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MUTACIONES GENETICAS

LA PROTEINA MUTADA SE PLIEGA MAL Y SE AGREGA
SE ALTERA SU PROCESAMIENTO
ACUMULACION
Y/O PROTEOLISIS
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Via secretora: El reticulo

Inicio de la via secretora.

Red tubular de cisternas y séaculos.

Reticulo rugoso (RER) y liso (REL).

Sintesis y control de calidad de proteinas, sintesigpdios y
almacenamiento de &a

Via secretora: EI complejo
de Golgi

Cis Face

Organizador del trafico intracelular.
Situado en una posicion central en las células de faemi
Pila de saculos aplanados.

El cargoentra por la caraisy sale por la carians.
Procesamiento de proteinas y lipidos.

Distribucién final de lipidos y proteinasgdns-Golgi-network, TGN)
Distribucion inicial de cargo (ERGIC/IC/VTCs)




endosomasy
lisosomas

Alteraciones hereditarias que se producen en la magaria
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del trafico intracelular de membranas:

En el sistema de control de calidad del RE

En el reclutamiento del cargo y en la biogénesis de
vesiculas de transporte

En las proteinas Rab, en otras GTPasas y proteinas
asociadas

En el citoesqueleto y sus proteinas asociadas

En el reconocimiento, acoplamiento y fusion de las
vesiculas de transporte
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En las proteinas Rab, en otras GTPasas y proteinas
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Romisch, Traffic 2004; 5: 815 C :
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Schilein, Rev. Biochem Pharmacol 2004, 151:45
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(2) Envio e insercion de proteinas de membrana ehRE: topologias
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Una vez la topologia de las proteinas de membranaeda establecida,
se mantiene a lo largo de toda la via secretora

(2) Plegamiento de proteinas y chaperonas: QCS

- Las proteinas se pliegan durante o después de sséncién en el RE

- El plegamiento es facilitado y/o comprobado por éDCS

- Sélo las proteinas correctamente plegadas parteredRE

- Las proteinas mal plegadas permanecen retenidas ehRE, transportadas al
citoplasma y sometidas a proteolisis (sistentaRAD, ER-associatedlegradaj

El CQS en el RE esta mediado por:
2.1.Chaperonas asisten en el plegamiento normal y en la retencide las mal plegadas
2.1.2. Cléasicas: union a proteinas desplegadas (BiBRPs)
2.1.3. No clasicas fctin-like chaperonesunién a proteinas N-glicosiladas
2.2.Control de calidad basado en sefalgsignal-based QE RXR




Tres reglas basicas sobre las chaperonas:

@ Distintas proteinas emplean distintas chaperonasita variabilidad de uso

@ Siuna chaperona esta inactivada, otra puede ocupau lugar

@ La utilizacién de un tipo de chaperonas u otras en{glicoproteinas depende de
donde se situen los sitios de N-glicosilacion

El QCS no se da solo en el ER si no también en éR&IC/IC/VTCs

Funcién: concentrar proteinas de la via secretora

participar en el QCS

antergrado Mutantes ts del VSV-G
Mutante F508 del CFTR (fibrosis cistica)
Subunidades del receptor del antigeno T (TCR)

Implicacion de la secuencia KDEL en BiP (COPI)

retrogrado
Implicacion de la proteina ERGIC-53 (ectin-like protein)

ERGIC-53

ERES: ER exit sites

Implicaciones clinicas del QCS

ENFERMEDADES CONFORMACIONALES :
Aquellas producidas por mutaciones en genes que dfican
proteinas solubles o de membrana que les comportam mal plegamiento
y por tanto son reconocidas por el QCS y retenidastracelularmente

Enfermedades que implican defectos en Enfermedades en donde los estudigs
el trafico y/o en los componentes del QCS | del trafico de membranas y sus
- componentes  moleculares  hap
Fibrosis cistica permitido un mejor conocimiento

Retinitis pigmentosa sobre los mecanismos de herencla
Hipercolesterolemia familiar dominante-neaativa
Deficiencia congénita de la sacarasa-isomaltasa 9

Hemocromatosis hereditaria Sindrome de Charcot-Marie-Tooth

Albinismo oculocutéaneo . L
Sindrome de Laron Sindrome congénito del QT largo




FIBROSIS CISTICA

Autosdmica recesiva

Clinica:

Obstruccién pulmonar crénica e

insuficiencia pancreatica. Produccién

excesiva de moco

Causa:

Mutaciones en el ge@BFRP(canal de

cloro regulado por el AMPc). Proteina

Tipo 1l (1482 aa).

Mutaciones conocidas:

1291 y clasificadas en 6 grupos.

Clase 2: aquellas que comportan un procesamiento
y tréfico anormal de la proteina. 70 % de pacientes
Mutacion F508 (deleccion de tres pares de bases en
la secuencia que codifica el ler sitio de uniGAMPC)
Proteina incompleta y retenida en el ER.

QCS: calnexina 'y Hsc70/Hdj-2 y RXR (ER y ERGIC)

RETINITIS PIGMENTOSA

Autosémica dominante

Clinica:

Atrofia de la retina, depdsito de pigmento
y reduccién de vasos sanguineos. Alteracion
inicial de bastones y luego de los conos.
Ceguera progresiva

Causa:

Mutaciones en el gen de la rodopsina.
Esencial en la via de transduccion para
convertir la luz en sefial électrica.
Hiperpolarizacion membrana.

Proteina tipo 11l (349 aa)

Mutaciones conocidas:

Mas de 150. Acumulan RP en el ER y

la via secretora temprana.




APROXIMACIONES FARMACOLOGICAS PARA CORREGIR
LAS ALTERACIONES ASOCIADAS AL QCS
OBJETIVO: SUPERAR EL QCS

Chaperonas quimicas: mejoran el plegamientl)
mediante interacciones no especificas
Mutantes CFTR F508, AQP2al-antitripsina:

Desarrollo de sustancias que | | TE0H E R UEN TS muy afes
—{ favorezcan el plegamiento |/ ' Y

correcto de la proteina mutada

Chaperonas farmacoldgicas: afiadir un ligando

O un péptido durante el proceso de plegamiento
del mutante que mantenga la conformacién correct
Mutante CFTR F508: CPX (se une con alta afinida
Al primer sitio de unién de nucleétido)

Desarrollo de sustancias que eviteh
la interaccion del QCS con las Farmacos que inhiban proteinas que
R proteinas diana reconozcan sefiales de retencién como
(QCS es sobreprotector al retener — | KDEL.
mutantes funcionales) Acido acetilsalicilico inhibe especificamentg
lazona de reconocimiento de BiP. Rescata
proteinas retenidas en el ERGIC

Acumulacion de proteina mutante mal plegada:
activacion de las vias de respuesta al estrés:
sistemas UPR y EOR. Respuesta inflamatoria.

Incremento de sintesis de chaperonas y proteing
del tréfico intracelular secretor
Si fallan: se induce apoptosis

Chaperonas farmacoldgicas: afiadir un ligando
\ 0 un péptido durante el proceso de plegamiento

del mutante que mantenga la conformacién correct
Mutante CFTR F508: CPX (se une con alta afinida
al primer sitio de unién de nucleétido)

RoOmisch, Traffic 2004; 5: 815




Alteraciones hereditarias que se producen en la maqaria
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del trafico intracelular de membranas:

En el sistema de control de calidad del RE

En el reclutamiento del cargo y en la biogénesis de
vesiculas de transporte

En las proteinas Rab, en otras GTPasas y proteinas
asociadas

En el citoesqueleto y sus proteinas asociadas

En el reconocimiento, acoplamiento y fusion de las
vesiculas de transporte

EL TRANSPORTE VESICULAR: PRINCIPIOS BASICOS

3. Proteinas Rab, otras
GTPasas y proteinas

asociadas
3. Citoesqueleto y
proteinas asociadag
4. Reconocimiento,
acoplamiento
y fusién
2. Reclutamiento del cargo de vesiculas

y biogénesis de vesiculas

Adaptado de Gisseny Maher, J Med Gent 2007, 44:545
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2. Patologias producidas por el reclutamiento delazgo y la biogénesis vesicular

RECLUTAMIENTO DE CARGO:
LIGANDOS Y RECEPTORES
(p23/p24; KDELr; ERGIC-53)

Debido a mutaciones éERGIC-53(LMAN1)
Se producen deficiencia de factores de coagulacion
y VIIL.

Ausencia d&ICFD2 produce la deficiencia de
multiples factores de coagulacién 2 (MCFD2)..

ERGIC-53 y MCFD2 interaccionan para
transportar factores de coagulacion desde el ER
al aparato de Golgi

2. Patologias producidas por el reclutamiento delacgo y la biogénesis vesicular

BIOGENESIS VESICULAR:
SISTEMAS COP| y COP I,
CLATRINA , PROTEINAS
ADAPTADORAS Y OTRAS
PROTEINAS ASOCIADAS

Caracteristicas comunes de las
proteinas de cubierta:
Deforman membranas

Tienen proteinas asociadas al
cargo que reconocen sefiales
(aa, acidos grasos saturados,
Carbohidratos, dominios lipidicof)
Necesitan GTPasas de bajo pm
Proteinas de fision
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2. Patologias producidas por el reclutamiento delazgo y la biogénesis vesicular

BIOGENESIS VESICULAR:
SISTEMAS COPI'Y COP I,
CLATRINA , PROTEINAS
ADAPTADORAS Y OTRAS
PROTEINAS ASOCIADAS

Classical COPI-mediated vesicular transport

2. Patologias producidas por el reclutamiento delacgo y la biogénesis vesicular

BIOGENESIS VESICULAR:
SISTEMAS COP| Y COP Il
CLATRINA , PROTEINAS
ADAPTADORAS Y OTRAS
PROTEINAS ASOCIADAS
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Implicaciones clinicas del sistema de proteinas debierta COP y /=i

Neuropatologia motora progresiva
y atrofia cerebelar

AutosOmica recesiva

Scyl-1 mutada (proteina cinasa)

Autosdmica dominante

Osificacion retrasada, hipopigmentacion y
cataratas

Retencidon de colageno | en el RE

Mutacién sin sentido F328L en SEC23A
(COPII)

Implicaciones clinicas del sistema de proteinas de '« C Oy clatrina

Autosdmica recesiva
Mutaciones en las subunidades de APS—— | Problema en la biogénes
Mutaciones en al menos 8 genes (varios tipos) de organulos relacionadg
Albinismo oculocutaneo y tendencia a sangrar con los lisosomas:
Melanosomas, ranulos
secretores de plaquetag
cuerpos lamelares de lo
alveolos tipo Il, granulos
liticos de los linfocitos T
citotéxicos y células killer

n n
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3. Patologias producidas por defectos en protein&ab y otras asociadas a las mismas

Pequefias GTPasas de la superfamilia de Ras
Se conocen unas 60
Ciclo de activacion/inhibicién:
Activadas (unidas a GTP)
Inactivadas (unidas a GDP)
Secuestradas citoplasma (unidas a GDI)
Asociadas a membrana en estado GTP
(requieren isoprenilacion)

3. Patologias producidas por defectos en las profgis Rab y otras asociadas a las mismas

Sindrome de Griscelli (GS)
Autosdmica recesiva
Clinica:
Hipopigmentacion de la piel
Pelo con brillo gris-plata
Grandes placas de pigmento en

el tallo del cabello
Melanosomas acumulados en el

de la célula (melanocito)
Alteraciones neuroldgicas y linfos T
Transplante médula 6sea es curativo
Causa:
Mutaciones en el gen de Rab27A
y proteinas que interaccionan con ella.
Segun el gen alterado tendremos un
tipo u otro de GS:
GS tipo Il: Rab27A
GS tipo lll: MLPH (melanophilin)
GS tipo I: MYO5 (motor Myo5A)
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3. Patologias producidas por defectos en las probteis Rab y otras asociadas a las mismas

Rabs en infecciones virales y bacterianas
Fagocitosis (macrofagos) destruye bacterias

Formacién de fagosomas y fusién con lisosomas: fsggmas
(liberacién de toxinas que destruyen los patégenos)

Listeria monocytogenesinhibe expresién de Rab5a en macréfagos infectados
La sobreexpresion de Rab5a en macréfagos infectad@sahpatdégeno.

Salmonella:la proteina SopE del sistema de secrecion Il (GERB8liza Rab5
en el fagosoma

Virus de la hepatitis C (HCV): expresa un proteina activadora de Rabl que faeilégasamblaje
del virus.

Los parésitos tienen tendencia a reclutar proteinaRab de la via endocitica para evitar o retrasar
la formacién de compartimentos proteoliticos de la&ula huésped

4. Patologias producidas por defectos en el citoeseto
y/o en sus proteinas asociadas

Microtlbulos Algunos motores

Tréfico intracelular
Posicionamiento CG
Presentan polaridad
Distribucion radial

Microfilamentos

Morfologia celular
Tréfico intracelular
Presentan polaridad

Filamentos
intermedios

Morfologia celular
Contactos célula-célula
Contactos con matriz extracelular

15



4. Patologias producidas por defectos en el citoesieto
y/o en sus proteinas asociadas

Wozniak and Allan, http://www.ncbi.nim.nih.gov/boolefibr.fcgi?book=eurekah&part=A74053

4. Patologias producidas por defectos en el citoeseto
y/o en sus proteinas asociadas

La mayoria de estas alteraciones causan neurodeges&on

Paraplegias hereditarias (HSPs):

sindrome de TroyerAutosémica recesiva Transporte axonal anterégrado
Otras HSPs son autosémicas dominantes
Clinica:

Degeneracion progresiva de las zonas
distales de las neuronas espinales en el
tracto corticoespinal. Axonopatia retrograda P
Disfunciones cognitivas y atrofia cerebelar Transporte axonal retrégrado
y del cuerpo calloso

Media de edad 20-39 afios

Causa:

Mutaciones en el geBPG4que codifica

la espatinagpastir). ATPasa tipo AAA que

interacciona con MT. Regula MTs ya que es

homolaga a la MT-severing protein katanin

(mantenimiento del axén)
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4. Patologias producidas por defectos en el citoesieto
y en las proteinas asociadas al mismo

Patologias asociadas a proteinas motoras de la stfpenilia de la cinesinas (KIFs)
Familia de proteinas muy variable en su estruaxcapto en su dominio motor.

Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth de tipo 2(CMT)

Clinica:

Grupo de enfermedades clinica y genéticamentelygieen que afecta a los nervios periféricos
y que comporta debilidad y atrofia musculares, ig@rdensitiva y de reflejos en los tendones.
Tipos:

CMT-1(desmielinizante)

CMT-2 (axonal)

Causa:

Mutaciones en el geikIF1B.

Transporte anormal de precursores de vesiculagtsiasa

4. Patologias producidas por defectos en el citoesieto
y en las proteinas asociadas al mismo

Patologias asociadas con los microfilamentos y protes asociadas:

Ataxia espinocerebelar de evolucion lenta (SCAS5; Ataa de Lincoln o Ataxia de Holmes)

Ataxia cerebellar asociada &S8YNE-1,ataxia de tipo 1 (ARCA1)

Autosdmicas dominantes

Clinica:

Pérdida de células de Purkinje

Descoordinacién de manos, brazos y piernas.

Pérdida de equilibrio al pernacer de pie y al aydar \
habla dificultosa (disartia)

Causa

Mutaciones en el geBPTN2que codifica para espectrifdH

Proteina localizada en el aparato de Golgi que utieaag dineina-dinactina a vesiculas de transporte
Mutaciones en el geBYNE-Ique codifica para Syne-1, proteina que une espagtriambién se localiz
el aparato de Golgi y en la envoltura nuclear.

Ill-spectrin GM130 Merge

Salcedo y Egea, 2009, sin publicar Lucio et al., MBC 2003, 14:2410
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5. Patologias producidas por alteraciones en el gdamiento y/o fusion de vesiculas

Familia de proteinas SNARES: v- y t-SNARES:
Proteinas transmembrana en donde interaccionan
los amino-terminales.

En emsamblaje es fuerte y aposiciona las membranasg.

El complejo se deshace por ATPasa NSF y SNAP.
Bien estudiadas en el terminal nervioso

Les acomparian factores de acoplamietetiering factor,
(aportan precision)

U7

5. Patologias producidas por alteraciones en el gdamiento y/o fusion de vesiculas

Hay pocas enfermedades genéticas que resulten detamiones en proteinas SNARE

Sindrome de disgenesis cerebral, neuropatia, icti@sy ceratoderma palmoplantar (CEDNIK)
Clinica: crecimiento limitado, hipotonia,movimnientos ocakandmalos, sordera, microcefalia
Escasas vesiculas y acumulacion de glicoesfingoigpi

Mutacion: en el gerBNAP29 codifica para SNAP29 (homdéloga a SNAP25)

gue se asocia con sintaxina 6

Linfohistiocitosis hemofagocitica (FHL)

Autosdmica recesiva y hay varios tipos.

Clinica: excesiva produccion de citoquinasrfterferon y TNFa). Acumulacién de linfocitos T y
macréfagos

Mutacionesen el gerSINTAXINA-1Igue codifica para la proteina t-SNARtaxina-11 (endosomas
tardios y en el TGN).

Esta anomalia también presenta mutaciond®B27A o NUMC13-4.

Sindrome ARC
AutosOmica recesiva
Clinica: defectos en la formacion de granulos plaquetacimstinuas infecciones y muerte prematural
Alteraciones en la polaridad apical en hepatogitoslulas de los tubulos renales
Mutacionesen el ge'VPSS33Rodifica para/ps33pque junto con otras de la misma familia
Forma el complejéiOPS implicadas en la biogénesis de melanosomas y grapldguetarios
como un factor de acoplamiento en la fusién decwéss y granulos.
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CONCLUSIONES

1. Lo mostrado en esta charla es una muestra de laamerosas
enfermedades asociadas al trafico de membranas (heyas 100).
La mayoria son tipo inmunoldgico, neurodegenerativg muscular.

2. Hay otras muchas asociadas con alteraciones dipeceso de
glicosilaciéon y transporte/metabolismo de lipidos @esterol y
esfingolipidos) que merecen un capitulo aparte pomportancia y
complejidad.

3. El conocimiento detallado de la maquinaria moladar implicada
en estas enfermedades puede permitir el disefio dchicas de
diagndstico mas precisas y eficientes asi como deenas estrategias
de tratamiento.

4. La investigacion basica en el
campo del trafico de membranas es
crucial para avanzar en el
conocimiento de las causas de
muchas enfermedades consideradas
raras o minoritarias.
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