles en la

formacién del autofagosoma.

Los resultados de este trabajo indican que LC3 y sus homdlogas, una vez conjugadas al lipido
PEM" inducen por ellas mismas, la agregacion y la mezcla intervesicular de lipidos in vitro. No
podemos olvidar que, sin embargo, in vivo, la funcidn de estas proteinas puede estar regulada
por muchos otros factores, tanto proteicos como lipidicos, asi como por la curvatura de las
membranas donde actuan las diferentes proteinas (18). En este sentido, nuestro siguiente
objetivo es analizar el impacto de la curvatura (diferente tamafio) y la composicion lipidica de

las vesiculas sobre la funciéon de las proteinas.

Es importante destacar que los experimentos de fusién aqui mostrados corresponden a valores
globales de mezcla de lipidos, no pudiendo diferenciar entre fusién completa y hemifusién.
Para poder diferenciar entre ambos mecanismos, debemos llevar a cabo otro enfoque
experimental basado en la eliminacidn selectiva de la fluorescencia de la hemicapa externa de
los liposomas, o basados en la mezcla intervesicular del contenido acuoso de las mismas, lo
que demostraria efectivamente la fusién completa de las vesiculas. De la misma manera,
deberiamos introducir muchos mds controles en nuestros experimentos, como el uso de
agentes bloqueantes del grupo tiol de nuestros proteinas que demuestren que el efecto
observado es efectivamente causado por la proteina unida al grupo maleimida del fosfolipido

PE.

Por otra parte, experimentos de silenciamiento génico de las diferentes homdlogas de LC3
indican que si bien las tres proteinas son esenciales en la formacion del autofagosoma (19),
cada una de ellas parece jugar un papel diferente durante distintas etapas del proceso. Asi,
mientras LC3 estaria implicada en el crecimiento y elongacién del autofagosoma, GATE vy
GABARAP lo estarian en el cierre del mismo. Si bien nuestros resultados no demuestran
diferencias claras en cuanto al mecanismo de accién de las tres proteinas, nos proponemos
marcar las proteinas fluorescentemente y visualizar por microscopia confocal su localizacién
en las membranas de los GUVs durante el proceso de agregacion. Estos experimentos podrian
revelar preferencias puntuales de cada una de las proteinas para localizarse en regiones
concretas del agregado, sugiriendo, por ejemplo, preferencias de curvatura por cada una de las

proteinas.

Diferentes modelos (20) defienden que estas proteinas oligomerizan en la membrana y que la

oligomerizacion entre proteinas situadas en diferentes vesiculas produce el acercamiento de
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estas ultimas provocando su agregacion y su fusidn completa. Para comprobar este
mecanismo nos proponemos analizar la capacidad de cada una de las proteinas aqui
estudiadas para oligomerizar in vitro, utilizando para ello diferentes agentes entrecruzantes,

ampliamente usados en este tipo de experimentos.

Por ultimo, un estudio (21) sefala que el extremo N-terminal juega un papel crucial en los
procesos de fusidn vesicular llevados a cabo por estas proteinas. Para analizar esta region con
mas detalle, llevaremos a cabo mutaciones puntuales en esta regidn y analizaremos la

capacidad de las proteinas mutantes para agregar y fusionar vesiculas lipidicas in vitro.

Dada la complejidad inherente al proceso autofagico, las aproximaciones in vitro, basadas en
proteinas recombinantes purificadas y sistemas modelo de membrana pueden aportar luz

sobre el mecanismo molecular de accién de esta fascinante familia de proteinas.

CONCLUSIONES

e Hemos conseguido obtener de manera recombinante, modificadas en su ultimo
residuo C-terminal, las versiones completas de las proteinas autofagicas humanas LC3,
GATE y GABARAP.

e Las proteinas mutantes se unen al grupo maleimida del lipido modificado PEM".

e Las proteinas unidas al lipido PEM*

inducen, por si solas, la agregacion y la mezcla
intervesicular de lipidos.

e Hemos sido capaces de reconstituir en GUVs el proceso de agregacion por parte de
estas proteinas y la visualizacion de grandes agregados vesiculares por microscopia

confocal.

ANEXO 1: ABREVIATURAS

Atg:  autophagy-related gene (Gen (proteinas relacionadas con la autofagia y
relacionado con la autofagia) numero de referencia)

bIPI: bovine liver phosphatidylinositol
Atg3: Autophagy-related protein 3

Atgd: Autophagy-related protein 4 (Fosfatidilinositol de higado bovino)

Atg7: Autophagy-related protein 7 BSA: Bovine serum albumin (Seroalbimina

Atg8: Autophagy-related protein 8 humana)
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DOPE: dioleoylphosphatidylethanolamine

(Dioleilfosfatidiletanolamina)

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid

(acido etilendiaminotetraacético)

Egg PC: Egg phosphatidylcholine
(fosfatidilcolina de huevo)

GABARAP: GABA(A) receptor-associated
protein (Proteina asociada al receptor del
acido gamma-aminobutirico)GATE-16:
GABA(A) receptor-associated protein-like 2
(protein 2 asociada al receptor del acido

gamma-aminobutirico)

GST: glutathione S-transferase (glutatién S-

transferasa)

GUVs: Giant Unilamellar Vesicles

(Liposomas unilamelares gigantes)

HEPES: 4-(2-Hydroxyethyl) piperazine -1-

ethanesulfonic  acid, (Acido 4,2

hidroximetilpiperazine 1 etalnolsulfénico)

LC3: Microtubule-associated protein 1 light

chain (cadena ligera de la protein 1

asociada a microtubulos)

LUVs: Large Unilamellar Vesicles

(Liposomas unilamelares grandes)

MLVs: Multilamellar Vesicles (Liposomas

multilamelares)

NBD: N-(7-Nitrobenz-2-Oxa-1,3-Diazol-4-yl)

PAS: Pre-Autophagosomal Structure

(Estructura del preautofagosoma)

PE: Phosphatidylethanolamine

(Fosfatidiletanolamina)

PI3P: Phosphatidylinositol 3-phosphate

(Fostatidilisositol 3-fosfato)

POPC: Palmitoyloleoyl
phosphatidylcholine.(Palmitoleilfosfatidilco

lina)

PS: phosphatidylserine(Fosfatidilserina9

Rho: Rhodamine (Rodamina)

RNAase: Ribonuclease (Ribonucleasa)

SDS-PAGE: Sodium  dodecyl sulfate

polyacrylamide gel electrophoresis
(electrophoresis en gel de poliacrilamida

con dodecil sulfato sédico)

SNARE: Soluble NSF Attachment Protein

Receptor. (Receptor del conjunto de

proteinas de fusidon solubles, sensibles a la

N-etilmaleimida)

TCEP: Tris 2-carboxyethyl) phosphine

hydrochloride (Hidrocloruro de TRIS2-

carboxietilfosfina)
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