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IV.3. MUTANTS DE RODOPSINA ASSOCIATS AMB RP

IV.3.1. ESTUDIS ESTRUCTURALS

IV.3.1.1. Caracteritzacio per espectroscopia UV-Vis

MUTANTS TRANSMEMBRANALS: M44T, G114D, RI135L, VI37M, PI71Q i
H211P

» MUTANTS G114D, P171Q, H211P i M44T

El procediment d’obtencié d’aquestes rodopsines mutades ha estat tal i com s’ha descrit
en I’apartat I11.4. de Materials i métodes, pero utilitzant 10 plaques de cel-lules COS-1
per la transfeccio dels plasmids amb la mutaciéo G114D, P171Q 1 H211P. Els espectres
UV-Vis de la purificacié dels mutants G114D, P171Q i H211P es mostren a la Figura
24. Cal destacar que les elucions per a la purificacio de la proteina van ser realitzades a
alta forca ionica per desenganxar tota la possible proteina mal plegada o agregada unida
a la columna. Els resultats espectroscopics indiquen que aquests mutants no regeneren
en presencia d’11-cis-retinal (no apareix cap banda d’absorbancia a 500 nm), pero
sembla que si que s’expressen encara que en baixa quantitat, donat que a 280 nm
presenten un pic que indica I’existéncia de proteina, en aquest cas opsina mal plegada
que no uneix cromofor. Per tant, es confirma la baixa expressid0 de les proteines
recombinants G114D, P171L i H211P i que no uneixen retinal. Aquestes mutacions
afecten el correcte plegament de la rodopsina i fan que la major part de proteina quedi
retinguda al reticle endoplasmatic on molt probablement és degradada, en lloc d’anar a

la membrana plasmatica.

Aixi doncs, no es va detectar cap evidéncia de regeneracié d’aquestes proteines amb el
cromofor . L’elevada inestabilitat de les proteines junt amb el fet que el procés de
purificaci6é €s un procés relativament llarg, ens va fer pensar sobre la possibilitat de
comprovar la preséncia de proteina regenerada tot just després d’incubar les cél-lules

amb 11-cis-retinal.
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Figura 24. Espectres UV-Vis d’absorci6 de les proteines mutants expressades en ceél-lules COS-

1 representats junt amb I’espectre caracteristic de la proteina WT.

Per dur a terme aquest experiment les membranes de les c¢l-lules COS-1 es van tractar
tal i com s’explica en I’apartat 111.6.2.3 de Materials i métodes i es van realitzar els
espectres de diferéncia per comprovar la preséncia de cromofor. En la Figura 25 es
mostren els espectres d’absorcid de les mostres sense purificar a les fosques i
il-luminades i els resultats obtinguts de la diferéncia d’aquests espectres. Segons els
espectres de diferéncia es confirma definitivament que aquests mutants no regeneren

(no hi ha un pic de diferéncia d’absorbancia entre llum-foscor a 500nm).
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Figura 25. Espectres d’absorcio en I’'UV-Vis (A) i espectres de diferéncia (B) de la proteina
salvatge (1) i dels mutants G114D (2) i H211R (3) sense purificar. El calcul dels espectres de
diferéncia ha estat realitzat a partir de 1’espectre de la mostra a les fosques i I’espectre després
d’ésser il-luminada durant 1 minut amb un filtre que només deixa passa la llum per sobre de 495

nm.

En estudis previs d’expressio in vitro ja s’ha observat que la substitucié d’aminoacids
en el domini transmembrana interfereix amb [’estabilitat i/o plegament de 1’opsina,
resultant en un nivell bastant reduit d’expressid, disminucio de la regeneracié amb 11-
cis-retinal o abséncia de regeneracio, i un transport ineficient de la proteina del reticle
endoplasmatic a la membrana plasmatica. Aquestes mutacions van ser classificades com
a mutacions associades a RP de classe II (Sung i al., 1993). Els mutants de classe II es
caracteritzen per el seu baix nivell d’expressio, regeneraci6 reduida o absent amb 11-
cis-retinal 1 transport ineficient a la membrana plasmatica. Dins d’aquesta classificacio
es poden distingir els mutants de classe Ila que presenten una localitzaci6 intracel-lular
predominant i els de classe IIb que presenten una localitzacid en la superficie cel-lular

significant.

A la Figura 26 es mostra 1’espectre d’absorcid de la proteina mutant M44T i la proteina
salvatge, expressades en c¢l-lules COS-1 i regenerades posteriorment en preséncia d’11-
cis-retinal. Aquesta proteina s’expressa a un nivell molt similar al de la proteina
salvatge i presenta una relacid Ajgo/Asoo de 1.9 (1.8 per la proteina WT). Aixo indica
que la proteina mutant uneix cromofor a un nivell semblant al de la proteina WT,
reflexant un grau de plegament molt similar al de la proteina salvatge. El maxim de la
banda d’absorcio en el visible es troba localitzat a 500 nm com en el cas de la proteina

salvatge.
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Figura 26. Espectre d’absorcié UV-Vis de la rodopsina salvatge i el mutant de rodopsina M44T

expressats en cel-lules COS-1. L’espectre es va realitzar a les fosques i a 20°C.

> MUTANTS R135L 1 VI37TM

La Figura 27 presenta 1’espectre d’absorcid de la proteina mutant R135L respecte
I’espectre de la proteina salvatge, provinents de la transfecci6 de 5 plaques de cél-lules
COS-1. L’espectre d’absorcié de la proteina WT presenta les bandes d’absorcid
caracteristiques a 280 i 500 nm , i la relacid Azgo/Aspo és d’1.8. El mutant R135L
s’expressa a un nivell inferior respecte al de la proteina WT i presenta una relaci6
Azgo/Asgo de 2.5. Aixo utilitzat com a parametre per mesurar el grau de plegament
d’aquestes rodopsines (Garriga i al., 1996), indica que la proteina mutant R135L es

troba parcialment plegada.

A la Figura 28 es mostra ’espectre d’absorci6 en ’'UV-Vis del mutant V137M junt amb
I’espectre de la proteina salvatge, tots dos obtinguts a partir de la transfecci6 de 5
plaques de céel-lules COS-1. EI nivell d’expressiéo de la proteina mutant V137M és
similar al de la proteina WT, la relacié d’absorbancies Azso/Asgo €s de 2, en el cas de la
proteina salvatge la relacid Axgo/Aseo €s 1.8. El maxim d’absorbancia en el visible per el

mutant V137M, esta localitzat a 500 nm com a la proteina salvatge.
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Figura 27. Espectre d’absorcio UV-Vis de la rodopsina salvatge i el mutant de rodopsina

R135L expressats en cel-lules COS-1. L’espectre es va realitzar a les fosques i a 20°C.
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Figura 28. Espectre d’absorcio UV-Vis realitzat a les fosques i a 20°C de la rodopsina salvatge

1 el mutant de rodopsina V137M expressats en cel-lules COS-1.
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MUTANT INTRADISCAL G106W

Els espectres UV-Vis de la purificacié de la proteina mutant G106W junt amb la
proteina WT es mostren a la Figura 29. Cal destacar que les elucions per a la purificacié
de la proteina van ser realitzades a alta forca idnica per desenganxar tota la possible
proteina mal plegada o agregada unida a la columna. Els resultats espectroscopics
indiquen que aquest mutant no regenera en preséncia d’11-cis-retinal (no apareix cap
banda d’absorbancia a 500 nm), perd sembla que si que s’expressa encara que en baixa
quantitat, donat que a 280 nm presenta un petit pic que indica 1’existéncia de proteina,

en aquest cas opsina mal plegada que no uneix cromofor.
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Figura 29. Espectre d’absorcio UV-Vis de la rodopsina salvatge i el mutant de rodopsina

G106W expressats en cel-lules COS-1. L’espectre es va realitzar a les fosques i a 20°C.
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MUTANTS DE ’EXTREM C-TERMINAL: A346P i L328P

Per el mutant A346P no es va poder obtenir proteina a partir del metode de purificacid
utilitzada per la resta de mutants. La posici6 de la mutaci6 fa molt probable que
I’anticos Rho-1D4 no reconegui la proteina mutada. Cal recordar que el lloc de
reconeixement de I’anticos Rho-1D4 correspon als nou darrers aminoacids de I’extrem
C-terminal, d’aquesta manera és molt probable que la proteina mutada no s’uneixi al
sistema Rho-1D4 acoblat a la sefarosa de CNBr activada. Per comprovar aquesta
hipotesi 1 veure si el mutant pot regenerar en presencia del cromofor es va realitzar
I’assaig de regeneracio sense purificar tal i com s’explica en I’apartat 111.6.2.3 de
Materials i metodes. Es van realitzar els espectres d’absorcio de les mostres
obtingudes a les fosques i després de ser il-luminades, en membranes de cél-lules COS-1
abans de purificar. La disminuci6 de 1’absorbancia a 500 nm indica la preséncia d’ 11-
cis-retinal unit per enllag de base de Schiff al cromofor (Figura 30). A partir dels
espectres de diferéncia podem observar que la proteina mutada A346P presenta un
espectre similar a la proteina WT. Aixo indica que 1’opsina A346P s’expressa i regenera
en presencia del cromofor en el mateix grau que ’opsina WT, perd no pot ésser

purificada a partir de la columna d’afinitat amb I’anticds Rho-1D4.

La Figura 31 presenta els espectres d’absorcid obtinguts de la purificacio de la
rodopsina mutant L.328P junt amb la proteina salvatge (WT). L’espectre d’absorcid de
la proteina WT presenta les bandes d’absorci6 caracteristiques a 280 i 500 nm , i la
relacid  Azgo/Aspo €s de 1.8. El mutant L328P s’expressa a un nivell lleugerament
inferior respecte al de la proteina WT i presenta una relacio Ajgo/Asoo de 2.3, el que
indica que uneix cromofor a un nivell lleugerament inferior al de la proteina salvatge. El
maxim d’absorbancia en el visible per el mutant L328P, esta localitzat a 500 nm com en

la proteina salvatge.
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Figura 30. Espectre d’absorcié en I’'UV-Vis (A) i espectre de diferéncia (B) de la proteina
salvatge (1) i del mutant A346P sense purificar (2). El calcul dels espectres de diferéncia ha
estat obtingut a partir de I’espectre de la mostra a les fosques i I’espectre després d’ésser

il'luminada durant 1 min amb un filtre que només deixa passa la llum per sobre de 495 nm.
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Figura 31. Espectre d’absorcio UV-Vis de la rodopsina salvatge i el mutant de rodopsina

L328P expressats en cel-lules COS-1. L’espectre es va realitzar a les fosques i a 20°C.

1V.3.2.2. Caracteritzacio electroforética

Les Figures 32, 33 i 34 mostren els resultats de 1’analisi per Western Blot de les
rodopsines recombinants purificades amb 1’anticos Rho-1D4. A la figura 32, es
presenten les mostres obtingudes a partir de la regeneracidé de les proteines
recombinants en membranes de cél-lules COS-1 per els mutants transmembranals que
no uneixen cromofor (G114D, P171Q 1 H211P) i també per els que no es poden
purificar a partir de I’anticos Rho-1D4 (A346P).

Per confirmar la seva expressio es varen realitzar electroforesis en gel SDS-PAGE i
Western Blot per detectar, amb 1’ajuda de I’anticos contra 1’opsina Rho-1D4, les
proteines obtingudes en la purificaci6. La rodopsina recombinant WT s’expressa
correctament, donant una banda d’electroforesi que migra a una algada corresponent a
un pes molecular de 40KDa, i presenta un patré de glicosilacié heterogeni tipic de les
proteines que s’expressen en aquesta linia cel-lular. Les opsines mutades s’aprecien

molt lleugerament en el Western Blot, degut al baix nivell d’expressio.
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Figura 32. Analisis per Western Blot de la rodopsina i els mutants de rodopsina detectats amb
I’anticos Rho 1D4. (1) Marcador de pes molecular. (2-6) Proteines mutants obtingudes a partir
de la regeneracidé de membranes de cél-lules COS-1: WT, G114D, P171Q, H211R i A346P. (7)

Marcador de pes molecular. (8) Rodopsina salvatge provinent de cél-lules COS-1.

La Figura 33, mostra 1’analisi per immunoblot de les rodopsines mutades M44T 1
G106W i de la rodopsina WT, detectades amb 1’anticds monoclonal Rho-1D4. La banda
que correspon a rodopsina en la proteina M44T presenta un aspecte molt similar al de la
proteina salvatge, amb una banda de massa molecular aparent d’aproximadament 40
KDa i un smear caracteristic degut a la glicosilacio heterogénia que es produeix a les
proteines expressades en cel-lules COS-1 (Kaushal 1 al., 1994). Es confirma que la
proteina M44T s’expressa de manera molt similar a la proteina salvatge i que segueix el
mateix patrd de comportament electroforétic, el que indica que és processada per la
maquinaria cel-lular de la mateixa manera que la proteina WT. La mostra corresponent a
la proteina mutada G106W presenta una banda majoritaria de massa molecular aparent
similar a la banda de proteina salvatge i una segona banda més baixa d’aproximadament
35 KDa atribuida a espécies no glicosilades, que no presenta la taca en forma de
llapissada (smear) (Kaushal i al.; 1994).

Aquest comportament electroforétic ha estat associat a la preséncia de proteines mal

plegades defectives que no uneixen retinal (Liu 1 al., 1996; Ridge 1 al., 1995). La
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proteina mutada G106W s’expressa a un nivell inferior al de la proteina WT i no uneix

de cromofor.
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Figura 33. Analisis per Western Blot de la rodopsina i els mutants de rodopsina detectats amb
I’anticos Rho 1D4. (1) Marcador de pes molecular. (2) Rodopsina provinent de segments
externs de cel-lules basto. (3) Rodopsina salvatge provinent de cél-lules COS-1. (4-5) Proteines

mutants G106W 1 M44T.

La Figura 34 mostra els resultats obtinguts de 1’analisi per immunoblot de les
rodopsines recombinants mutants i la rodopsina WT purificades utilitzant ’anticos
monoclonal Rho-1D4. L’aspecte de la banda corresponent a la rodopsina €és el mateix
per el mutant V137M que el de la proteina salvatge, i lleugerament més tenue per els
mutants R135L 1 L328P, indicant que s’expressen a un nivell inferior 1 que la proteina
V137M ho fa a un nivell similar al de la proteina WT. Aquesta banda presenta en totes
les mostres un pes molecular aparent de 40 KDa 1 un “smear” caracteristic degut a la
glicosilaci6 de la proteina expressada en cel-lules COS-1. Aquesta similitud en el patr6

electroforétic de les proteines
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mutants, 1 ’abseéncia de bandes inferiors (per sota de la banda principal de rodopsina de
40 KDa) suggereix que aquests mutants son processats per la maquinaria cel-lular de la

mateixa manera que la proteina WT.
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Figura 34. . Analisis per Western Blot de la rodopsina i els mutants de rodopsina detectats amb
I’anticos Rho 1D4. (1) Rodopsina provinent de segments externs de cellules basto. (2)
Marcador de pes molecular. (3) Rodopsina salvatge provinent de ce¢l-lules COS-1. (4-6)
Proteines mutants R135L, V137M i L328P. (7) Marcador de pes molecular.

1V.3.2.3. Comportament de les proteines mutants amb la il-luminacio i acidificacio
del medi

La Figura 35 mostra ’espectre de blanqueig i d’acidificaci6 per la proteina WT i els
mutants que uneixen retinal M44T, R135L, V137M 1 L328P realitzat tal 1 com s’explica
a ’apartat 111.6.3 de Materials i métodes. La proteina recombinant WT provinent de
cel-lules COS-1, presenta la banda d’absorcié caracteristica a 380 nm que apareix
després d’il-luminar durant 10 segons. Després de 1’acidificacio, la banda es desplaca

cap a 440 nm
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Figura 35. Comportament enfront de la llum 1 de I’acidificacié de la proteina WT i de
les proteines mutades associades a RP. L’espectre d’absorcid es va mesurar abans
(foscor) i immediatament després d’il-luminar la mostra durant 10 s a través d’un filtre
de cutoff 495 nm (llum). L’espectre de I’acidificacid es va obtenir afegint H;SO4 2N

fins a un pH de 1.9 a les mostres il-luminades (acid).
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indicant clarament que les espeécies presents que absorbeixen a 380 nm corresponen a
especies unides per base de Schiff al cromofor, concretament 1’intermediari Meta 11,
amb el 11-cis-retinal unit covalentment a través d’un enllag per base de Schiff a
I’opsina. El comportament enfront de la il-luminaci6 i de 1’acificacié per les proteines
mutades ha estat el mateix que per la proteina salvatge, la qual cosa indica que formen
I’intermediari actiu Meta II i1 uneixen el retinal de la mateixa manera que la proteina

salvatge.

1V.3.2.4. Reactivitat de les proteines mutants a I’hidroxilamina a la foscor

Es va estudiar la reactivitat en preséncia d’hidroxilamina per la rodopsina WT 1 per les
rodopsines amb mutacions associades a RP. En D’experiment es fa el seguiment
espectrofotomeétric de la perdua d’absorbancia de la banda corresponent a la rodopsina
(500nm) un cop s’incuba la mostra en 25 mM d’hidroxilamina. La reactivitat en
presencia d’hidroxilamina a les fosques s’ha utilitzat com una mesura de I’accessibilitat
d’aquest reactiu a I’enllag per base de Schiff entre el cromofor 11-cis-retinal i la
proteina (Sakmar 1 al.,1991). Aquesta accessibilitat €s una mesura indicativa del grau de

plegament i/o compactacid de les proteines mutades.

La rodopsina WT expressada en cel-lules COS-1 és estable a la hidroxilamina a les
fosques en el temps de durada de 1I’experiment, i aixo esta d’acord amb el comportament
que presenta en estudis previs. Els resultats obtinguts per les proteines mutades
s’ajusten a funcions exponencials. A la Taula IV.1 es presenta la constant de velocitat
del procés d’hidrolisi de la base de Schiff en preséncia d’hidroxilamina per cada mutant.
Després d’incubar les mostres durant 4 hores amb hidroxilamina, no s’observa una
reactivitat significativament diferent a la del WT per la rodopsina mutada M44T (Figura
36). La resta de mutants presenten un increment de la reactivitat amb hidroxilamina
moderat respecte la proteina salvatge (vegeu Taula 6) essent lleugerament superior per

al mutant R135L.
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Figura 36. Reactivitat amb hidroxilamina de la rodopsina WT i de les rodopsines mutades a les

fosques. Es monitoritza la pérdua d’absorbancia de la banda de cromofor a 500 nm un cop

s’afegeix hidroxilamina a la mostra fins a una concentracio final de 25mM. Les dades

obtingudes van ser normalitzades i els punts van ser ajustats a una funcié exponencial negativa.

(a) Reactivitat del mutant M44T,( ) respecte la proteina WT ¢ ) . (b) Reactivitat del mutant

R135L (4 ) respecte la proteina WT (¢ ). (c) Reactivitat del mutant V137M (4 ) respecte la

proteina WT (J) . (d) Reactivitat del mutant L328P (e ) respecte la proteina WT (o) . Els valors

obtinguts de les constants de velocitat del procés (k) es presenten a la Taula IV.1.
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El mutant M44T no presenta una reactivitat amb hidroxilamina diferent del WT, tot i
que segons el model d’estructura tridimensional de la rodopsina proposat per
Palczewski 1 al. (2000), es tracta d’un residu que forma part de la regié que envolta
I’enllag per base de Schiff. Es tracta d’un canvi de residu que no modifica el plegament
de la proteina ni desestabilitza la uni6 del 11-cis-retinal per enllag de base de Schiff al

residu de Lys296.

Els mutants R135L 1 V137M de ’extrem de 1’helix I1I 1 el mutant L328P, presenten una
reactivitat similar enfront de la hidroxilamina a la de la proteina WT, tot i que el mutant

R135L presenta una reactivitat una mica més elevada.

1V.3.2.5. Estabilitat termica de les proteines mutades

Es va realitzar I’estudi de I’estabilitat térmica dels mutants associats amb RP que
regeneren amb el retinal, realitzant el seguiment de la pérdua d’absorbancia de la banda
a 500 nm en funci6 del temps quan la mostra es troba a una temperatura de 55°C (Figura
37). Aquesta pérdua d’absorbancia deguda a 1’alliberament del retinal per efecte de la
temperatura ens permet fer una aproximacid sobre |’estabilitat conformacional de la
proteina en el seu estat inactiu (foscor). Sota aquestes condicions experimentals la
rodopsina salvatge recombinant presenta una perdua d’absorbancia que s’ajusta a una
funcid exponencial negativa que presenta una t 1, de 12.7 minuts. Els mutants estudiats
presenten una perdua de I’absorbancia a 500 nm que oscil‘la entre valors de t ,, d’11.7
minuts (mutant M44T) i1 4.12 minuts (mutant R135L). Els mutants V137M i L328P

presenten una estabilitat intermedia amb t ,de 10.2 1 9.7 minuts, respectivament.
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Figura 37. Estabilitat térmica de les proteines mutades respecte la proteina WT. Es realitza la
mesura de I’estabilitat del cromofor en funcié de la peérdua d’absorbancia de la banda a 500 nm,
en funcié del temps, un cop es posa la mostra a 55°C i a les fosques (a) Estabilitat del mutant
M44T (®) respecte la proteina WT( ®) . (b) Estabilitat del mutant R135L ( °) respecte la proteina
WT (°®) . (c) Estabilitat del mutant V137M ( ©) respecte la proteina WT( ®) . (d) Estabilitat del
mutant L328P (° ) respecte la proteina WT ( ®) . Les dades d’absorbancia a 500 nm varen ser
recol-lectades cada 0.2 minuts i ajustades a una exponencial simple negativa. Es va determinar
el valor de t 4, del procés per cada proteina (veure Taula IV.1). En la figura només es mostra una

part dels valors per a major claredat .
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El mutant M44T presenta un valor de t ,, similar al de la proteina salvatge. Aquest
resultat esta d’acord amb I’assaig anterior de reactivitat en preséncia d’hidroxilamina i
indica que la mutaci6 no altera significativament el plegament i/o grau de compactacio
de la rodopsina mutada. Tot i que aquest residu forma part de la regid6 que envolta
I’enllag per base de Schiff, concretament la cadena lateral hidrofobica de la Met44,
suporta en part la direcci6 de la cadena lateral de la Lys296 a través de I’eix

longitudinal de la rodopsina (Palczewski i al., 2000).

Entre els dos mutants de 1’extrem citoplasmatic de I’helix III, existeix una diferéncia
important en [’estabilitat térmica. El mutant R135L presenta una pérdua d’estabilitat
bastant acusada amb un valor de t 1, de 4.12 minuts. El triplet Glul34-Arg135-Tyr136
(es coneix també com a motiu (D/E)R(Y/W)) és una regié altament conservada en la
familia de receptors acoblats a proteina G i els seus residus participen en varis enllagos
per pont d’hidrogen amb residus del voltant, el Glul34 forma un pont sali amb el residu
d’Argl35 que es troba connectat també al Glu247 i la Thr251 en I’helix VI (Palczewski
1 al., 2000). El canvi d’aquest residu a leucina podria desestabilitzar la formacid
d’aquests enllagos provocant una variacié de ’estructura proteica que fa menys estable
la rodopsina a 55°C (aixi com més reactiva o accessible a la hidroxilamina). La mutacid
VI137M no afecta significativament 1’estabilitat térmica de la proteina. La substitucid
del residu hidrofobic de valina per metionina és un canvi més conservatiu que afecta
menys |’estructura del receptor que la mutacié en la posici6 135. El mutant L328P
presenta un valor de t;,; inferior al de la proteina salvatge (9.7 minuts), malgrat que es
tracta d’una posicido a I’extrem citoplasmatic de la proteina i no hauria d’influir en

’estabilitat de la rodopsina.
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IV.3.2. ESTUDIS FUNCIONALS

IV.3.2.1. Funcionalitat de les proteines mutants de rodopsina associades a RP

Ha estat estudiada la funcionalitat dels mutants de rodopsina associats amb RP
analitzant la seva capacitat d’activar la proteina Gt, respecte a la proteina salvatge.
Aquesta activacid ha estat determinada a partir d’un assaig espectrofluorimétric tal com
es descriu a D’apartat III.7 de Materials i metodes, i ha estat comparada amb la
funcionalitat de la proteina WT.

Les velocitats inicials d’activacié de les proteines mutades i de la proteina WT es
presenten en la Taula 6 1 han estat obtingudes a partir de les corbes d’activacio per
fluoresceéncia obtingudes per cada proteina (Figura 38). El valor de la velocitat inicial
d’activaci6 per les proteines mutants es normalitza respecte el valor d’activacio de la
proteina salvatge que es pren com 1.00. L’assaig d’activacio6 de la proteina Gt, aixi com
els experiments amb hidroxilamina i 1’estabilitat térmica, només han pogut realitzar-se

amb els mutants que regeneren amb 11-cis-retinal.

Les proteines estudiades associades amb mutacions de RP presenten graus diferents
d’activacié respecte la proteina WT. El mutant M44T presenta una velocitat inicial
d’activaci6 de I’ordre del 54% superior a la de la proteina salvatge. Aquesta mutacio,
localitzada a I’h¢lix I de la rodopsina, no provoca canvis importants respecte la proteina
salvatge a nivell d’expressio, regeneracid i estabilitat de 1’intermediari actiu Meta II aixi
com a nivell de reactivitat en preséncia d’hidroxilamina i estabilitat térmica. En resum
sembla que la mutacio no afecta al plegament de la proteina tal i com es pot deduir a
partir de la informaci6 obtinguda a partir de les proves que ens donen informaci6 sobre

I’entorn del retinal. En canvi, provoca I’increment en la velocitat d’activacio6 de la Gt.
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Figura 38. Mostra d’alguns espectres de fluorescéncia de 1’activacié de la proteina G per la
rodopsina salvatge (negre) i els mutants M44T, R135L, V137M i L328P (vermell). Per realitzar
I’experiment, la rodopsina (40nM) ¢és il-luminada durant 20 segons en una barreja que conté
250nM Gt, 5SuM GTPyS en tampo6 d’activacid. Per calcular la velocitat inicial d’activacio
relativa, és determina el pendent de 1’increment inicial de fluorescéncia un cop la mostra és
il-luminada a partir de la recta de regressiéo formada per els punts corresponents als primers 60

segons de 1’experiment.
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Els mutants de I’extrem de 1’h¢lix III tenen alterada la seva interacci6 amb la proteina
G. La mutacié R135L té reduida la velocitat d’activacio de la Gt aproximadament en un
60%. Aquest comportament reflexa la importancia d’aquest residu com a integrant del
triplet DRY altament conservat en totes les families de receptors acoblats a proteina Gt.
En canvi, el mutant VI137M altera la transduccid de senyal incrementant la velocitat
d’activaci6 en un 20% aproximadament. Aquest resultats reforcen la hipotesi sobre la
interaccid del loop 3 citoplasmatic amb la transducina durant la formaci6 del complex
actiu (Hamm, 2001) degut a que ’activacid del receptor provoca canvis en 1’orientacid

de les hélixs transmembranals 1111 VL.

D’altra banda s’ha determinat la velocitat inicial d’activacié de la proteina mutant
L328P. Aquest mutant presenta una velocitat inicial d’activacié lleugerament superior a
la de la proteina WT. Segons Hamm (2001), el residus de I’extrem C-terminal després
de la Cys316 es troben cobrint els loops citoplasmatics 1 la introduccio de la mutacid

podria afavorir I’exposicid dels loops que interaccionen amb la Gt.
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IV.3.3. TAULA DE RESULTATS GENERALS DE LES MUTACIONS
ASSOCIADES A RP

El conjunt de resultats obtinguts en la caracteritzaci6 dels mutants associats a RP es

presenten a la taula segiient:

Velocitat
S b 1L
(i”l“l‘;’)‘ Asgo/Asgo rl\eIle{czt(i;fga:‘t (:f,z,mnllciﬁ) d’ac(t}i:gcié
WT 500 1.7-1.8 1 12.7 !
M44T 500 1.9 115 1.7 1.54
G106W ND° ND" ND" ND" ND?
G114D ND° ND" ND" ND" ND?
R135L 500 25 1.84 4.1 0.43
V137TM 500 2 1.28 10.2 1.24
P171Q ND° NDP NDP ND° ND*
H211P ND° ND" ND" ND" ND?
L328P 500 2.1 111 9.7 I
A346P 500 ND" ND" ND® ND?

Taula 6. Resum dels resultats obtinguts per la rodopsina salvatge i els mutants. * Els valors dels
diferents parametres estudiats (reactivitat amb NH,OH, k=10*min™"; activacié de Gt, velocitat
inicial relativa) han estat normalitzats respecte als resultats obtinguts per la proteina salvatge
(WT) considerats com 1.00. °ND, no determinat. Aquests parametres no han pogut ser
determinats degut a que aquest mutant no regenera practicament en preséncia del cromofor

(vegeu Figura 25).
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IV.4. MUTANTS EN LA POSICIO 125 DE L’HELIX III DE LA RODOPSINA

Els mutants que es descriuen a continuacid en la posicio 125 (lloc de la mutacio
associada a RP LI125R), han estat expressats en cel-lules COS-1, purificats per
cromatografia d’immunoafinitat i caracteritzats espectroscopicament. Aquests mutants

sén: L125G, L125T, L125D, L125E, L125Y, L125N, L1251, L125H, L125P i L125W.

IV.4.1. ESTUDIS ESTRUCTURALS

IV.4.1.1. Caracteritzacio6 per espectroscopia UV-Vis

En la Figura 39 es mostra I’espectre d’absorci6 UV-Vis de la proteina WT 1 de les
proteines mutants. L’espectre d’absorcié de la proteina WT presenta la banda
d’absorcid caracteristica a 280 nm i la banda d’absorcié a 500 nm deguda a la uni6 del
cromofor 11-cis-retinal a la proteina. La proteina salvatge presenta una relacid Azgo/Asoo
de 1.7. Aquesta relacié d’absorbancies és un parametre que s’utilitza per determinar el
grau de puresa de la mostra obtinguda 1 també ¢és indicativa del grau de
plegament/desplegament de la moleécula de rodopsina. El mutant L1251 uneix cromofor
a un nivell similar al de la proteina salvatge (relacid Asso/Aspo=1.9). Per altra banda, els
mutants L125P i L125D formen una quantitat molt inferior de cromofor respecte la
proteina WT, amb relacions de Asgo/Asoo de 3.7 1 de 8-10, respectivament. Tots els
altres mutants estudiats formen cromofor, perd en quantitat inferior a la de la rodopsina
salvatge, amb unes relacions de Ajzso/Asoo que oscil-len des de 2.3 fins a 2.7. El mutant
L125T presenta una relacido Asgo/Aspo de 2.3 1 el maxim de la banda d’absorci6é de
cromofor en la regi6é del visible es troba desplagat cap a la zona del vermell, a 507 nm.
Els mutants L125W 1 L125Y mostren el pic de maxima absorcié a 500 nm i presenten
relacions Azso/Asoo de 2.7 1 2.6, respectivament (vegeu Taula 7 ). Les mutacions L125D
i L125E introdueixen residus polars ionitzables, que tenen propietats fisicoquimiques
molt similars. Tot 1 aixd, aquestes dues proteines mutants presenten uns espectres
d’absorcié d’UV-Vis molt diferents. En el cas del mutant L125E, aquesta proteina
regenera parcialment (Azgo/As00=2.6) 1 el maxim d’absorci6 de la banda corresponent al

cromofor es troba lleugerament desplacat a 503 nm.
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Sorprenentment, el mutant L125D, que implica la substitucié per una cadena lateral que
conté el mateix grup carboxil, regenera cromofor a un nivell molt baix (Azgo/Asp= 8-
10) 1 té¢ el maxim d’absorci6 de la banda de cromofor a 505 nm, tot i que la baixa
absorbancia de la banda afecta la determinacié de la longitud d’ona del maxim amb

precisio.
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Figura 39. Espectre d’absorcio UV-Vis de la rodopsina salvatge expressada en cél-lules COS-1
i els mutants de rodopsina en la posicié 125 de I’helix transmembranal III. Es mostra I’espectre
a les fosques i a 20°C d’algunes de les proteines purificades en tampod D més representatives.

Les caracteristiques espectrals dels mutants, incloent el valor de A,.x, €s presenten en la Taula I.

S’ha observat que en determinats casos, quan la mutacidé afecta algun residu de la
butxaca del retinal i es troba presumptament localitzada en una posicid estrateégica per la
unié de retinal, la cinética d’unié del cromofor es troba alterada (Reeves 1 al., 1999,
Hwa i al.,1999). D’aquesta forma, la regeneraci6 amb cromofor es pot incrementar
augmentant la concentraci6 d’11-cis-retinal utilitzada durant el procés de regeneraci6 de
les cel-lules COS-1 (Reeves i al.,1999), o bé incrementant el temps de regeneracid de 9
a 12 hores en lloc de les 3 hores del protocol estandard (Reeves i al., 1999; Hwa 1 al.,

1999).
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Per els mutants estudiats en la posicid 125, aquest efecte en la cinética de regeneracid
no s’ha pogut detectar almenys per una concentracié de retinal de 100uM 1 12 hores de
temps de regeneracio; excepte per el mutant L125D que presenta un lleuger increment
de la regeneracié en aquestes condicions (dades sense mostrar). Tot i aixi, no es pot

excloure un increment de la regeneraci6 sota altres condicions experimentals.

Tots els mutants estudiats presenten menys regeneracié amb cromofor que la proteina
WT tal i com es pot deduir de les relacions Ajgy/Asgo que soOn superiors a la de la
proteina salvatge; també presenten una estabilitat inferior segons els experiments de
“blanqueig” térmic. En particular, el mutant L125D mostra un nivell d’expressid baix,
un comportament electroforétic anomal (vegeu Figura 39) i una regeneraci6 amb
cromofor molt baixa. Tot aixd indica clarament un mal plegament d’aquesta proteina

mutant.

La majoria de mutants estudiats (L125G, L125T, L125D, L125E i L125P) tenen el
maxim d’absorci6 en la zona del visible desplagat cap al vermell respecte el maxim a
500 nm de la proteina salvatge. Aquests desplacaments del maxim van des de 503 nm
en el cas dels mutants L125G 1 L125E, fins a 507 nm en el cas del mutant L125T 1 508
nm en el mutant L125P. El desplacament del maxim d’absorcid quan s’introdueixen
aminoacids que porten grups hidroxil en la cadena lateral ha estat descrit anteriorment
(Chan 1 al., 1992). Els desplacaments descrits en aquests mutants son petits pero
significatius ja que indiquen que I’l1-cis-retinal és sensible enfront al canvi
d’aminoacid; aix0 indica que les mutacions a la posicié 125 estan afectant ’estructura

nativa de la butxaca d’unié del retinal.
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IV.4.1.2. Caracteritzacio electroforética

La Figura 40 mostra els resultats de 1’analisi per immunoblot de les rodopsines
recombinants purificades utilitzant I’anticos monoclonal Rho-1D4. L’aspecte de la
banda corresponent a la rodopsina €s el mateix per la majoria dels mutants que el de la
rodopsina salvatge. Aquesta banda presenta una massa molecular aparent
d’aproximadament 40 KDa y un “smear” caracteristic que és degut a glicosilacio
heterogeénia de la proteina expressada en cel-lules COS-1 (Kaushal i al., 1994). Tot i
aixi el mutant L125D mostra una banda d’aproximadament 35 KDa i no presenta
aquesta tipica taca en forma de llapissada (smear tipic). Aquest comportament
electroforetic ha estat associat a la preséncia de proteines mal plegades defectives per la
unio de retinal (Liu i al., 1996; Ridge i al., 1995).

Segons aquest immunoblot, el nivell d’expressié per la majoria de proteines mutants €s
similar al de la proteina salvatge, excepte pels mutants L125D 1 L125E, que s’expressen

a un nivell inferior.
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Figura 40. Analisis per Western Blot de la rodopsina i els mutants de rodopsina detectats amb
I’anticos Rho 1D4. (1) Marcador de pes molecular. (2) Rodopsina provinent de segments
externs de c¢l-lules basto. (3) Rodopsina salvatge provenint de cél-lules COS-1. (4-9) Proteines
mutants L125T, L125Y L125W , L125E, L125G i L125D. (10) Marcador de pes molecular.
(11) Rodopsina provinent de segments externs de cel-lules bastd. (12-16) Proteines mutades

L1251, L125P, L125H i L125N.

Aixi doncs, tots els mutants estudiats presenten un comportament electroforétic molt
similar al de la proteina salvatge, a excepcid del mutant L125D, que no presenta el
“smear” caracteristic d’especies glicosilades 1 que presenta una banda inferior
d’aproximadament 35 KDa. La similitud en el patr6 electroforetic per la resta de
mutants, i en particular I’abséncia de bandes inferiors (per sota de la banda principal de
rodopsina de 40 KDa) suggereix que aquestes proteines mutants son processades per la

magquinaria cel-lular de la mateixa manera que la proteina WT.
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1V.4.1.3. Comportament de les proteines mutades amb la il-luminacio i I’acidificacio

del medi

La Figura 41 mostra ’espectre de blanqueig i d’acidificaci6 per la proteina WT i els
mutants L125W 1 L125P. La proteina recombinant WT provenint de cel-lules COS-1,
presenta la banda d’absorcié caracteristica a 380 nm que apareix després d’il-luminar
durant 10 s. Després de I’acidificacid, la banda es desplaga cap a 440 nm indicant
clarament que les especies presents que absorbeixen a 380 nm corresponen a especies
unides per base de Schiff al cromofor, concretament I’intermediari Meta II, amb el 11-

cis-retinal unit covalentment a través d’un enllag per base de Schiff a 1’opsina.
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Figura 41.. Comportament enfront de la llum i I’acidificacié del medi de la rodopsina salvatge
(wild type) (A) i les rodopsines mutants L125W i L125P (B, C). L’espectre d’absorci6 va ser
registrat a les fosques (foscor) i tot just després d’il-luminar la mostra durant 10 segons amb un
transil-luminador de fibra optica equipat amb un filtre de pas de llum >495 nm (llum).

L’espectre acidificat va ser mesurat després d’afegir H,SO, fins a un pH final de 1.9 a les
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mostres il-luminades. En el cas del mutant L125W va ser necessari il-luminar durant 30 segons

per convertir totes les especies que absorbeixen a 500 nm en les que absorbeixen a 380 nm.

En el cas del mutant L125W (Figura 41 b), la il-luminacié durant 10 segons no és
suficient per convertir completament la banda d’absorbancia a 500 nm en la banda de
380nm ja que després del blanqueig apareix encara una banda d’absorbancia remanent a
500 nm. Durant les seglients il-luminacions (temps total 30 segons) el pic d’absorcid a
500 nm es desplaca per complet a 380 nm, aixo suggereix que s’ha produit la conversio
total al fotointermediari Meta II. Per altra banda, 1’acidificaci6 de la mostra després de
la conversi6 total de les espécies que absorbeixen a 500 nm en especies que absorbeixen
a 380 nm, no resulta en el desplagament de la banda cap a 440 nm si no que resulta en la
formaci6 d’una banda ampla asimétrica amb un maxim d’absorci6é aproximadament a
390 nm. Per al mutant L125P s’observa el mateix comportament anormal d’acidificacio.
Aquest comportament, molt diferent del de la proteina WT, indica que les especies que
absorbeixen a 380 nm obtingudes després de la il-luminacid no soén espécies que
presenten enllag per base de Schiff, si més no indica que aquestes especies presenten el
11-cis-retinal ja desenganxat de la proteina. Aixo indicaria que la Meta II ha decaigut
durant el temps que ha durat ’experiment. El comportament enfront de la il-luminacio i

I’acificacio per les altres proteines mutants ha estat el mateix que per la proteina WT.

Per els mutants L125W 1 L125P tant el comportament enfront de la llum com
I’acidificacio es troben alterats respecte la proteina WT. Per ambdues proteines
I’atrapament acid de les espeécies que absorbeixen a 380 nm ¢és irregular. Aixo indica
que les especies que absorbeixen no corresponen a espécies amb enllag per base de
Schiff, aixo reflexa molt probablement el fet de queé aquestes proteines presenten un

intermediari actiu Meta II molt inestable.

Tot 1 aixi, la reactivitat amb hidroxilamina en aquests mutants és més baixa que la que
s’ha vist anteriorment en el cas d’altres mutants (Sakmar i al., 1991; Han i al., 1996). En
el nostre cas, la Leul25 es troba localitzada als voltants de I’anell de B-ionona del
retinal (Palczewski i al., 2000; Andrés i al., 2001), en una zona allunyada de la base de
Schiff. Aquesta localitzacié explicaria que la reactivitat a la hidroxilamina a les fosques

dels mutants sigui més baixa respecte a altres mutants estudiats préviament.
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IV.4.1.4. Reactivitat de les proteines mutades a I’hidroxilamina a la foscor

S’ha estudiat la reactivitat a I’hidroxilamina de la rodopsina WT 1 les rodopsines
mutants (Figura 42). En I’experiment, es monitoritza espectrofotométricament la
disminucié d’absorbancia de la banda de cromofor a 500 nm un cop s’afegeix
hidroxilamina a la mostra fins a una concentraci6 final de 25 mM. Tant la rodopsina de
ROS com la rodopsina WT, presenten una reactivitat molt baixa en el temps de durada
de I’experiment. Els resultats obtinguts per les rodopsines mutades s’ajusten a funcions
exponencials (veure Taula 7), 1 el comportament de la proteina WT esta d’acord amb el
comportament descrit en estudis previs (vegeu Figura 42). Després d’incubar la mostra
durant 4 hores amb hidroxilamina, no s’observa un augment de reactivitat per a la
rodopsina WT. En canvi, tots els mutants estudiats presenten una reactivitat amb
hidroxilamina més elevada tal i com es dedueix de la disminucid de I’absorbancia a 500
nm (Figura 42).

En el cas dels mutants L125W 1 L125Y aquestes substitucions introdueixen residus més
voluminosos que permeten una accessibilitat més rapida de la hidroxilamina a I’interior
de la butxaca d’uni6 del retinal i a I’enllag per base de Schiff. En el cas de la mutacio6
L125P s’observa un efecte de la hidroxilamina molt més drastic (vegeu Figura 42) que

estaria relacionat amb el paper desestabilitzador d’hélix a que té la prolina.
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Figura 42. Reactivitat de la rodopsina WT i de les rodopsines mutants a les fosques. Es va
realitzar el seguiment de la pérdua d’absorbancia de la banda de cromofor a 500 nm un cop
s’afegeix hidroxilamina a la mostra fins a una concentracio final de 25 mM. Les dades
obtingudes van ser normalitzades i els punts es van ajustar a una funci6é exponencial negativa.

Els valors obtinguts de la constant de velocitat (k) es presenten a la Taula 7.

IV.4.1.5. Estabilitat térmica de les proteines mutades

L’estabilitat térmica dels mutants purificats i de la proteina WT també es va determinar,
realitzant el seguiment de la perdua d’absorbancia de la banda a 500 nm en funci6 del
temps a una temperatura de 55°C (Figura 43). En les nostres condicions experimentals,
la rodopsina WT presenta una pérdua d’absorbancia a 500 nm que s’ajusta a una funcio
exponencial negativa que presenta una vida mitjana (t;2) de 12 minuts. Tots els mutants
estudiats presenten una perdua d’estabilitat bastant acusada amb valors de t;» que
oscil-len entre 12 minuts (proteina WT) i 0.5 minuts (mutant L125P). Les mutacions
més conservatives, com la L125I, presenta una estabilitat intermedia (4.7 minuts) quan

es compara amb la proteina WT. La pérdua d’estabilitat a 55°C és maxima per als
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mutants L125W (0.7 minuts) 1 L125P (0.5 minuts), que decau aproximadament 20 cops
més rapid que la rodopsina WT (veure Taula 7). Aquests resultats indicarien que els
mutants tenen una estructura menys estable en el seu estat fonamental ( a les fosques)
que la proteina salvatge, degut probablement a diferéncies estructurals en la

conformacid inactiva d’aquestes proteines.
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Figura 43. Estabilitat térmica de la proteina WT i dels mutants en la posicié 125. Es mesura
I’estabilitat del cromofor en funci6é de la pérdua d’absorbancia de la banda a 500 nm en funcid
del temps quan es posa la mostra a 55°C. Tots els mutants presenten una estabilitat més reduida
(pérdua de retinal més rapida) quan es comparen amb la proteina salvatge. Les dades
d’absorbancia a 500 nm varen ser recol-lectades cada 0.2 minuts, van ser ajustades a una
exponencial simple negativa utilitzant el programa d’analisi de dades Sigma Plot, i es va
determinar el valor de t;, del procés per a cada proteina (veure Taula 7). Només es mostra una

part dels valors per a major claredat i per evitar el solapament de punts en la figura.
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IV.4.2. ESTUDIS FUNCIONALS

IV.4.2.1. Funcionalitat de les proteines mutants en la posicio 125 de I’hélix III de la

rodopsina

La funcionalitat d’aquests mutants de rodopsina va ser analitzada a partir d’un assaig
espectrofluorimeétric tal i com es descriu en 1’apartat I111.7. de Materials i métodes, i va
ser comparada amb la funcionalitat de la proteina WT. Les velocitats inicials obtingudes
a partir de les corbes d’activacid per fluorescéncia es mostren en la Taula 7.

El valor de I’activacid per a les proteines mutants es normalitza respecte al valor

d’activacié de la WT que es pren com 1.00.

Les velocitats inicials d’activacid dels mutants L125N, L1251, L125H 1 L125P sén molt
similars a la de la proteina salvatge. Per als mutants L125G, L125T i L125E la velocitat
inicial d’activacio esta lleugerament reduida respecte a la de la proteina WT, 1 per als
mutants L125Y 1 LI25W esta reduida aproximadament en un 50% 1 15%

respectivament respecte a 1’activacio de la proteina salvatge (vegeu Taula 7).

Per als mutants L125T, L125E 1 L125G la velocitat d’activacio es troba només reduida
en un 20-30% respecte la velocitat d’activacid que presenta la proteina WT. Les dues
mutacions que impliquen els canvis més importants pel que fa a la grandaria de la
cadena lateral, la L125Y i la L125W, presenten una disminucié major en la velocitat
inicial d’activacio de proteina G; en particular per el mutant L125W que presenta una
velocitat inicial d’activacié del 15% respecte a la proteina WT (vegeu Taula 7). Per
aquest mutant, es pot correlacionar el defecte en la capacitat de transduccio de senyal
amb la inestabilitat observada en el seu estat actiu (Meta II) que s’observa en els
experiments d’acidificacio (Figura 41). El mutant L125P presenta un comportament
especial ja que, tot i que presenta una forma activa inestable passant rapidament a la
forma d’opsina + all-frans-retinal, la velocitat d’activacié inicial de la Gt és molt
similar a la de la proteina WT. Aix0 podria estar reflectint un possible efecte

estabilitzador de la forma il-luminada del mutant L125P per unio de la proteina Gt.
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L’efecte esteric produit per la introduccio de les diferents mutacions sobre ’activacid
de Gt es por correlacionar amb el volum molar de cada residu tal i com es presenta a la
Figura 44. S’observa que D’activacié de Gt és maxima per les substitucions amb
aminoacids de volum molar similar al de la leucina (WT). Per sota i per sobre d’aquest

volum molar, I’activacié de Gt es veu disminuida.
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Figura 44. Activacio de Gt vs.volum molar. Representacio de la velocitat inicial normalitzada
d’activacio de Gt respecte el volum molar dels residus introduits. Els resultats s’ajusten a una

funcié weibull (SigmaPlot).
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IV.4.3. TAULA DE RESULTATS GENERALS DE LES MUTACIONS EN LA

POSICIO 125

El conjunt de resultats obtinguts en la caracteritzaci6 dels mutants en la posicié 125 es

presenta a la taula segiient:

Estabilitat Con§ tants Velocitat inicial

Amax N relatives de i
Asg0/Asoo térmica . . relativa
(nm) (t1/2, min) reactivitat d’activacié Gt *
1/29 NHZOH a

wT 500 1.7 12 1 1.00
L125G 503 2.0 3.9 2 0.75
L125T 507 2.3 2.8 17.9 0.82
L125Y 500 2.6 1.9 26.7 0.49
L12W 500 2.7 0.7 23.8 0.17
L125D 505 8-10 NDP ND° ND°
L125E 503 2.6 3.9 12.8 0.76
L125N 495 2.0 34 4.2 1.0
L1251 500 1.9 4.7 1 1.0
L125H 500 2.3 2.0 1.2 1.0
L125P 508 3.7 0.5 52.2 0.95

Taula 7. Resum dels resultats obtinguts per la rodopsina salvatge i els mutants. * Els valors dels
diferents parametres estudiats (reactivitat amb NH,OH, k=10*min™"; activacié de Gt, velocitat
inicial relativa) han estat normalitzats respecte els resultats obtinguts per la proteina salvatge
(WT) considerats com 1.00. °ND, no determinat. Aquests parametres no han pogut ser
determinats degut a que aquest mutant no regenera practicament en preséncia d’11-cis-retinal

(vegeu Figura 40).
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V. DISCUSSIO GENERAL

V.1. EFECTE DE LES MUTACIONS PUNTUALS EN EL GEN DE LA
RODOPSINA ASSOCIADES A RP.

En general els efectes fenotipics de les mutacions caracteritzades en aquest treball en
individus afectats de RP es poden associar amb determinats defectes moleculars en la
rodopsina. Els pacients presenten una RP de tipus difusa (inici de simptomes
caracteristics com la ceguesa nocturna en la primera década de vida i una pérdua
progressiva del camp visual fins una constriccid total de visi6 en tinel 1 manca de
senyal a I’electroretinograma a la segona década de vida).La caracteritzacid bioquimica
de les rodopsines portadores de les mutacions puntuals associades a RP ens ha permes
correlacionar aspectes del fenotip clinic dels malalts afectats amb el/s defecte/s

observats en ’estructura i/o funcionalitat del receptor.

Les mutacions estudiades pertanyen als diferents dominis de la rodopsina: la superficie

citoplasmatica, la regi6 transmembranal o el domini intradiscal.

V.1.1. Mutacions en el domini transmembrana de la rodopsina

Una part important de les proteines mutades caracteritzades en aquest treball i que es
troben associades a RP son mutacions que es localitzen en el domini transmembranal
de la rodopsina. En general les mutacions que es donen en aquest domini i als voltants
del pont disulfur (excepte la mutacio M44T en I’helix 1) causen un fenotip sever de la

malaltia (McInnes i al., 1992), amb aparicio dels primers simptomes a una edat precog,
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> Helix I

La mutacié M44T va ser descrita per Reig i al. (1994) que varen localitzar la substitucid
ATG per ACG en el cod6 44 d’un pacient espanyol diagnosticat de RP de tipus difusa.
Aquesta mutacié produeix el canvi de Met per Thr en I’helix I del domini
transmembranal.

Han estat descrites varies mutacions puntuals diferents associades amb RP en I’h¢lix I
transmembranal de la rodopsina. D’aquestes mutacions varies presenten la introducciod
d’aminoacids carregats (L46R, G51R, P53R i T58R) (Inglehearn i al., 1992; Dryja i al.,
1990), d’altres presenten la introduccidé de residus apolars (G51V i G51A) (Dryja i al.,
1991; Macke 1 al., 1993) i la mutacié F45L (Sung i al., 1991) que és una substitucio
conservativa. L’estudi de les caracteristiques bioquimiques de la majoria d’aquestes
mutacions revelen que presenten una capacitat inferior per unir 1’11-cis-retinal que la de
la proteina WT, s’acumulen al reticle endoplasmatic i son transportats ineficientment a
la membrana cel-lular. Han estat classificats com de classe I segons Sung i al. (1991),
excepte el mutant F45L que presenta un comportament intermedi entre els mutants de
classe II i els de classe I (comportament relativament similar al WT). Els resultats de la
caracteritzacié bioquimica de la rodopsina amb la mutacié M44T indiquen que aquesta
proteina es processa i uneix cromofor com la proteina salvatge i no presenta problemes
de plegament o d’estabilitat en I’estat basal (foscor). De la mateixa manera que la
mutacid en el codod 45, el mutant M44T presenta un comportament similar al dels
mutants de tipus I segons la classificacio de Sung i al. (1991).Tot i aixi, el mutant
presenta una velocitat inicial d’activacié de proteina Gt superior a la proteina WT,
aquesta caracteristica no ha estat estudiada ni determinada fins ara en cap mutant de
I’helix I transmembranal de la rodopsina. Es probable que el canvi per treonina (Figura
45) generi un espai buit que pot ser ocupat per una molécula d’aigua i aixo, junt amb la
presencia del grup OH, provocaria una pertorbacié de 1’entorn de la base de Schiff
afavorint la seva desprotonacié quan s’il-lumina. En conseqiiéncia, si la desprotonacio
de la base de Schiff es més rapida, la capacitat d’aquest mutant d’interaccionar amb la

proteina Gt es pot veure incrementada.
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Figura 45. Visualitzacio molecular de la rodopsina (Protein Explorer) basada en 1’estructura
cristal-lina de Palczewski i al. (2000) on es pot observar buit generat degut a la substitucio de
la metionina en posicid 44 per treonina a I’hélix I transmembranal (vermell), en una zona
propera a ’entorn de la base de Schiff que forma 1’11-cis-retinal (violeta) amb el residu de

Lys296. En groc es mostra el pont disulfur format entre les cisteines 110 i 187.

Aquesta mutacid va ser detectada en una familia consanguinia que presenta un unic cas
de RP. El pacient (mascle de 50 anys) presenta RP de tipus difus. La malaltia es va
comengar a manifestar a 1’inici de la segona década de vida amb dificultats de visid
nocturna, evolucionant cap a una constriccié del camp visual a la tercera deécada. Als 50
anys el pacient no presentava senyal en [’electroretinograma, 1’agudesa visual era

inferior al 0.1 i el fons de I’ull presentava un aspecte caracteristic de RP.

Aparentment, els mutants amb una activacid6 de Gt incrementada, presenten una

manifestacio de simptomes més tardana i una evolucié més lenta de la malaltia.

> Helix III

La mutacié G114D en el gen de la rodopsina va ser descrita per Millan 1 al. (1995) en
dues families de diferent origen (espanyol i alemany) afectades de adRP. En el cod6 114
es va localitzar la substitucid6 GGC per GAC que provoca la substitucié de la glicina per
un residu d’acid aspartic en la cadena polipeptidica (Figura 46). Aquesta mutacid es

caracteritza per una baixa expressio i manca de regeneracié amb 11-cis-retinal.
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Aquesta mutacid provocaria un defecte de plegament en 1’estructura terciaria de la
rodopsina, interferint també en la formacié del pont disulfur entre la Cys110 i la Cys187
necessari perque es doni el correcte plegament de la molécula. En estudis previs
d’expressi6 in vitro, (Han 1 al., 1996b), dels mutants estudiats en la posicié 114
(G114A, G114V, G1141, G114M 1 G114W) només el mutant G114A va regenerar en
presencia d’11-cis-retinal. Aixd indica que qualsevol substitucié amb un aminoacid de
cadena lateral superior a la del grup metil de I’alanina afectaria al grau d’expressid i a la
regeneracié de les proteines mutades. D’acord amb la classificacié proposada per Sung i
al. (1991) es tracta d’un mutant de classe II 1 presumiblement tindria afectat el transport
de la proteina del reticle endoplasmatic a la membrana plasmatica. Aquesta mutacid va
ser descrita en dues families de diferent origen. La primera familia (espanyola) es
caracteritza per una aparici6 dels simptomes a una edat precog¢ i una progressié rapida
de la malaltia. Els primers simptomes de pérdua d’agudesa visual apareixen entre els 4-
12 anys. En membres entre 15 i 30 anys 1’agudesa visual oscil-la entre 0.4 i 0.6 fins
arribar a ser 0.1 en el pacient més gran (48 anys). Tots els pacients presenten una
reduccid concentrica precog¢ del camp visual amb lleugers canvis en la pigmentacié del
fons de I'ull. La resposta a I’electroretinograma es troba ja alterada en el pacient més
jove de 4 anys, es redueix en pacients d’entre 20-30 anys i no es detecta cap resposta en
pacients per sobre de 30 anys. A la segona familia els primers simptomes de ceguesa
nocturna apareixen a la infantesa, la progressid de la malaltia es dona més rapid en les
dues femelles que presenten una peérdua important de camp visual amb signes al fons de
I’ull de RP a la segona década de vida i discapacitacié visual als 36 anys.

Els pacients afectats per aquesta mutacid, que provoca un greu defecte estructural de la
molécula, es caracteritzen fenotipicament per un patrd sever de la malaltia i aparici6 a

una edat precog.
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Figura 46. Visualitzaci6 molecular de la rodopsina (Protein Explorer) basada en I’estructura
cristal-lina de Palczewski 1 al. (2000) on es pot comparar el canvi de volum degut a la
substitucio de la glicina en posicid 114 per aspartic en I’hélix III transmembranal (verd),

respecte la posicio del cromofor (violeta) i el pont disulfur entre les cisteines 110 1 187 (groc).

La mutaci6o R135L en el gen de la rodopsina va ser descrita en una familia espanyola
afectada per RP autosomica dominant per Reig i al. (1996). Es va detectar el canvi de
base CGC per CTG en el codd 135, que correspon al canvi d’arginina per leucina. Els
membres afectats de la familia presenten un quadre clinic caracteristic de RP amb inici
de simptomes com la ceguesa nocturna en la primera década de vida y una pérdua
progressiva del camp visual. Els estudis oftalmologics i1 electrofisiologics varen
diagnosticar aquesta RP de tipus difus (Lynnes i al., 1985; Massof i al., 1981). Els
estudis de Sung i al. (1991) van classificar aquesta mutacié com de tipus IIb, és a dir
que regenera poc en preséncia d’l1-cis-retinal i s’acumula a nivells baixos en la

membrana plasmatica.

Els nostres resultats indiquen que la mutacié R135L impedeix la formacié de cromofor
al nivell de la proteina WT, aixi mateix la reactivitat en preséncia d’hidroxilamina és
major 1 I’estabilitat térmica menor, respecte a la proteina WT. Pel que fa a la seva

funcionalitat, presenta una activacio de Gt d’aproximadament el 40% respecte al WT.
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Estudis previs realitzats per Min i al. (1993), van determinar també que el mutant no
regenera com la proteina WT perd no estan d’acord amb les nostres dades d’activacid
de Gt. El residu Argl35 es troba molt conservat en 1’estructura dels GPCR, formant part
del triplet DRY. El Glul34 i I’Argl35 es troben carregats i s’ha vist anteriorment que
tenen un paper clau en les interaccions que s’estableixen entre la Meta II i la
transducina (Franke i al.,1990) i que la carrega negativa del Glul34 és important en
I’estabilitzacio de la forma inactiva de la rodopsina (Cohen i al., 1992) . La substitucid
del residu d’arginina per leucina trencaria el pont sali existent entre el Glul34 i la
Argl35 requerit per mantenir la rodopsina en la seva forma inactiva. La neutralitzacio
de I’Argl35 implicada en la interacci6 amb la Gt, provoca una alteracio de la

transduccio de senyal.

Aquesta mutaci6 ha estat descrita en una familia d’origen espanyol on els membres
afectats presenten un quadre clinic tipic de RP, amb inici de simptomes caracteristics
com la ceguesa nocturna en la primera década de vida 1 una perdua progressiva del
camp visual. Els estudis oftalmologics i electrofisiologics varen diagnosticar aquesta RP
com de tipus difis. Al contrari d’altres mutacions en les que la severitat de la malaltia
es relaciona amb la incapacitat d’unir retinal per part de la rodopsina, en aquest cas el
fenotip sever de la malaltia i la seva aparicié a una edat precog esta relacionat amb la

baixa capacitat d’activar la Gt.

La mutaci6 V137M va ser descrita per Ayuso i al. (1996) en una familia d’origen
espanyol afectada d’adRP. Els individus portadors detectats poden ser homozigots o
heterozigots per la mateixa mutacid i presenten una amplia variabilitat clinica de la
malaltia. Aquesta mutacid a I’extrem de 1’helix 111 és conseqiiéncia de la substituci6 de
base GTG per ATG en el cod6 137. Segons la classificacié de Sung i al.(1991) aquesta
proteina formaria part del grup de mutants de classe I (nivell d’expressio, regeneracio i
localitzacié subcel-lular semblants al WT). Els resultats de la caracteritzacid in vitro
d’aquesta proteina mutada indiquen nivells d’expressié i regeneracio amb 11-cis-retinal
similars als de la proteina WT. La proteina es processa de manera analoga a la proteina
salvatge 1 presenta les mateixes caracteristiques espectrals. EI mutant V137M presenta
una activacié de Gt un 20% superior a la de la proteina WT. La diferent regeneraci6 i

activacio de Gt d’aquest mutant respecte el mutant R135L vist anteriorment, seria degut
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a que en el cas del mutant V137M la mutaci6 modificaria la conformacio del patch
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hidrofobic de valines 137-138-139, conservat en 1’estructura dels GPCR’s 1 implicat en
I’activacid de la Gt. Segons el model descrit per Palczewski i al. (2000), les Vall137,
Vall138 1 Vall39 es troben cobrint parcialment el costat citoplasmatic dels residus de
Glul34 i Argl35. Aquest parell de residus carregats s’ha vist anteriorment que tenen un
paper clau en les interaccions que s’estableixen entre la Meta II 1 la Gt (Franke 1
al.,1990) i que la carrega negativa del Glul34 és important en 1’estabilitzacio de la
forma inactiva de la rodopsina (Cohen 1 al., 1992) . La substitucid del residu de valina
per una metionina provocaria un canvi estéric al costat citoplasmatic que afavoriria la

interacciod dels residus 134-135 amb la Gt.

Els individus homozigots explorats estan afectats de RP mentre que els individus
heterozigots presenten una ample variabilitat en la manifestacié de la malaltia. Hi ha
individus heterozigots asimptomatics, mentre que els afectats presenten ceguesa
nocturna, agudesa visual disminuida, constricci6 del camp visual, aspecte del fundus
tipic de RP 1 abséncia de registre d’electroretinograma. En qualsevol cas, en aquesta
familia apareixen individus amb diferents manifestacions cliniques de la malaltia, degut
molt probablement a efectes addicionals (genétics o ambientals) que poden jugar un

paper important en la severitat i edat d’aparicié dels simptomes.

> Helix IV

La mutaci6é P171Q en el gen de la rodopsina va ser descrita per Antifiolo 1 al. (1994) en
una familia d’origen espanyol amb adRP de tipus difus. En el cod6 171 del gen de la
rodopsina es va detectar la substituci6 de CCA per GAA., que produeix el canvi del
residu de prolina per glutamina en 1’helix IV transmembranal de la rodopsina en una
posicid que no varia en les opsines dels vertebrats (Dryja i al., 1990). Els resultats de la
caracteritzacid bioquimica d’aquesta proteina mutada mostren uns nivells d’expressio
baixos 1 abséncia de regeneracidé amb 11-cis-retinal. La prolina és un residu important
en el plegament de la cadena peptidica, és de suposar que aquesta mutacid pot produir

un canvi en I’orientaci6 de 1I’helix alfa (kink).
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S’ha comparat el comportament d’aquests mutacié amb els mutants P170L i P171L
(Kaushal & Khorana, 1994). El mutant P170L regenera amb 11-cis-retinal mentre que
el mutant P171L no permet la uni6 de cromofor. Aixo indicaria que la diferent
orientacié dels aminoacids a dins de I’h¢lix transmembrana, permet o no interaccions
especifiques amb altres aminoacids de les hélixs veines. Aixi la P171 es trobaria
encarada cap a la butxaca del retinal o bé cap a altres aminoacids propers importants en
les interaccions helix-helix.

Els nostres resultats serien compatibles amb els deduits de 1’estructura cristal-lina
proposada per Palczewski i al. (2000) en la qual la P171 es troba encarada cap al
binding pocket del retinal 1 propera als residus Glyl174, Ser176 1 Argl77 del loop
intracel-lular EII. Una part del /oop EII es troba replegat cap al centre de la rodopsina,
en contacte amb I’extrem intradiscal de I’helix IV 1 presenta zones (residus Ser186 fins

Asp190) que estan en contacte amb el retinal.

Aquesta mutaci6 va ser detectada en una familia d’origen espanyol on I’aparicid de la
malaltia en els membres de la familia es dona a la meitat de la segona década de vida,
amb ceguesa nocturna i una reduccié progressiva del camp visual que acaba en una
constriccid extrema (visio en tinel) als 40 anys. Durant la tercera década, els pacients

no presenten resposta a 1’electroretinograma.

> Helix V

La mutacié H211R en el gen de la rodopsina va ser descrita en una familia espanyola
per Reig i al. (1994). Es va detectar la substitucid en el codo 211 del triplet CAC per
CGC, junt amb una substituciéo de C a A en el cod6 160, que déna lloc a una mutaciod
silenciosa. La caracteritzacid in vitro de la proteina indica un baix nivell d’expressio i
manca de regeneracié amb 11-cis-retinal, com els mutants de classe II. La introduccid
d’una arginina carregada positivament en [’entorn hidrofobic de les helixs
transmembrana provocaria importants alteracions estructurals reflectides en un mal
plegament tridimensional de la proteina que dificultaria el seu transport a la membrana i

a la vegada la seva regeneracio amb 1’1 1-cis-retinal.
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Estudis estructurals utilitzant espectrometria de masses han permes detectar que en
aquesta proteina mal plegada es forma un pont disulfur anomal entre la Cys185 i la
Cys187 (Hwa 1 al., 2002). Aixo podria ser una caracteristica estructural comu dels

mutants que presenten misfolding.

Aquesta mutaci6 ha estat detectada en una familia d’origen espanyol amb RP
clinicament classificada com de tipus difusa. El fenotip dels pacients diagnosticats amb
aquesta mutacid es caracteritza per ser sever, amb una manifestacié de la malaltia a

edats primerenques.

V.1.2. Mutacions en el domini intradiscal de la rodopsina

La mutacido puntual G106W en el gen de la rodopsina es troba associada amb RP
autosomica dominant i ha estat detectada en pacients d’origen britanic i america.
Aquesta mutacid, localitzada al primer loop intradiscal de la rodopsina, implica la
substituciéo de GGG per TGG en el codd 106. La proteina presenta un nivell d’expressio
baix, no regenera amb 1l-cis-retinal i1 presenta un comportament electroforétic
caracteristic de rodopsines mal plegades amb la preséncia d’espécies no glicosilades.
Aquesta mutacio es troba molt a prop del pont disulfur entre les cisteines 110 i 187,
essencial per al plegament correcte de la proteina (Figura 47). En aquest sentit s’ha
determinat en estudis previs la importancia de I’extrem N-terminal i1 els loops
intradiscals en I’engalzament previ de la rodopsina, necessari per la formaci6 precisa de
la seva estructura terciaria (Kaushal 1 al., 1994). Aquesta interpretaci6 esta confirmada
en D’estructura cristal-lina recentment publicada (Palczewski i al.,2000) en la qual les
regions en el domini extracel-lular de la rodopsina (extrem N-terminal i loops ) es

troben formant una estructura estructurada i molt compacta.

No s’han trobat dades cliniques sobre pacients portadors d’aquesta mutacid, que molt

probablement presentaran molt probablement un fenotip sever de la malaltia.
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Figura 47. Visualitzacié6 molecular de la rodopsina (Protein Explorer) basada en I’estructura
cristal-lina de Palczewski 1 al. (2000) on es pot comparar el canvi de volum degut a la
substitucié de la glicina en posicio 106 per triptofan en el costat intradiscal (blau) respecte la
posicid del pont disulfur entre les cisteines 110 i 187 (groc). En violeta es mostra el cromofor

11-cis-retinal.

V.1.3. Mutacions en el domini citoplasmatic de la rodopsina

La mutacio L328P, localitzada a I’extrem C-terminal de la rodopsina, es troba associada
amb adRP 1 és conseqiiencia de la substitucié de CTG per CCG .La caracteritzaci6 de la
proteina mutada mostra un comportament semblant al WT tot i que la regeneraciéo amb
cromofor i ’expressio €s lleugerament inferior a la de la proteina WT. Aquesta mutacio
augmenta lleugerament I’activacié de la transducina. Segons Hamm (2001), els residus
de I’extrem C-terminal després de la Cys316 es troben en la proteina WT cobrint els
loops citoplasmatics. Es molt probable que la introduccié d’un residu de prolina
provoqui un canvi conformacional en ’extrem C-terminal, quedant exposats aquests

loops citoplasmatics afavorint la interacciéo amb la Gt.
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La mutaci6 A346P va ser descrita per Borrego i al. (1995) en una familia d’origen
espanyol afectada de RP autosomica dominant. En aquest treball no s’ha pogut
caracteritzar la proteina portadora d’aquesta substitucid ja que no ha estat possible la
seva purificacid mitjangant el sistema d’immunoafinitat degut a que la mutaci6 es troba
a D’epitop de reconeixement de 1’anticos Rho-1D4. Tot i aixi es va poder comprovar el
nivell d’expressid6 1 regeneracid6 amb 11-cis-retinal mitjancant Western Blot i
espectroscopia de diferéncia en el visible. Es va trobar que el mutant s’expressa i
regenera al mateix nivell que el WT. En els individus afectats d’aquesta familia, 1’inici
de la malaltia es dona aviat a la infantesa amb |’aparici6 de ceguesa nocturna.
Posteriorment presenten una reduccié progressiva del camp visual fins que arriben a
tenir una constriccio extrema en la tercera década de vida. Durant I’inici de la segona

decada de vida, els pacients no presenten respostes electroretinografiques.

Aquestes mutacions en el domini C-terminal de la rodopsina podrien afectar el procés
de fosforilaci6 de la molécula en I’extrem C-terminal i la posterior uni6 de ’arrestina
durant el procés d’inactivacido de la rodopsina (Wilden 1 al., 1986). En ratolins
transgenics que expressen la mutacidé Q344ter s’ha vist que els bastons funcionen quasi
correctament tot i que presenten major sensibilitat a la llum 1 una resposta més lenta
comparada amb la dels bastons control (Sung i al., 1994). Per altra banda, el mutant
Q344ter presenta alteracions en el transport cap al segment extern del bastdo (Sung i
al.,1994). Es possible que les mutacions L328P i A346P estudiades produeixin un efecte
similar a la Q344ter acumulant-se en el segment extern del bastd, interferint en la
viabilitat cel-lular. Aixo podria ser la causa del fenotip observat amb aparicié de la

malaltia a una edat precog.
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V.2. EFECTE DE MUTACIONS EN LA POSICIO 125 DE L’HELIX III DE LA
RODOPSINA EN LA CONFORMACIO DE LA BUTXACA D’UNIO DEL
RETINAL.

En la posicié 125 de I’hélix III transmembranal de la rodopsina han estat estudiades
préviament varies mutacions, degut a que és el lloc de la mutacié L125R associada a RP
(Garriga 1 al.,1996). La proteina mutada L125R no regenera amb 11-cis-retinal en
membranes de cél-lules 293 (Sung i al.,1993) ni quan és purificada en preséncia de DM
(Garriga 1 al.,1996). El nostre proposit va ser aprofundir en la significacié de la posicio
125 en Destructuraci6 del domini transmembranal de la rodopsina. Amb aquesta
finalitat, es va estudiar I’efecte de noves mutacions que involucren la introduccid de
cadenes laterals amb propietats fisico-quimiques diferents (tamany i carrega, és a dir

efectes estérics 1 electrostatics), en 1’estructura i1 funci6 de les proteines mutades.

Totes les proteines mutades estudiades presenten el mateix comportament electroforéetic
que la proteina salvatge, a excepcidé del mutant L125D que no presenta el “smear”
caracteristic de la proteina WT i que presenta una banda inferior d’aproximadament 35
KDa, que ha estat préviament atribuida a especies no glicosilades. La similitud dels
patrons electroforetics en la resta de mutants i, en particular, ’abséncia de bandes
inferiors (per sota de la banda principal de rodopsina a aproximadament 40KDa)
suggereix que les proteines mutades son processades per la maquinaria cel-lular de la
mateixa manera que la WT. Malgrat el processament normal de les proteines, la majoria
de mutants estudiats presenten una regeneracié amb el retinal inferior a la de la proteina
WT tal i com es pot deduir de 1’elevada relacid Ajgo/Asoo nm- Es a dir, la cadena lateral

introduida interfereix en la

formacio de la butxaca d’unid

del retinal 1 també en

’estabilitat de la proteina tal i

com es pot deduir dels
resultats dels experiments
d’estabilitat termica 1 de

reactivitat amb la hidroxilamina.
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Figura 48. Visualitzaci6 molecular del residu Leul25 de I’hélix III transmembranal de la
rodopsina respecte la localitzacio del 11-cis-retinal unit per enllag per base de Schiff al residu de
Lys296 de I’helix VII de la proteina. Aquesta visualitzacid ha estat realitzada a partir de les
coordenades presentades en el darrer model de I’estructura tridimensional de la rodopsina

(Palczewski i al., 2000) utilitzant el programa de visualitzacié molecular Protein Explorer.

El model estructural derivat de I’estructura cristal-lina més recent (Palczewski 1 al.,
2000) permet congixer els residus que formen part de la butxaca d’uni6 del retinal. En
aquesta estructura, la Leul25 es troba localitzada a la part mitjana de 1’hélix III en
direccio cap al domini citoplasmatic de la proteina i aproximadament a un gir d’helix
per sobre del Glul22 que es troba a I’entorn del retinal (Han 1 al.,1996) i1 proper a
I’anell de B-ionona. Altres residus importants d’aquesta regié son la Phe261 i el Trp265
que cobreixen I’anell de B-ionona des de la cara citoplasmatica, i la Met207, la His211,
la Phe212, la Tyr268 i la Tyr269 que envolten 1’anell de B-ionona des de la cara
extracel-lular (Palczewski i al., 2000). A partir de I’estructura cristal-lina , podem deduir
que el residu Leul25 no es troba en contacte directe amb el cromofor perd si a una
distancia suficientment propera com per que la introduccié de determinats aminoacids
puguin induir pertorbacions estructurals significatives 1 modificar substancialment el

comportament de la proteina.
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El conjunt de resultats obtinguts en aquest treball a partir dels estudis de mutagénesi,
alguns d’ells ja publicats (Andrés 1 al., 2001), juntament amb els que han estat descrits
anteriorment per Garriga i al., (1996), confirmen la implicaci6 de la Leul25, en
I’estructuracié correcte de la butxaca del retinal 1 estan d’acord amb les dades
estructurals deduides de diferents models tridimensionals proposats en els ultims anys
(Bikker i al., 1998; Alkorta 1 al., 1994; Filizola i al., 1998). Aixi, una substitucié que
impliqui un augment de volum, com per exemple, la L125W, o una que impliqui
modificacions en ’estructura helicoidal, com per exemple, la L125P, o la introduccio
d’un residu carregat, com el mutant L125E (Figura 49), induiran pertorbacions que
afectaran d’alguna manera I’estructura del retinal i en particular I’entorn de I’anell de la
B-ionona , regié implicada en la transicié conformacional Meta-I -- Meta-II (Jager i al.,
1994) 1 en el mecanisme de reposicionament de I’anell de B-ionona en la isomeritzacid
cis-trans del retinal, , que es el factor que determina 1’activacio del receptor (Teller i al.,

2001).
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Figura 49. Modelitzacié molecular realitzada amb el programa Insigth per Franscesc Corcho
(Departament d’Enginyeria Quimica, UPC) on es mostra la mutacié L125R (residu voluminds i
carregat; no uneix retinal) associada a RP, en I’hélix III transmembranal de la rodopsina. A la

part inferior es presenta el mutant L125E caracteritzat en aquest treball.
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V.3. BIOLOGIA MOLECULAR I PERSPECTIVES TERAPEUTIQUES DE LA
RP

La caracteritzacio de les proteines amb mutacions associades a RP aixi com 1’analisi
detallat de diferents mutacions en una posicid associada a la malaltia ens ha permes
aportar informacid precisa sobre 1’estructura, el mecanisme d’activacio del receptor i la
seva funcionalitat, en els individus afectats. Totes aquestes aproximacions estructurals
permeten definir les bases moleculars que provoquen els processos degeneratius de la

retina en la RP.

Tot i les dificultats inherents a 1’estudi de qualsevol enfermetat genética degenerativa,
mes grans en el cas de la RP degut a la seva gran heterogeneitat, diferents grups de
recerca de diferents paisos estan treballant amb diferents aproximacions terapeutiques

amb ’esperanca d’obtenir solucions a curt termini.

Algunes d’aquestes linies de recerca estan basades en la possibilitat d’actuar sobre els
factors de transcripcié que afecten a la sintesi de la rodopsina (factor NRL) o a altres
gens que s’expressen en les cellules fotoreceptores (factor CRX). Altres, estan
desenvolupant tecniques com 1’alliberament de gens potencialment terapeutics en els
teixits de la retina, emprant vectors virics o ribozimes, que actuen com a agents

supressors de productes de la transcripcié mutats.

Una altra aproximaci6 terapcutica seria a nivell de modulaci6 d’un dels efectes
secundaris associats amb la patologia: 1’apoptosis (mort cel-lular programada). Aquesta
es, actualment, una de les linies d’investigacid mes engrescadores degut a que hi ha
dades experimentals que demostren que diferents factors de creixement ( NGF, BDNF,
CNTF 1 altres) augmenten la supervivéncia de les cel-lules fotoreceptores. També, en
aquest sentit hi ha estudis que demostren com la inhibici6 de factors claus
desencadenants de 1’apoptosi (com son les serin proteases de la familia de les caspases),
o factors anti-apoptotics (com el gen p53 de baculovirus) generen una proteccid envers

I’apoptosi de les cel-lules fotoreceptores.
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Posiblement, una estratégia terapcutica Optima podria ser la combinacié d’una terapia
sobre la lesio a nivell genetic primari i una altre a nivell de reprogramacié del procés
cel-lular, de manera que es minimitzessin les patologies secundaries (com 1’apoptosi)

produides per ’alteracié genética.

Al nostre entendre qualsevol pretensio terapéutica actual o futura haura de partir d’un
coneixement molecular exhaustiu del procés de fototransduccid visual i1 d’altres
processos bioquimics associats que tenen lloc en el epiteli pigmentari. Creiem que el
treball fet en aquesta tesi es un exemple de com, utilitzant técniques de biologia
molecular in vitro, es pot obtenir informaci6é rellevant que és necessaria per
desenvolupar moltes de les linies d’investigacio —mes aplicada- que anteriorment s han

descrit.
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VI. CONCLUSIONS

1. S’ha posat a punt la metodologia requerida de mutagenesi dirigida per a la

construccié de mutants puntuals en el gen de I’opsina bovina.

2. S’han aconseguit expressar 1 obtenir rodopsines recombinants en membranes de
cel-lules COS-1. Les proteines, solubilitzades en DM, s’han purificat per
cromatografia d’afinitat utilitzant 1’anticds monoclonal Rho 1D4. La rodopsina
recombinant WT obtinguda presenta caracteristiques electroforetiques,

espectrals 1 funcionals analogues a la rodopsina purificada de ROS.

3. FEls mutants en la posicidé 125 presenten un nivell d’expressid inferior al WT
(entre el 95% i el 5%) i en general una disminucid en la capacitat d’unié de
retinal, més acusada per als mutants L125W, L125Y, L125E, L125P i L125D.
Aixi mateix el maxim d’absorbancia esta desplacat entre 3-8 nm. Aquests

resultats indicarien que la Leul25 es troba a una localitzaci6 proxima al retinal.

4. Les mutacions a la posicié 125 produeixen modificacions en la conformacio de
la proteina en 1’estat inactiu (foscor) provocant un augment en la reactivitat a la
hidroxilamina respecte a la proteina WT; sobretot en els mutants L125P, L125Y
1 L1125W, a més d’una disminucio de I’estabilitat térmica d’entre el 30-5%
respecte la proteina salvatge. Aixo indicaria que aquestes mutacions produeixen
una conformacid inactiva més inestable i menys compacta amb un major grau

d’accessibilitat a la base de Schiff.

5. L’activacié de la transducina es veu reduida en augmentar la grandaria del
residu introduit, en especial en les substitucions L125Y 1 L125W que presenten
una reduccio del 50 % 1 80% respectivament en la seva capacitat d’activar la

transducina.
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6. Aixi doncs, el conjunt de resultats obtinguts en caracteritzacié dels mutants en la
posicio 125 indiquen que aquest residu €s clau per mantenir I’estructura de la
butxaca d’uni6 del cromofor. Aquest posicio afecta, a més de ’estructura, la
senyalitzacid del receptor degut a que modifica la conformacié optima de la

butxaca d’uni6 del cromofor en I’entorn de ’anell de B-ionona.

7. El mutant M44T presenta la mateixa capacitat de regenerar amb 11-cis-retinal 1
activa més la Gt que la proteina WT. Aquesta mutacid genera molt
probablement un espai buit que pot ser ocupat per una molécula d’aigua i que
pot pertorbar I’entorn hidrofobic del retinal, afavorint la desprotonacié de la
base de Schiff quan s’il-lumina. En conseqiiéncia, si la desprotonacié de la base
de Schiff es més rapida, la capacitat d’aquest mutant d’interaccionar amb la

proteina Gt es pot veure incrementada.

8. Les mutacions transmembranals G114D, P171Q, H211R i la mutacio intradiscal
G106W s’expressen a un nivell molt baix 1 no uneixen retinal. Les mutacions
modifiquen I’estructuracié de les helixs corresponents i dificulten la formacid
del pont disulfur entre les Cys110 i Cys187, impedint la correcta formacio de la
butxaca d’uni6 del retinal. Degut al mal plegament son segurament retingudes 1

degradades en el reticle endoplasmatic.

9. La mutaci6 R135L localitzada a I’extrem citoplasmatic de 1’helix III de la
rodopsina presenta una regeneraciéo amb cromofor inferior, major reactivitat amb
hidroxilamina i més inestabilitat a 55°C. Aquesta mutacié redueix també la
capacitat d’interaccionar amb transducina ja que pot trencar el pont sali existent
entre el Glul34 i la Argl35, requerit per mantenir la rodopsina en la seva forma
inactiva. La neutralitzaci6 de 1’Argl35 implicada en la interacciéo amb la Gt,
provoca una alteracidé de la transduccié de senyal. El triplet DRY (altament
conservat en la familia de GPCR) té un paper clau en el funcionament correcte

de la rodopsina en el procés de transduccié de senyal.
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10.

11.

12.

El mutant VI137M, localitzat al costat citoplasmatic de I’helix III de la
rodopsina, presenta una activacio de transducina superior a la de la proteina WT,
possiblement degut a que aquesta mutacié modifica la conformaci6 del patch
hidrofobic de valines conservat en I’estructura dels GPCR’s, provocant un canvi
esteric al costat citoplasmatic que afavoreix la interacci6 dels residus 134-135

del triplet DRY amb la Gt.

Les mutacions L328P 1 A346P, localitzades a I’extrem C-terminal de la
rodopsina, presenten una regeneracié similar a la proteina WT. En el cas de la
proteina L328P s’ha observat un lleuger increment de 1’activacié de transducina,
degut a que la mutaci6 afavoreix I’accessibilitat dels loops citoplasmatics que
interaccionen amb la Gt. En aquestes mutacions, el transport cap a la membrana

plasmatica pot estar alterat.

Les alteracions descrites en I’estructura i funcionament de les proteines mutades
serien la causa del funcionament anomal de la cel-lula fotoreceptora. Les
proteines mutades a la membrana poden donar lloc a una estructuracié anormal
dels discs. Aquesta estructura anormal de la membrana plasmatica pot impedir el
bescanvi de cél-lules fotoreceptores ja que no sén reconegudes pel sistema de
degradacio especific cel-lular, produint acumulacions que portarien a la

degeneracio de la retina 1 a la manifestacio clinica de la RP.
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