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INTRODUCCION
Canal Eag |

Los canales Eag | son miembros de la familia de los canales de potasio ether-a-go-go o KCNH,
gue son selectivos al potasio, dependientes de voltaje, no se inactivan y estan implicados en el control
de la excitabilidad celular. Estos canales se expresan prdcticamente en todas las regiones del cerebro
adulto (Gutman G.A., 2005). Son proteinas transmembranales que permiten el paso del ion potasio (K)
a través de la membrana plasmatica de manera selectiva, siguiendo el gradiente electroquimico. Sufren
cambios conformacionales impulsados por cambios del gradiente de voltaje a través de la membrana.
Dichos cambios aumentan la probabilidad de apertura del canal cuando la membrana se encuentra
cerca del potencial de reposo y entonces el K intracelular sale hacia el exterior, hiperpolarizando la
célula. Asi se eleva el umbral para generar nuevos potenciales y se disminuye la capacidad de la célula
para responder a estimulos. Por esta razon los canales Eag | controlan la excitabilidad celular.

Los canales idnicos suelen estar implicados en diferentes enfermedades denominadas
canalopatias, y entre ellas se encuentra el cancer. Los Eag | son unos de los canales implicados en el
crecimiento tumoral, ya que su inhibicién disminuye la proliferacidon de los tumores y su expresion es
muy elevada en estos tejidos (Pardo L.A. y Stihmer W., 2014). Los factores que promueven la mitosis
afectan a las corrientes que pasan por estos canales. Estos factores y la despolimerizacién de los
microtubulos modulan la afinidad del canal por diferentes iones, dejando pasar otros iones ademas del
K*, a través del canal (Urrego D. et al., 2014). En conclusion, los Eag | son unos marcadores tumorales
importantes y su estudio puede ser interesante por su potencial como diana terapéutica y como
diagnéstico.

Estructura

Los canales Eag | estan compuestos por la asociacién de cuatro subunidades, formando de esta
manera tetrameros. Estas subunidades estdn compuestas por 6 segmentos transmembrana (S1-56)
hidrofdbicos en configuracion de hélice-a. Los cuatro primeros segmentos (S1-S4) constituyen el
dominio sensor de voltaje. Entre los segmentos S5 y S6 hay un lazo que forma el poro del canal. También
consta de dos segmentos terminales muy extensos, los extremos N- y C-terminales, que se encuentran
en el interior celular y presentan estructuras multimodulares (Morais Cabral J.H. et al., 1998). Estos dos
extremos tienen un papel crucial en la regulacién de la apertura y cierre del canal, en el ensamblaje y el

trafico del canal a la membrana y en la interaccién con proteinas sefializadoras como la calmodulina.

N-terminal: dominio de unién a la calmodulina (CBD) y dominio PAS

En el N-terminal se encuentran dos dominios importantes. En primer lugar hay un dominio de
unién a la calmodulina (CBD-N) (Ziechner U. et al.,, 2006). La calmodulina (CaM) es una proteina
expresada en células eucariotas que une Ca*". Consta de dos dominios homdlogos formados por dos

conformaciones hélice-lazo-hélice, denominados manos EF, que forman los sitios de unién al Ca**. Esta



pequefia proteina se une a una gran variedad de dianas y es capaz de modular su accion (Villarroel et al.,
2014).

El otro dominio, el dominio PAS, es una secuencia altamente conservada en diferentes canales
de potasio. Parece estar implicado en la regulacion de la apertura y cierre del canal mediante
interacciones con el lazo que se encuentra entre los segmentos transmembrana S4 y S5 (Morais Cabral

J.H. et al., 1998).
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Fig 1. Esquema de una subunidad del canal Eag I. Dominios C- y N-terminales intracelulares con los
dominios reguladores, 6 hélices transmembranales y el poro.
C-terminal: dominio de unién a cNMPs (NBD), CBD y dominio de tetramerizacién (TD)

El extremo C-terminal contiene cuatro dominios reguladores. El primero es el dominio de unién
a nucledtidos ciclicos (NBD) que comparten todos los canales de la familia ether-a-go-go, aunque
estudios realizados demuestran que en Eag | no es funcional, ya que el cAMP o el cGMP no se unen o no
regulan la apertura o cierre del canal (Brelidze T.I. et al., 2009).

Ademas, el canal consta de otros dos dominios de unién a la CaM en el C-terminal (CBD-C1 y
CBD-C2) (Ziechner U. et al., 2006). El CBD-C1 no es capaz de unir CaM, aunque si que podria contribuir
de una manera cooperativa en la unién de CaM al CDB-C2. En cambio, el dominio del N-terminal (CBD-N)
si que es capaz de unir CaM, al parecer con mas afinidad que el CBD-C2 (Gongalves J.T. y Stihmer W.,
2010).

El canal contiene motivos de trenzas-trenzadas (coiled-coils) en el extremo C-terminal. Estos
motivos forman el dominio de tetramerizacion, implicado en interacciones entre proteinas. La secuencia
sigue un patron de aminodacidos hidrofébicos e hidrofilicos que se repite cada 7 residuos, en el que las
posiciones 1 y 4 estan ocupadas preferentemente por residuos hidrofébicos (Lupas A., 1996). La
naturaleza anfipatica de estas estructuras conduce a la multimerizacion del canal. Varios estudios
muestran que este dominio es esencial para el funcionamiento correcto de varios canales de la familia
KCNH (Erg), aunque esto todavia no se ha descrito para el Eag | (Jenke M. et al., 2003).

Inhibicién del canal Eag | mediante Ca**-CaM

El canal Eag | es inhibido casi completamente por Ca** cuando este ion se encuentra en

concentraciones superiores a 150 nM en el interior celular (Standsfeld C.E. et al., 1996). Cuando el Ca**



se une a la CaM, ésta interacciona con los dominios tanto del N- como del C-terminal del canal,
inhibiéndolo. Estudios realizados por mutagénesis en los dominios CBD muestran una disminucion de la
inhibicion mediada por la Ca**-CaM. Lo que todavia esta por resolver es el mecanismo de inhibicién, ya
gue se carece de informacion estructural del canal unido a la CaM (Ziechner U. et al., 2006).

Aunque cada subunidad del canal conste de tres CBD, la unién de la Ca**-CaM a los dominios
CBD-N y CBD-C2 es suficiente para inhibir el canal (Gongalves J.T. y Stihmer W., 2010). La gran
sensibilidad por las concentraciones de Ca®" intracelular, unido a la activacién cerca del potencial de
reposo y a la ausencia de inactivacién, hace que estos canales de potasio sean buenos candidatos para
regular rapidamente la excitabilidad de la membrana cuando se dan cambios de concentracién de Ca®
intracelular (Standsfeld C.E. et al., 1996).
Eag |y Kv7

Los canales Eag | tienen una gran similitud tanto estructural como funcional con los canales
KCNQ, otra familia de canales de potasio. Desde el punto de vista estructural, los dos tienen un extremo
C-terminal muy parecido, ya que los dos constan de al menos de un dominio de unién a CaM y un
dominio de tetramerizacién, formado por el motivo de hélices-trenzadas. En cuanto a la funcién, los dos
canales regulan la excitabilidad celular, permitiendo corrientes de potasio que pasan a través de ellos,
reduciendo asi la capacidad de la célula de crear un potencial de accién. Los KCNQ también se inhiben
por la interaccion con la CaM (Gamper and Shapiro, 2003).

Estudios realizados en el laboratorio han demostrado que estos canales interaccionan con la
CaM y que ésta ayuda a la tetramerizacidn del canal. Para explorar si se trata de un fendémeno general,
y basandonos en la gran similitud de los dos canales, el objetivo de este trabajo es ver cdmo afecta la
unién de la CaM en la tetramerizacion del canal Eag |. Para esto se utilizaran técnicas de fluorescencia
por transferencia de energia (FRET). Aunque cada subunidad del canal consta de tres dominios de unién

a CaM, en este estudio sélo se estudiard el CBD-C2.
OBIJETIVOS

e Conseguir los clonajes, etiquetando el C-terminal con proteinas fluorescentes.

e Expresar las proteinas en las células HEK293T.

e Mediante experimentos de FRET, ver el efecto que tiene la unién de la CaM en la
tetramerizacion del canal Eag | y ver en qué condiciones, con o sin el dominio de

tetramerizacion, se une la CaM al canal Eag |.



MATERIALES Y METODOS

Técnicas de biologia molecular

PCR sencilla

Los oligonucledtidos se disefian incorporando nuevos sitios de restricciéon, y se mandan
sintetizar por la compafia IDT Conda. Para realizar las PCRs se utilizan las polimerasas Expand High
Fidelity (03300242001, Roche), Pfu (600250, Stratagene) y Taq (EP0701, Thermo Scientific). Todos los
fragmentos de PCR se introducen en el vector pGEM-EasyT (23893002, Promega), que estd abierto y
presenta dos timidinas en sus extremos terminales 3’ para facilitar la ligacion de productos de PCR.
Ademas, el producto de PCR se inserta flanqueado por los promotores de las ARN polimerasas T7 y SP6,
que se utilizaran para secuenciar.

Tabla 1. Reaccidn y protocolo de PCR.

DNA H,0 Primers Buffer Expand Polimerasa
(con DMSO y dNTPs) | (Expand)
[0,1 pg/ul] [0,5 ug/ul] | [2,5 mM]
0,4 ul 15,1 ul 0,2pulx2 4l 0,3 ul
Ciclos:

. Temperatura de inicio: 94°C

) Separacién de las hebras de DNA: 95°C, 20 s

. Hibridacién de los oligonucledtidos: 55°C,30s ¢ x 21

° Amplificacién por la polimerasa: 72°C, 1 min

Etiquetar fluoréforos en la region N-terminal

Etiguetas y fluordforos: Para los experimentos de FRET se utilizan las proteinas fluorescentes YFPm con

la mutacion A206K (Ab: 514 nm; Em: 525-530 nm), CFPm con la mutacién L221K (Ab: 438 nm; Em: 450
nm) y Turquoise2 (Ab: 438 nm; Em: 450 nm).

Vectores de expresion: Todas las construcciones se expresan en el vector pcDNA3.1 His/Myc C.

Digestién de fragmentos, purificacién y ligacién: Los ADNs (en Easy-T) se digieren durante 2 horas a 37°C

con las enzimas de restriccion adecuadas. Después, se neutraliza la reaccién con el tampdn de carga 10x
(50 % glicerol, 0,2 M EDTA pH 8, 0,05 % azul bromofenol) y se separa el vector del fragmento mediante
electroforesis en gel de agarosa 1%, en tampodn TBE 1x (para 1 L de TBE 5x: 54 g Tris, 57,5 mL ac. bérico,
20 mL de EDTA 0,15 M pH 8). Como referencia de tamafio se utiliza el marcador de ADN fago lambda
digerido con BstEll (SD0011, Fermentas). Los geles de agarosa llevan bromuro de etidio. Las bandas
correspondientes al vector y al fragmento se extraen del gel y se purifican mediante el kit de purificacidn
comercial Genelet Gel Extraction (K0692, Fermentas). Una vez que el fragmento y el vector estan

purificados, se ponen a ligar con T4 ligasa (Ref: EL0014, Fermentas) a temperatura ambiente O/N.



Tabla 2. Protocolo de digestion.

DNA H,0 Buffer [10X] Enzima
Vector [1 pg/ul]
1ul 16 pl 2ul 2x 0,5 ul
Fragmento [1 pg/ul]
2 ul 15 pl 2ul 2x 0,5 ul
Tabla 3. Protocolo de ligacién.
Fragmento de ADN Vector Buffer de Ligasa [10X] | Ligasa T4
(1 pg/wi] (1 pg/pi] (1 pg/p]
7,5 u 1l 1l 0,5 ul

Transformacién en bacterias E. coli: Las ligaciones se transforman en la cepa bacteriana E. coli BS)

competentes mediante transformacién quimica (Buffer de transformacién TB 2x: 40 mM MgCl,, 20 mM
CaCl,). Las bacterias se siembran en placas de LB con antibiético (soluciones 1000x: Ampicilina 100
mg/ml) y se incuban a 37°C hasta que aparecen colonias.

Extraccién y cuantificacién de ADN: Para realizar minipreps, cada colonia se pica de la placa a un tubo

ventilado que contiene 3 ml de LB/antibidtico (1:1000) y se deja crecer en agitacién O/N a 37°C. Se
cogen 2 ml de cultivo y se procede al siguiente protocolo: (1) dar un spin al maximo; (2) resuspender el
pellet en TE 1X (TE 10X: 100 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM EDTA); (3) lisis alcalina de la suspension de
bacterias (0,2 M NaOH/ 1 % SDS),; (4) neutralizacién (3 M acetato potésico, 5 M ac. acético); (5)
separacion de proteinas de lipidos mediante extraccion con fenol/cloroformo (25:24); (6) recuperar la
fase acuosa y transferirla a un nuevo tubo; (7) precipitar el ADN con isopropanol; (8) lavar con etanol 70
% y resuspender con TE 1X ARNasa. Con este protocolo se obtiene una concentracion de ADN de,
aproximadamente, 1-2 pg/ul.

Técnicas de experimentacion con células de mamifero

Mantenimiento de la linea celular HEK293T

La linea celular HEK293T crece en monocapa y es adherente. Su tiempo generacional es de 20-24
horas y posee el origen de replicacién del SV40 (pcDNA3.1). Una vez transfectadas se generan nuevas
copias del plasmido y en consecuencia aumenta la produccién de proteina. La linea celular se mantiene
en medio DMEM (D6429, Sigma), suplementado con aminoacidos no esenciales (M7145, Sigma) y un 10
% de suero fetal bovino (FBS, Lonza) en incubadores a 37°C, 5 % CO,, O, atmosférico y humedad relativa
del 95 %. Cuando las células alcanzan el 80-90 % de confluencia, se realiza un lavado de la monocapa

con tampon de disociacion (13151, Gibco Invitrogen). Después se levantan y disgregan las células con 3



mL de una mezcla de Tripsina-EDTA (25300, Gibco Invitrogen) y tampdn de disociacidn (razén 1:2). Se

resiembra a la dilucidon deseada en el medio DMEM.

Siembra de células para microscopia

(1) Segun el numero de grupos, por cada placa Petri de 35 mm se coloca un cubre de 25 mm de
diametro; (2) éste se trata con poli-L-lisina (P1524-100, Sigma-Aldrich) y se deja incubar 15 min en luz
UV para esterilizar la placa y tratar el cubre; (3) se recicla la poli-L-lisina y se lava cada placa 3 veces con
2 mL PBS por pocillo; (4) se afiaden células previamente levantadas con una mezcla de 1,5 mL
tripsina/buffer de disociacidon (1:2) y también medio segin su confluencia hasta llegar a 2 mL de

volumen.

Método de transfeccidn

Los ADNs utilizados para transfectar las células se extraen mediante midipreps a partir de 100 ml
de cultivo (Genopure Plasmid Midi Kit, 3143414, Roche). EI ADN se cuantifica en el NanoDrop 2000.

En estos trabajos se ha utilizado el método de transfeccion mediante polietilenimina (PEIl, Ref:
23966-2, PolySciences 2gr). Se utilizan placas de 35 mm. En un tubo se prepara una mezcla con 4,8 ul de
PEI por Uug de ADN a transfectar y se lleva hasta 50 pL con NaCl 150 mM y se incuba a temperatura
ambiente 15 min. De mientras, en otro tubo, se prepara el ADN a transfectar con NaCl 150 mM hasta 50
pL. Una vez pasados los 15 min, se mezcla el contenido de los dos tubos, se le da un bortex bajo y se
deja incubando 30 min. Después se aspira el medio y se pone 1 mL de medio fresco con gentamicina
(1:1000) y finalmente se afiade la mezcla de PEl y ADN. Al cabo de 6 horas de incubacién se cambia el
medio de las células (2 mL de medio nuevo con antibidtico).

Estudios por microscopia confocal

Las células se transfectan 48 horas antes del experimento con las proteinas fusion. La
adquisicion de imagenes se realiza con en el equipo Nikon TE2000-U (Nikon, Melville, NY, USA) con un
detector espectral Nikon D-eclipse Cl Si y el programa informatico EZ C1 3.80 software (Nikon). Los
experimentos se realizan con el objetivo x60 de inmersién en aceite con una apertura numérica de 1,45.
Las imdgenes se capturan con el pinhole abierto, lo que se corresponde con un didmetro de 150 um. En
este equipo se toman 32 imagenes simultaneas a distintas longitudes de onda de emisién entre 450 y
610 nm, con intervalos de 5 nm, cada fotomultiplicador detecta un intervalo y a partir de ahi se

construye una imagen combinando la emisidn captada en todos los fotomultiplicadores.

FRET (F6rster Resonance Energy Transfer)
Es un fendmeno de transferencia de energia entre dos fluoréforos descrito por primera vez en
1946 por Theodor Forster. Esta transferencia estd determinada por 3 condiciones: (1) la distancia entre

los fluoroforos tiene que ser menor de 100 nm; (2) la orientacidn de los dipolos tiene que ser adecuada



y (3) el solapamiento espectral entre la emisién del donador y la absorcién del aceptor. Si todo se

cumple, al excitar el donante (CFPm), se obtendrd sefial no sélo azul sino también del aceptor (YFPm).

Obtencién y tratamiento de datos

Obtencién de datos: Primero se excita la muestra con el laser de 408 nm (laser al 100 %) y después con

el de 488 nm (laser al 10 %). Para obtener una imagen se hace una media de 20 fotografias, de modo
que la relacién sefal:ruido aumenta de manera considerable. Se emplea el programa EZ C1 3.80.

Tratamiento de datos: Las imagenes tomadas necesitan un procesamiento, el unmixing o separacion de

espectros para aislar la sefial correspondiente a cada fluoréforo. Después cada imagen se analiza con el
software Imagel (Versién WCIF, National Institutes of Health, USA). Se escoge un area de cada célula
gue presente una distribucién homogénea de la fluorescencia y se mide la intensidad de cada canal.

Célculos de FRET: En cada campo se selecciona un drea del fondo para después restar éste valor a la

medida de intensidad de cada célula. Después se hace una correccién en la que se elimina la emision de
amarillo que se produce por excitacion directa de YFPm a 408 nm. Basandose en experimentos
anteriores del laboratorio, se calcula la proporcion de emisién de YFPm excitada a 408 nm comparada
con la emisidn de YFP nm excitada a 488nm. Para esto se resta al valor de amarillo obtenido a 408 nm el
3.1 % de amarillo a 488 nm.

La relacion de FRET es la division de la sefial de amarillo obtenida indirectamente mediante FRET
al excitar a 408 nm dividida por la sefial de azul. Cuanta mayor sea la relacién mas transferencia de
energia ocurre entre ambos grupos de moléculas, por lo que se deduce que la interaccién entre ambas

es mas probable.



RESULTADOS
Primero se contruyeron los diferentes clonajes que luego serian utilizados para los experimentos

de FRET:

Cspd5 | Sall Hind Il Nco |
L e

Nhe | Bam HI Konl Neol
Sall Sall Hind Il Nco |
[ coocadeces
Nhe! Ngel Bam HI Kpnl Negl
Cspd5 | Hind Il Sal | Hind Il Nco |
—r1— YFPm —l CBD-C2deEagl
Nhe | Bam HI Konl Ncol
Cspd5 | Sall Hind Il Nco |
_|_|_=_r CBD-C2deEagl — TDdeEagl —L—L |
Nhe | Bam HI Kenl Neol

CspdS| Hind Il Sall Hind Il Nco |
—1— YFPm —l; cBD-C2deEagl - TDdeEagl L L
Nhe | Bam HI Kpnl Neol

Fig 2. Clonajes. Contienen las proteinas fluorescentes (CFPm, Turquoise y YFPm) y el dominio de unién a la
calmodulina del C-terminal (CBD-C2) o el CBD-C2 y el dominio de tetramerizacion (TD). Estan indicados
también los puntos de corte de diferentes enzimas de restriccion.

PCRs

Para conseguir los clonajes (Fig 2.), primero se hizo una PCR para amplificar los fragmentos del
DNA del canal (proporcionado por Pardo L.A.). Se amplificaron, por una parte, sélo el dominio de unidn a
la calmodulina (CBD) vy, por otra parte, CBD y el dominio de tetramerizacién (TD). Cada fragmento es de
750 y 950 pb respectivamente, con lo que en el gel de agarosa se deberian ver las bandas
correspondientes a dichos tamafios. Debido a problemas con las PCR, se realizaron con diferentes

enzimas y en diferentes condiciones (Fig 3.).

Fig 3. Gel de agarosa con los productos de las PCR. 1) amplificado de CBD (750 pb) con la enzima Expand y
sin DMSO. 2) amplificado de CBD con Expand y DMSO. 3) amplificado de CBD con la enzima Pfu y sin DMSO.
4) amplificado de CBD con Pfu y DMSO. 5) marcador A. 6) amplificado de CBD+TD (950 pb) con Expand y sin
DMSO. 7) amplificado de CBD+TD con Expand y DMSO. 8) amplificado de CBD+TD con Pfu y sin DMSO. 9)
amplificado de CBD+TD con Pfu y DMSO.



En el gel (Fig 3.) se ve que todas las PCRs (excepto la calle 7) se han amplificado y muestran el
tamafio correcto.

Después, se puso a ligar el producto de PCR conseguido (con Expand y sin DMSO, Fig 3. calles 1y
6) con el vector Easy-T O/N. Se transformaron las bacterias E. coli con el ligado y se chequearon los ADNs
con la enzima EcoR |, que corta a los dos lados del inserto, dando de esta manera dos bandas, la del
inserto de interés y la del Easy-T.
Digestiones

Se eligieron los ADNs que dieron positivo en el chequeo, los que contenian el inserto, y se
digirieron con las enzimas BamH | y Kpn |, con las que se prepararia el inserto de interés para ligarlo con
los vectores que contenian las proteinas fluorescentes (CFPm, YFPm y Turquoise). Una vez digerido, se
purificé la banda del inserto, que contenia el CBD y CBD-TD (Fig 4.). Los vectores que contienen las
proteinas fluorescentes estaban previamente digeridos con las mismas enzimas, con lo que se pusieron

a ligar con el producto de la purificacion de las bandas.

1 2 3 4

Fig 4. Gel de agarosa con las digestiones de Easy-T. 1) marcador A. 2 y 3) digestion con BamH |y Kpn | y
purificacion de la banda que contiene el CBD+TD (950 pb). 4) digestion con BamH | y Kpn | y purificacién de la
banda que contiene el CBD (750 pb).

Una vez dejado a ligar los vectores con los fragmento O/N, se chequearon las ligaciones con los
enzimas Hind Il y Sal | (Fig 5.). Los clonajes que contienen la YFPm y la CFPm se chequearon con Hind I,
que corta después de la proteina fluorescente y después de CBD o de TD (Fig 2.), dando asi unos
fragmentos de 750 pb y 950 pb aproximadamente. Los clonajes con Turquoise se chequearon con Sal |,
que corta antes de la proteina fluorescente y después de CBD y TD (Fig 2.), dando asi unos fragmentos

de 1450 pb y 1650 pb aproximadamente.

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13

;no;..‘uﬁni z...
= S

e

Fig 5. Gel de agarosa con los chequeos. 1) digestion de CFPm-CBD-TD. 2) digestion de CFPm-CBD. 3)
digestion de YFPm-CBD-TD. 4, 5, 6 y 7) digestién de YFPm-CBD. 8) marcador A. 9) digestién de Turquoise-
CBD. 10, 11, 12 y 13) digestién de Turquoise-CBD-TD.
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Los resultados muestran que los clonajes estan construidos adecuadamente, ya que en todas las
calles estan las bandas esperadas (excepto en la calle 11, que aparece una banda de un tamafo mas
pequefio).

Estudios de FRET

Por ultimo, se cotransfectaron las células con diferentes construcciones (todas insertadas en el
vector pcDNA3.1 His-Myc C) para después realizar estudios de FRET con estas células. Se hicieron

diferentes grupos:

1. CFPm-Eag | CBD + YFPm-CaM

CFPm-Eag | CBD-TD + YFPm-CaM

CFPm-Eag | CBD-TD + YFPm-Eag | CBD-TD
CFPm-Eag | CBD-TD + YFPm-Eag | CBD-TD + CaM
CFPm-Eag | CBD + YFPm-Eag | CBD

CFPm-Eag | CBD + YFPm-Eag | CBD + CaM

ouAWN

En todos los grupos la expresién de las proteinas no fue adecuada, ya que la proteina no tenia
una localizacién homogénea en las células y las células no presentaban una morfologia apropiada. Aun
asi, se cuantificd el nivel de fluorescencia de las células, seleccionando las dreas donde la proteina se
encontraba repartida mas homogéneamente.

Unidn de la CaM al extremo C-terminal del canal Eag |

0.5

O o

0,4 O CBD
Ob C“D O YFPm
@ crPm

03 o?".o 651.% 3 M

014

0.0

— :
1 2

Grupos

Fig 6. Ratio YFPm/GFPm de los diferentes grupos excitados a 408 nm. 1) CFPm-CBD + YFPm-CaM 2) CFPm-
CBD-TD + YFPm-CaM.
En los dos primeros grupos el objetivo era ver la unién de la CaM al canal. En estos grupos la
relacién de entre los dos fluoréforos es aproximadamente nula. Esto muestra que la YFP-CaM no adopta
la configuracién para generar FRET, ya porque no se una al C-terminal de Eag |, o porque la orientacion

de los fluoréforos una vez se forma el complejo no es adecuada, ni en ausencia ni presencia de TD (Fig

6.1y 6.2).
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Efecto de la union de CaM en la tetramerizacion del canal Eag |

* m Om™
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Fig 7. Ratio YFPm/GFPm de los diferentes grupos excitados a 408 nm. 3) CFPm-CBD-TD + YFPm-CBD-TD 4)
CFPm-CBD-TD + YFPmM-CBD-TD + CaM 5) CFPm-CBD + YFPm-CBD 6) CFPm-CBD + YFPm-CBD + CaM. Las flechas
indican la transferencia de energia.

En los ultimos cuatro grupos el objetivo era ver si el canal tetramerizaba y qué efecto tenia la
CaM en esta tetramerizacidn. En estos grupos, la relacion YFPm/GFPm no es nula, con lo que se puede
decir que existe una interaccién entre las subunidades del canal. Esta interaccidon es mas evidente entre
las subunidades que carecen de TD (Fig 7.3 y 7.5). Ademas, en los grupos 4 y 6 disminuye la relacion
YFPm/CFPm respecto a los grupos 3 y 5 (Fig 7.3, 7.4, 7.5 y 7.6). Esto quiere decir, de no existir ningtn

problema técnico, que la CaM impide o dificulta la interaccion entre las subunidades del canal.

Colocalizacion de CaM en presencia del canal Eag |

Fig 8. Imagenes de microscopia confocal. Emision de células cotransfectadas con CFPm-CBD-TD + YFPm-CaM
A) Excitacion a 408 nm. Emisién de CFPm. B) Excitacion a 488 nm. Emisidon de YFPm. C) Imagen superpuesta de
la emisién de CFPm y YFPm. Las regiones en amarillo se corresponden a la emisidn de los dos fluoréforos.

Las imagenes del microscopio de los dos primeros grupos muestran que hay una colocalizacion
intracelular de la CaM cuando se cotransfecta con el canal, ya que la YFP-CaM sdélo se encuentra en
algunas regiones de la célula (Fig 8.C), que podrian corresponderse con el aparato de Golgi. Este
fendmeno es mas evidente en el caso en el que el canal contiene el dominio de tetramerizacion. Esta

colocalizacién sugiere que la CaM interacciona con el canal, ya que en estudios anteriores del
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laboratorio en los que se utilizd la misma construccién de YFPm-CaM mostraba una expresién
homogénea en toda la superficie celular. En otras palabras, el cambio de la distribucion intracelular solo

se observa en presencia del CBD de Eag I.
DISCUSION

Los objetivos principales de este trabajo eran ver si la CaM interaccionaba con el C-terminal del
canal y observar el efecto que producia la calmodulina en la tetramerizacion del canal. Por esta razén se
estudiaron los canales con y sin el dominio de tetramerizacidn y en condiciones normales o elevando los
niveles de calmodulina.

Unidn de la CaM al extremo C-terminal del canal Eag |

Los resultados obtenidos mediante la cuantificacion de fluorescencia de las células muestran
relaciones YFPmM/CFPm aproximadamente nulas, sugiriendo que la CaM no se une al canal ni en ausencia
ni en presencia del dominio de tetramerizacion (Fig 6.1 y 6.2). Esto no se corresponde con los resultados
obtenidos en el laboratorio con los canales Kv7, en los que se demuestra que la CaM es capaz de unir el
C-terminal de éstos con y sin el dominio de tetramerizacidon. Estudios realizados por otros grupos
muestran que si hay interaccion entre la CaM y Eag | (Gongalves J.T. y Stiihmer W., 2010). También
sabemos que la CaM inhibe el canal cuando esta unida a Ca’" (Ziechner U. et al., 2006). Ademas, la
presencia del canal hace que la localizacién celular de la CaM varie y adopte una localizacidon que podria
corresponderse a Golgi (Fig 8.B y 8.C) sugiriendo una interaccién entre las dos proteinas. En otros
experimentos del laboratorio la misma construccién de CaM etiquetada siempre ha mostrado una
expresion homogénea en toda la superficie celular. Esto quiere decir que la presencia del C-terminal del
canal afecta de alguna manera a la localizacién de la CaM, lo que requiere de una interaccidn entre las
dos proteinas, que podria ser indirecta, explicando asi la falta de transferencia entre los dos fluoréforo.
Ademads, existen otras razones, tales como orientacion inadecuada o distancia excesiva de los
fluordforos, por las que FRET no se manifiesta aunque se forme el complejo. Para comprobar esto habria
que etiquetar la CaM en el otro extremo y ver si de esta manera se consigue la transferencia de energia
entre los dos fluordforos.

Como se ha mencionado anteriormente, para que la CaM interaccione con el C-terminal del
canal es necesario que ésta esté unida a Ca®". Al no haber elevado la concentracién de Ca** intracelular,
asumimos que la calmodulina sobreexpresada no se hallaba calcificada y por ello no estaba disponible
para unirse al C-terminal del canal Eag | de manera adecuada. Para comprobar si es la falta de Ca** lo
que impide o dificulta la interaccién, habria que elevar los niveles de Ca”* y observar si en estas
condiciones se da el fendmeno de FRET.

Efecto de la unidon de CaM en la tetramerizacion del canal Eag |

En los datos se observa una disminucién de la relacion YFPm/CFPm en la interaccidn entre

subunidades del canal tanto en presencia del dominio de tetramerizacién como sin él cuando se
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sobreexpresa CaM (Fig 7.3, 7.4, 7.5 y 7.6). No hay ningun estudio anterior que demuestre lo contrario,
pero sabemos que en los canales Kv7 cuando se sobreexpresa CaM aumenta la relacién YFPm/CFPm,
sugiriendo una mayor interaccion entre las subunidades del canal. Basdandonos en estos resultados y
teniendo en cuenta la similitud que tienen con los Eag |, los resultados de este trabajo no eran los
esperados.

Hay que tener en cuenta que habia una expresion excesiva del dominio del canal etiquetado con
YFPm en los ultimos cuatro grupos. Esto puede hacer que la relacion YFPm/CFPm obtenida se dé por
excitacion directa de YFPm a 408 nm y no porque ha habido una transferencia de energia entre los
fluoréforos. Con lo que no se puede asegurar que las relaciones YFPm/CFPm mas altas (Fig 7.3 y 7.5) se
correspondan con interacciones reales entre las subunidades del canal.

Por ultimo, hay que mencionar que la expresion del dominio del canal y de la CaM en la célula
no fueron éptimas, ya que la fluorescencia en las células no era homogénea, y que la morfologia de las
células en todos los casos presentaba aberraciones. Esto muestra que no estaban en un estado
metabdlico normal, y puede que las interacciones entre proteinas no fueran las que sucederian en un
estado saludable de las células. Todos estos problemas hacen que los resultados obtenidos puedan no
ser representativos de lo que ocurre en células con niveles de expresién moderados.

Para conseguir unos resultados mas fiables habria que hacer algunas correcciones al trabajo
realizado hasta ahora. Habria que optimizar la transfeccién, disminuyendo la cantidad de ADN
transfectado a las células para reducir los niveles de expresidn, y ver si asi el estado de las células es mas
compatible con morfologias celulares tipicas. Para esto habria que hacer algunas pruebas hasta
conseguir las concentraciones de ADN a transfectar con las que los dos fluoréforos se expresen a
concentraciones similares y que las células muestren una morfologia normal. Una vez conseguido esto,
habria que volver a repetir los estudios realizados hasta ahora, probando también a elevar las

concentraciones de Ca** intracelulares para ayudar a la interaccién de la CaM con el canal.
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