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Abstract

Lafora disease (LD) is a neurodegenerative disorder, a type of rare progressive
myoclonus epilepsy with autosomal recessive inheritance. The most distinctive feature
of the disease is the presence of intracytoplasmic inclusions in different cell types
(neurons, squeletal and cardiac muscle cells, liver cells and sweat gland cells). These
granules are called Lafora Bodies (LB), in honour to their discoverer, the Spanish
neurologist Gonzalo Rodriguez Lafora.

LB are made of insoluble polyglucosans composed of an aberrant form of
glycogen. LD is due to mutations in two genes: on the one hand, EPM2A, which codes
for a dual specificity phosphatase called laforin; and on the other hand, EPM2B gene,
which codes for an E3 ubiquitin ligase called malin. Both proteins form a functional
complex involved in glycogen synthesis regulation and also in other processes related
to cellular proteostasis.

The major part of the described mutations causing the disease (70%) are
present in laforin gene. However, these mutations present different penetrance
depending on the type of alteration. In consequence, the deep functional
characterization of the different mutations present in Lafora patients acquires great
importance. This can make possible the identification of the most affected processes of
cell physiology with each mutation and allows a deep insight into the functional
characterization of each one, maybe stablishing a prediction of the evolution of the
synthomatology of LD, with the aim of designing a personalized treatment.

In this project we have determined the interaction profile of a set of laforin
mutations by using the yeast two hybrid technique. We have analysed the interaction of
these mutants with known substrates such as malin or R5/PTG (a regulatory subunit of
type | protein phosphatase involved in glycogen homeostasis). Moreover, we have also
studied if these mutations also affect the dimerization of laforin, because it has been
recently established that this protein forms homodimers and this could affect its
biochemical properties. A general view of the results shows that all mutants behave
quite similar when looking at the interaction with both substrates, either maintaining the
interaction with respect to the wild laforin, losing it substantially or even duplicating it in
the case of one of the mutants. With respect to homodimerization, there is more
variability, and there are no mutants completely keeping the homodimerization
capacity.

Key words: Lafora disease, laforin, yeast two hybrid, interaction.



Resumen

La enfermedad de Lafora (LD) es una enfermedad neurodegenerativa, un tipo
de epilepsia mioclonica progresiva rara, de herencia autosémica recesiva. El rasgo
mas distintivo de la enfermedad es la aparicién de inclusiones intracitoplasmaticas en
diversos tipos celulares (neuronas, células del musculo esquelético y musculo
cardiaco, células del higado y células de las glandulas sudoriparas). Estos granulos se
denominan cuerpos de Lafora, (LB, por sus siglas en inglés) en referencia a su
descubridor, el neurélogo espafiol Gonzalo Rodriguez Lafora.

Los LB estdn compuestos por poliglucosanos insolubles formados a partir de
una forma de glucogeno aberrante. LD se debe a mutaciones en dos genes diferentes:
por una parte el gen EPM2A, que codifica una fosfatasa dual denominada laforina; y
por otra parte el gen EPM2B, que codifica una E3 ubiquitin ligasa denominada malina.
Se ha demostrado que laforina y malina forman un complejo funcional que participa
tanto en la regulacibn de la sintesis del glucdgeno como en otros procesos
relacionados con la proteostasis celular.

La mayor parte de las mutaciones descritas en la enfermedad (70%) se
producen en el gen que codifica laforina, no obstante, estas mutaciones presentan
distinta penetrancia en funcién del tipo de alteraciéon. Por esto, es de gran interés la
caracterizaciéon en profundidad de las distintas mutaciones que aparecen en pacientes
de Lafora. Esto puede permitir la identificacion de los procesos mas afectados de la
fisiologia celular con dicha mutacién y profundizar en la caracterizacion de la funcién
de la misma, asi como establecer una posible prediccion en los pacientes de la
evolucion de la sintomatologia de la enfermedad, con el fin de disefiar un tratamiento
personalizado.

En este proyecto se ha determinado el perfil de interaccion de una seleccion
de mutaciones en la laforina descritas en pacientes mediante la técnica del doble
hibrido en levaduras. Mediante dicha técnica ha sido analizada la interaccion de dichos
mutantes con sustratos conocidos como son la malina o R5/PTG (subunidad
reguladora de la proteina fosfatasa de tipo 1 implicada en la homeostasis del
gluc6geno). Asimismo, se ha estudiado si estas mutaciones afectan a la dimerizacion
de laforina, puesto que se sabe que laforina forma homodimeros y que esto puede
afectar a las propiedades bioquimicas de la proteina. Una vision general de los
resultados muestra que la mayor parte de los mutantes se comportan de un modo
similar en su interaccion con los dos sustratos estudiados, bien manteniendo la
interaccion, perdiéndola sustancialmente e incluso duplicandola en el caso de uno de
los mutantes. En referencia a la homodimerizacion, existe mas variabilidad, y no
existen mutantes que mantengan por completo la capacidad de homodimerizar.

Palabras clave: enfermedad de Lafora, laforina, doble hibrido levaduras,
interaccion.



Resum

L’enfermetat de Lafora (LD) és una malaltia neurodegenerativa, un tipus
d’epilépsia miocldnica progressiva rara, d’heréncia autosomica recessiva. El tret més
distintiu de I'enfermetat es I'aparicid d’inclusions citoplasmatiques en diversos tipus
cel-lulars (neurones, cél-lules del muscul esquelétic i muscul cardiac, cél-lules del
fetge i cél-lules de les glandules sudoripares). Aquests granuls s’anomenen cossos de
Lafora (LB, per les seves sigles en anglés), en honor al seu descobridor, el neurdleg
espanyol Gonzalo Rodriguez Lafora.

Els LB es composen de poliglucosans insolubles formats a partir d’'una forma
de glucogen aberrant. L’aparicio dels LB es deu a mutacions en dos gens diferents: en
primer lloc, el gen EPM2A, que codifica una fosfatasa d’especificitat dual anomenada
laforina; y d’altra banda, el gen EPM2B, que codifica una E3 ubiquitina lligasa
anomenada malina. S’ha demostrat que laforina i malina formen un complex funcional
que participa tant en la regulacié de la sintesi de glucogen com en altres processos
relacionats amb la protedstasi cel-lular.

La major part de les mutacions descrites a I'enfermetat (70%) es produeixen a
laforina. No obstant, aguestes mutacions presenten diversa penetrancia en funcié del
tipus d’alteracio. Per aix0, és de gran interés la caracteritzacié en profunditat de les
diferents mutacions que apareixen en pacients de Lafora. Aixd pot permetre la
identificacié dels processos més afectats de la fisiologia cel-lular en cada mutaci6 i
profunditzar en la caracteritzacio de la funcié d’aquesta, aixi com establir una possible
predicci6 de levolucié de la simptomatologia de l'enfermetat als pacients, amb
I'objectiu de dissenyar possibles tractaments personalitzats.

En aquest projecte s’ha determinat el perfil d’interaccié d’'una seleccié de
mutacions en laforina descrites en pacients mitjangant la tecnica del doble hibrid en
llevat. Fent Us d’aquesta, s"ha analitzat la interaccié d’aquests mutants amb substrats
ja coneguts com son la malina o R5/PTG (subunitat reguladora de la proteina fosfatasa
de tipus 1 implicada en la homeostasi del glucogen). També s ha estudiat si aquestes
mutacions afecten a la dimeritzacié de la laforina, ja que es sap que laforina forma
homodimers, i que ago pot afectar les propietats bioquimiques de la proteina. Una
visié general dels resultats mostra que la major part dels mutants es comporten de
forma similar quan es tracta de la interacci6 amb els dos substrats estudiats,
mantenint la interaccid, perdent-la considerablement, inclis duplicant-la com es el cas
d’'un dels mutants. Pel que fa a 'homodimeritzacio, existeix més variabilitat, i no
trobem mutants que conserven per complet la capacitat d’homodimeritzacio.

Paraules clau: enfermetat de Lafora, laforina, doble hibrid en llevat, interaccio.
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1. Introduccién

La enfermedad de Lafora [LD; OMIM 254780, ORPHA501] es una enfermedad
neurodegenerativa fatal de herencia autosémica recesiva que entra en la clasificacion
de enfermedades raras, dada su baja prevalencia en la poblacion, que es de
1/1.000.000. Es un desorden perteneciente al grupo de las epilepsias mioclénicas
progresivas, en el cual se encuentran otras como la enfermedad de Unverricht-
Lundborg, la ceroidolipofuscinosis, la sialidosis, la atrofia dentado-rubro-pélido-luisiana
y la epilepsia miocldnica asociada a fibras rojas rasgadas. De las listadas, todas son
enfermedades raras, y la mayoria son de herencia recesiva, aunque algunas pueden
ser dominantes e incluso de herencia mitocondrial [1]. La enfermedad posee particular
incidencia en paises Mediterraneos, el norte y medio-este de Africa y en algunas
regiones del sur de India, donde se dan altas tasas de consanguinidad [2].

En referencia a la sintomatologia, el término mioclonia designa las
contracciones musculares repentinas e involuntarias propias de las crisis de la
enfermedad, que vienen acompafiadas de ausencias y alucinaciones visuales.
Posteriormente, aparecen los primeros sintomas de demencia y dafio cerebelar.
Ademas, también se manifiestan sintomas neuropsiquiatricos como depresion, apatia
y cambios de comportamiento [2]. Se llega, en definitiva, tras un proceso de
progresividad heterogénea entre pacientes, caracterizado por el agravamiento de las
crisis epilépticas, a la muerte del afectado en un periodo de 5 a 10 afios tras la
aparicion de los primeros sintomas. Normalmente, la enfermedad aparece durante la
infancia tardia o inicios de la adolescencia, registrando su pico aproximadamente,
entre los 14 y 17 afios. Hasta este momento, el desarrollo mental y fisico del paciente
parece normal [1].

No fue hasta 1911 cuando el neurdlogo espafol Gonzalo Rodriguez Lafora,
discipulo de Santiago Ramén y Cajal, describi6 la enfermedad, definiendo la presencia
de lo que denomind “cuerpos amilaceos” acumulados en determinados tipos celulares
de los pacientes analizados. Esta denominacion se debié a que dichos cuerpos se
tefilan de forma similar al almidon. La realidad es que estas inclusiones estan
formadas por polisacéridos insolubles, y en referencia a su descubridor, los granulos
pasaron a denominarse “cuerpos de Lafora” [1].

Estas inclusiones intracitoplasmaticas no son mas que acumulos de
poliglucosanos, integrados por un compuesto muy similar al glucégeno. De hecho, no
se sabe con certeza si estas inclusiones son la causa o la consecuencia de la
enfermedad. No obstante, el compuesto que las compone difiere del glucégeno en dos
aspectos principales. En primer lugar, posee de 2 a 3 veces mayor cantidad de fosfato
[3][4]. Y, a pesar de que ambos comparten los enlaces intermonoméricos,
concretamente a-(1,4)-glicosidicos entre moléculas de glucosa y a-(1,6)- glicosidicos
en las ramificaciones, resulta que el poliglucosano integrante de los cuerpos de Lafora
esta mucho menos ramificado que el glucégeno. Estas dos caracteristicas lo hacen
mas similar a la amilopectina, componente mayoritario del almidén y homélogo vegetal
del glucdgeno, siendo por ello més insoluble en agua y, en consecuencia, mas
dificilmente movilizable [5]. Posteriores caracterizaciones de estos cuerpos de Lafora
los han localizado en neuronas, células del musculo esquelético, del higado, del
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corazon y del conducto de las glandulas sudoriparas. Y aunque su distribucién es muy
amplia a lo largo del organismo, las neuronas son especialmente sensibles a la
acumulacién de poliglucosanos. Algunos autores postulan, que dicha acumulacion
provoca su apoptosis, al ser incapaces de resistir lo que se conoce como “toxicidad
mediada por poliglucosanos”, lo que generaria una muerte neurologica incrementada
en los afectados [6].

Hasta la fecha, existen dos hipotesis que pretenden explicar la cantidad
excesiva de fosfato en los cuerpos de Lafora. Es cierto que para el almidén si que se
conocen enzimas encargadas de introducir y eliminar grupos fosfato, pero en el caso
del glucégeno no se sabe qué enzima incorpora los grupos fosfato. La primera
hipdtesis plantea una incorporacion erronea del fosfato en B de la UDP-glucosa por
parte de la glucdégeno sintasa en el poliglucosano [6], y la segunda postula que tal vez
lo haga una glucogeno kinasa todavia no identificada [7].

La patologia y el fenotipo propios de la enfermedad de Lafora vienen causados
por mutaciones en dos genes: el EPM2A, siglas de Epilepsy Progressive Myoclonus
2A [8], [9] y el EMP2B [10].

Estudios de ligamiento y mapeos en homozigosis localizaron el gen EPM2A en
el cromosoma 624, codificando una fosfatasa dual denominada laforina [11]. Las
fosfatasas son enzimas de la familia de las esterasas cuya funcion es la eliminacion de
grupos fosfato de algunos sustratos, liberando una molécula de i6n fosfato y dejando
un grupo hidroxilo en el lugar en el que se encontraba dicho fosfato. Un 70% de los
casos descritos de la enfermedad presentan mutaciones en este gen. Por otra parte, el
gen EPM2B, se localiza en 6922, y aparece mutado en un 20-30% de los pacientes,
aungue la abundancia relativa de mutaciones en uno u otro gen es muy variable entre
zonas geogréficas. EPM2B codifica una E3 ubiquitina ligasa denominada malina [10],
[12]. Un aspecto particular de la enfermedad es que los pacientes presentan sintomas
y fenotipo muy similares, tengan la mutacién en uno u otro gen. No obstante, si que se
ha descrito que aquellos que presentan algunas mutaciones en el gen EPM2B
presentan una progresion mas lenta de la enfermedad y tienen mayor esperanza de
vida. Las proteinas codificadas por ambos genes, estan involucradas en un complejo
proceso, todavia no resuelto, implicado en la regulacion de los niveles de glucégeno
en la célula [8]. De hecho, la enfermedad de Lafora se ha clasificado recientemente
como una enfermedad por acumulo de glucégeno aberrante.

La laforina es una proteina de 331 aminoacidos que viene codificada por el gen
EPM2A, de 130 kilobases e integrado por cuatro exones. Su expresion es ubicua,
aunque se expresa de forma mas predominante en cerebro, musculo esquelético,
musculo cardiaco e higado. Centrando la atencién en el cerebro, laforina se expresa
en cerebelo, hipocampo, cortex frontal y bulbo olfactorio [5]. La proteina presenta dos
dominios: un dominio de unién a carbohidratos (CBD) situado en el extremo amino
terminal, del amino&cido 1 al 124, seguido por un dominio fosfatasa de especificidad
dual (DSP), del amino&cido 157 al 326, en el extremo carboxilo terminal (Figura 1)
[13], [14]. La enfermedad esta causada por mutaciones que afecten a cualquiera de
los dos dominios [15]. La magnitud de la importancia biolégica de la laforina se justifica
por la presencia de ortélogos de laforina en todos los vertebrados asi como en
numerosos eucariotas unicelulares [5], [16].

El dominio CBD viene caracterizado segun la CAZy (Carbohydrate Active
Enzymes Database) [17], como perteneciente a la familia de dominios CBM20, muy
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heterogénea en cuanto a estructura primaria, pero con residuos aromaticos bien
conservados que regulan la union al ligando. Gracias a este dominio, la laforina es
capaz de unirse a glucégeno, amilopectina, y a los cuerpos de Lafora [5]

El dominio DSP, por otra parte, posee actividad catalitica, siendo el motivo
CX5R (cisteina - 5 aminoéacidos - arginina) el responsable de la misma, permitiéndole
la hidrélisis de enlaces fosfoéster. Este dominio es miembro de la superfamilia de
protein tirosina fosfatasas (PTPs) dependientes de cisteina, concretamente la C266 en
el caso de la laforina, y constituye un nucleo catalitico muy conservado. La activacién
del dominio requiere un ambiente reductor, y se puede conseguir su inactivacion
reversible en condiciones oxidantes. Un rasgo caracteristico de los dominios DSP es la
forma de su sitio activo, menos profundo que el del resto de PTPs, hecho que permite
la catdlisis tanto sobre fosfotirosina como sobre fosfoserina y fosfotreonina [18].

Estos dos dominios confieren a la laforina uno de sus mayores rasgos
distintivos, pues tras una busqueda exhaustiva de posibles sustratos proteicos, se
demostré que la laforina es, por el momento, la Unica fosfatasa, descrita en
vertebrados, cuyo sustrato son poliglucosanos [16], [19], [20].

No obstante, se conocia con anterioridad que el almidén era fosforilado por dos
enzimas diferentes en Arabidhopsis Thaliana, concretamente, dos dikinasas [21]-[23].
Posteriormente, se identificd un gen en dicha planta con los mismos dominios que el
EPM2A, pero en el orden contrario [24]. Ademas, mutaciones deletéreas en el gen
producian acumulaciones de almidon, por lo que se denominé al gen como SEX4
(Starch Excess 4).

1 124 157 326

CBM DSP Laforina

1 90 252 338 379

SEX 4

Figura 1. Representacion esquemética de los dominios presentes en la laforina humana (A) y en SEX4
de Arabidopsis (B). Adaptado de [5].

La estructura tridimensional de la laforina ha sido elucidada recientemente
unida a un fosfato y a maltohexaosa (Figura 2), oligosacarido soluble compuesto por
seis fracciones de glucosa con un enlace glicosidico a-(1,4), que se emplea como
modelo de las cadenas lineales del glucégeno. Esto ha permitido resolver que la
laforina actta en forma de homodimero antiparalelo, al que se unen cuatro moléculas
de maltohexaosa, una por cada dominio, y dos de fosfato, una por dominio fosfatasa.
Conformacionalmente, estos dimeros se disponen intimamente asociados, generando
una zona amplia de contacto, mediada por sus respectivos DSPs [25]. En base a esta



elucidacion estructural, se considera que este homodimero corresponde a la forma
fisiologicamente activa de la laforina, a pesar de que estudios in vitro han demostrado
gue la forma monomérica también tiene actividad fosfatasa [26].

Figura 2. Modelo estructural que muestra la estructura cuaternaria de la laforina unida a cadenas de
maltohexaosa (verde) y a fosfatos (naranja). Se ha elucidado su estructura como un dimero antiparalelo,
integrado por dos moléculas de laforina, en azul y rojo, respectivamente. Cada molécula contiene un
dominio CBD y DSP, integrando una estructura tetramodular del tipo: CBD1-DSP1-DSP2-CBD2. Las
cadenas de maltohexaosa se unen a los dominios CBD y DSP con una Unica molécula de fosfato
localizada en la base del sitio catalitico [25].

Por tanto, laforina actia como proteina cataliticamente activa capaz de unirse y
desfosforilar el glucégeno. La especificidad de esta actividad catalitica se demostré
mediante mutagénesis dirigida, por introduccién de una mutacién en el aminoacido
catalitico del dominio fosfatasa (C266S), resultando en la pérdida completa de la
actividad catalitica, y demostrando que ésta es dependiente de la C266.

La elucidacion de la estructura abre nuevos caminos para estudiar la funcién
de la laforina en la desfosforilacion del glucégeno y para entender cual es el
mecanismo por el que las diferentes mutaciones que se han descrito en la enfermedad
de Lafora afectan en la actividad de esta enzima. Un nimero significativo de estas
mutaciones estan localizadas en regiones de la proteina que implican interacciones
fisicas, incluyendo el sitio activo DSP, el dominio CBM, la superficie que ambos
conforman, regiones entre dominios individuales, y la interfaz del dimero DSP-DSP
(Figura 3). En definitiva, mutaciones en ambos dominios dan lugar a una pérdida de
funcion, demostrando que ambos son esenciales para que laforina lleve a cabo su
actividad.
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Figura 3. Representacion esquematica de los exones presentes en el gen EPM2A (A), de los
dominios presentes en laforina (B) y de la localizacion en la secuencia de todas mutaciones
descritas hasta el momento en enfermos de Lafora (C). Imagen extraida y adaptada de la base de datos
The Lafora  Progressive  Myoclonus  Epilepsy  Mutation and  Polymorphism  Database
(http://projects.tcag.ca/lafora/). Cédigo de colores: rojo=deleccion; azul=insercién; verde=sustitucion;
negro=otras.

1.3 Malina

La segunda proteina que puede estar alterada en la enfermedad de Lafora es
la malina, que esté codificada por el gen EPM2B, compuesto Unicamente por un exon.
Como queda reflejado en la Figura 4, la malina posee un dominio E3-ubiquitin ligasa
de tipo RING (Really Interesting New Gene) en su extremo amino terminal y seis
dominios NHL, que median interacciones con otras proteinas y, segun la modelizacion,
se organizan en forma de propulsor 3. Como ocurre con laforina, mutaciones en
cualquiera de los dominios pueden causar la enfermedad [27], [28].

Exon 1
A 5.UTR
eenrze 5 - LN
B
Malina  NH, t'ff::fx NHL __ NHL NHL _ NHL __ NHL __ NHL _[oele}:i
C
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Figura 4. Representacion esquematica de los exones presentes en el gen EPM2B (A), de los
dominios presentes en malina (B) y de la localizacidon en la secuencia de todas mutaciones
descritas hasta el momento en enfermos de Lafora (C). Imagen extraida y adaptada de la base de
datos The Lafora Progressive Myoclonus Epilepsy Mutation and Polymorphism Database
(http://projects.tcag.ca/lafora/). Cédigo de colores: rojo=deleccién; azul=insercidn; verde=sustitucion;
negro=otras.

La ubiquitinacion es una modificacidn post-traduccional covalente de las
proteinas, en la que se une una 0 mas moléculas de ubiquitina, un polipéptido de 76
aminoacidos altamente conservado en eucariotas, a un residuo de lisina de una
cadena polipeptidica. La adicion de ubiquitina es un proceso secuencial en el que
participan tres enzimas (Figura 5). En primer lugar, la ubiquitina es activada por la
unién a una enzima activadora de ubiquitina, E1. A continuacion, se transfiere a una
enzima conjugante de ubiquitina, E2. Finalmente, la ubiquitina se une a la proteina
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diana por la accién de una tercera enzima, denominada ubiquitina ligasa o E3. Esta
tltima determina la especificidad de la ubiquitinacion, es decir, a qué diana se
transfiere la ubiquitina. Existen dos tipos de E3: las tipo HECT (Homologous to the E6
Carboxyl Terminus) y las tipo RING (Really Interesting New Gene). Las primeras
poseen un residuo cisteina que sirve de intermediario entre la ubiquitina y la proteina
diana, mientras que las E3 tipo RING como la malina carecen de actividad catalitica y
simplemente actian a modo de puente entre la E2 y la proteina sustrato final (Figura
6) [29].
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Figura 5. Diagrama esquemdtico del funcionamiento del proceso de ubiquitinacién secuencial por las
diferentes enzimas implicadas. Figura adaptada de [30].
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Figura 6. Diagrama esquemaético diferenciativo del funcionamiento de las E3 ubiquitin ligasas HECT y
RING. Figura adaptada de [31].



Existen tres tipos principales de ubiquitinacién: monoubiquitinacion,
multiubiquitinacién y poliubiquitinacion (Figura 7). El primer tipo consiste en la adicién
de una Unica molécula de ubiquitina al sustrato. El segundo tipo consiste en la adicion
de moléculas de ubiquitina a varios residuos de lisina presentes en el sustrato. Y, el
tercer tipo, se basa en la adiciébn de una cadena de ubiquitinas a un residuo lisina
presente en la proteina diana. Esto es posible gracias a la secuencia de la ubiquitina,
que presenta siete residuos lisina sobre los que se puede generar dicha cadena. La
presencia de un tipo u otro de ubiquitinacion dirige la proteina modificada a diversos
procesos fisioldgicos, entre los que se encuentran la regulacion de la expresion génica
y el cambio en la actividad o localizacién del sustrato ubiquitinado.

S

S S

Figura 7. Representaci6bon esquematica de los tres tipos diferentes de
ubiquitinacion. (A) Monoubiquitinacién. (B) Multiubiquitinacion. (C) Poliubiquitinacién.

Siendo malina una E3 ubiquitin ligasa, ésta posee diversos sustratos.
Centrandonos en la enfermedad en estudio, la laforina es uno de ellos. Se ha
demostrado in vitro que malina ubiquitina a laforina, marcandola para ser degradada
en el proteasoma. Podria pensarse que si la malina perdiera su funcion, esto
beneficiaria la actividad de laforina, provocando su acumulacion y por tanto
incrementando su capacidad de defosforilacion para la posterior degradacion de
glucanos; pero esto no es asi, pues como se sabe, mutaciones de pérdida de funcion
en malina también traen como consecuencia la manifestacion de la enfermedad de
Lafora, con el mismo fenotipo histoldgico y neurolégico que si el problema estuviera en
laforina [32], [33].

Pero como ya se ha apuntado previamente, malina posee mas sustratos. Entre
ellos destacan diversas enzimas implicadas en el proceso de sintesis y degradacion
de glucégeno como la glucoégeno sintasa, las subunidades R5/PTG (homéloga de la
Protein Targeting to Glycogen murina) y R6 de la PP1 (Protein Phosphatase 1) y la
enzima desramificadora del glucogeno [16], [34], [35]. Con los datos actuales, se
plantea que laforina actle como intermediaria entre malina y estas proteinas, de modo
gue mutaciones en cualquiera de las dos provoquen que el proceso de sintesis de
glucégeno se lleve a cabo sin ningun tipo de regulacion y por ello se genere la
acumulacién de los caracteristicos cuerpos de Lafora.

Focalizando la atencién en la subunidad R5/PTG, cabe destacar que su
interaccion con laforina ha sido demostrada mediante experimentos de colocalizacion
y arrastre [36]. R5/PTG se une a PP1y, en esta condicion, desfosforila a la glucégeno
sintasa, activandola. Ademas, también desfosforila a la glucogeno fosforilasa, pero en
este caso la inactiva. La combinacion de estos dos procesos trae consigo el aumento
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en los niveles de glucégeno celular. Ahora bien, el papel de la laforina aqui radica en
que, al unirse a la subunidad R5/PTG, la conduce hasta malina, que la ubiquitina para
su degradacion. En consecuencia, disminuyen los niveles de glucégeno celular. La
explicacién de este proceso refuerza la comprension del rol de la laforina como
componente crucial de un complejo multiproteico asociado al glucégeno, confirmando
de nuevo que laforina estd muy involucrada en el proceso de regulacién del
metabolismo del glucégeno.

Por tanto, el rol que laforina y malina juegan en la regulacion de la homeostasis
del glucégeno puede entenderse por dos caminos. En primer lugar, la laforina actta
como fosfatasa de carbohidratos complejos, siendo esta funcién necesaria para
mantener esta homeostasis. En ausencia de laforina, el glucdégeno quedaria
altamente fosforilado y seria insoluble. Y en segundo lugar, laforina actuaria
interaccionando fisicamente con malina formando un complejo funcional en el que
laforina recluta diversas enzimas de funciéon fundamental en la regulacion de la
homeostasis del glucégeno para que malina las ubiquitine y sean degradadas (Figura
8 A) [32].

1.4  Otros procesos alterados en la enfermedad de Lafora
En la enfermedad de Lafora, no solo la homeostasis del glucogeno se ve
alterada. Otros procesos celulares también se ven mermados (Figura 8).
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Figura 8. Rutas moleculares alteradas en la enfermedad de Lafora. (A) Metabolismo del glucégeno,(B)
respuesta a proteinas mal plegadas y, (C) funcion mitocondrial, recientemente propuesta [32].

En primer lugar, se han descrito alteraciones en el sistema ubiquitin-
proteasoma (UPS) en modelos celulares de la enfermedad. Se propone que en estas
células, las condiciones de estrés perjudiquen las actividades de la maquinaria de
chaperonas y el UPS, provocando la acumulacién de estas proteinas alteradas en los
cuerpos de Lafora, siendo especialmente perjudiciales en células particularmente
sensibles, como las neuronas, por lo que pueden participar en la fisiopatologia de la
enfermedad [32]. Esto guardaria relacion con el segundo proceso alterado en la
enfermedad. Sabiendo que existe una disfuncién en el UPS, esto podria provocar
también la alteraciéon de los lisosomas y problemas en la autofagia. Actualmente, la
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discusion radica en si el defecto en la autofagia es causa o consecuencia de la
acumulacién de cuerpos de Lafora, cuestién que todavia debe ser estudiada [32].

Ademas, también se ha demostrado que el complejo funcional laforina-malina
juega un papel clave en proteger al reticulo endoplasmatico (RE) del estrés por
proteinas mal plegadas [37]. Al eliminar laforina 0o malina en modelos celulares se
aprecia un incremento en la respuesta a estrés en el RE en las células, que pueden
estar colaborando en el desarrollo de la fisiopatologia de la enfermedad de Lafora [37],
[38]. Por ultimo, cabe destacar que también se han descrito alteraciones morfol6gicas
y funcionales en las mitocondrias de pacientes de Lafora, lo que explicaria el acumulo
de especies reactivas del oxigeno en los fibroblastos de pacientes [32].

Dada la gran variedad de mutaciones descritas en LD, la enfermedad posee
una especial complejidad en cuanto a que, a pesar de que la sintomatologia es similar
para todas ellas, la base de la alteracion podria tener una naturaleza diferente dentro
del proceso global de regulacién de homeostasis del glucégeno.

Si fuera posible relacionar las mutaciones que dan lugar a la enfermedad de
Lafora con un cuadro sintomatoldgico especifico se podria predecir el curso de la
enfermedad con mayor exactitud. Es por ello que, una vez se caracterice a fondo el
proceso patolégico de la LD, serd necesario el disefio de tratamientos y farmacos
enfocados a paliar o resolver la ruta patolégica especifica que podria estar
desencadenando cada tipo de mutacién.

Por tanto, este proyecto estd enfocado a ser una primera incursién en lo que
sera la medicina personalizada en la enfermedad de Lafora. Conociendo la alteracién
génetica, su repercusion en la estructura y funcionalidad de la proteina resultante y
disponiendo de datos sobre el entorno y las particularidades del paciente, se buscara
optimizar al maximo el tipo de tratamiento que se propone para cada paciente. Para
ello es muy importante la caracterizacion funcional y estructural de cada mutacion, lo
gue a dia de hoy representa un reto, pues todavia no han sido elucidadas con
exactitud las funciones exactas de laforina, malina y el resto de subunidades
reguladoras del glucégeno implicadas en el mantenimiento de la homeostasis de este
altimo. Ademas, los intentos de cristalizacién de la interaccion de laforina con malina o
con R5/PTG han resultado fallidos, con lo cual es dificil preveer como afectara cada
mutacién a las interacciones que laforina lleva a cabo en las diversas funciones que
desempena.



2. Objetivos

El principal objetivo de este trabajo es determinar el perfil de interaccion de una
seleccidon de mutaciones en la laforina descritas en pacientes utilizando la técnica del
doble hibrido en levaduras. Por medio de estos ensayos se estudiara:

1. La interaccion de los mutantes con sustratos conocidos de laforina, como son
malina, con la que forma un complejo funcional, y R5/PTG, subunidad
reguladora de la proteina fosfatasa de tipo 1 implicada en la homeostasis del
glucdgeno, con quien interacciona para presentarsela a malina y promover su
ubiquitinacion.

2. Los efectos de las mutaciones sobre la capacidad de dimerizacion de laforina.
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3. Materiales y métodos

La cepa bacteriana empleada en este trabajo ha sido la DH5a de Escherichia
coli (Stratagene). Se utilizé para la clonacién y amplificacion de los plasmidos de
expresion de proteinas.

Las cepas se cultivaron a 37°C en agitacion en medio de cultivo LB (peptona
1%, extracto de levadura 0.5%, y NaCl 1 % a pH=7.5), suplementando cuando se
precisaba con ampicilina (100 pg/mL).

Las transformaciones se realizaron en bacterias electrocompetentes. Estas se
transformaron por electroporacion a 1700 V. Posteriormente, se recuperaron por
crecimiento en LB durante 1h a 37 °C, y se sembraron en placas de medio LB con
ampicilina, para conseguir la seleccion de aquellas que habian incorporado el
plasmido, dotado del gen de resistencia a dicho antibiético.

En los ensayos de doble hibrido se empled la cepa de Sacharomyces
cerevisiae THY-AP4 [MATa ura3 leu2 lexA::lacZ:.trpl lexA::HIS3 lexA::ADE2] [39].

Los cultivos de levadura se crecieron en medio rico YPD [peptona
bacteriolégica 2% (p/v), extracto de levadura 1% (p/v) y glucosa 2% (p/v) a pH 6] 0 en
medio sintético completo SC [YNB, Yeast Nitrogen Base (Difco™) al 0.67%, 2% (p/v)
glucosa y una mezcla de aminoacidos al 0.095%] suplementado con los
requerimientos necesarios para la seleccion del plasmido. La temperatura de
crecimiento fue de 30 °C, manteniendo la agitacion.

Las levaduras fueron transformadas por el método de acetato de litio [40]. Para
ello, se crecieron en YPD 2% glucosa hasta que alcanzaron una densidad éptica (OD)
a 600 nm de entre 0.4 - 0.8, que se corresponde con la fase de crecimiento
exponencial, y se recogieron por centrifugacién a 4000 r.p.m durante 5 min. Tras dos
lavados con tampén TE-LiAc (acetato de litio 0.1 M pH 7.5, Tris-HCI 10 mM, EDTA 1
mM, pH 8), se resuspendieron en un volumen 1/100 del cultivo inicial con el mismo
tampén TE-LiAc indicado antes. A 50 pL de esta suspension celular se le afadieron 2
ML de DNA de esperma de salmén 100 mg/mL desnaturalizado (Sigma), 3-5 pL de
cada uno de los plasmidos y 300 pL de PEG-TE-LiAc (TE-LiAc con PEG al 40 %). Tras
incubar las células a 30 °C durante 30 min, fueron sometidas a un choque térmico de 5
min a 42°C en presencia de DMSO al 10%. Tras dos lavados con agua estéril para
eliminar los restos de DMSO y PEG, se sembraron las células en placas de SC (sélido,
agar al 2% (p/v)) sin incluir aquellos requerimientos necesarios para la seleccion de los
plasmidos. Las células se incubaron a 30 °C durante al menos dos dias, hasta la
aparicion de colonias individuales.

Las proteinas de fusion con el dominio de unién al DNA LexA se realizaron
empleando el vector pEG202, cuyo marcador es HIS3 [41], por tanto, sin aporte
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externo de histidina al medio, las células no transformadas no pueden crecer, pues
son auxotrofas para este aminoacido.

Las proteinas de fusiobn con el dominio activador GAD (GAL4 Activation
Domain) se realizaron empleando el vector pGADT7 (Clontech) o pACTIl (Legrain et.
al 1994), que lleva como marcador LEU2 y, ademas, una etiqueta con HA
(hemaglutinina) que permite comprobar los niveles de expresion empleando
anticuerpos anti-HA mediante western blot.

Los distintos plasmidos utilizados en los ensayos de doble hibrido descritos en
este trabajo se utilizaron para la transformacién de levaduras. Estos plasmidos se
amplificaron en E.coli y se purificaron de los respectivos cultivos empleando el kit de
minipreps de la marca comercial GE Healthcare, siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Las enzimas de restriccibn empleadas en este proyecto han sido BamHlI, Xhol,
Sall y Smal de ThermoFisher Scientific. Para desfosforilar los vectores se utilizd
fosfatasa alcalina de la casa comercial Roche.

Para la preparacion de los vectores e insertos, los fragmentos de DNA
digeridos con el correspondiente enzima de restriccion fueron purificados empleando
el kit de purificacion de GE Healthcare siguiendo las instrucciones del fabricante. Para
evitar que los vectores digeridos religaran, éstos se trataron con fosfatasa alcalina.
Para la construccién de los plasmidos se empleé Quick Ligase de New England
Biolabs y se dejé reaccionar por 5 minutos a temperatura ambiente, purificando a
continuacion la mezcla de ligacion con el kit Gene Clean de MP Blomedicals, y
empleando posteriormente E.coli DH5a como cepa hospedadora. Se crecié en medio
LB [LB, peptona 1% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v), NaCl 1% (p/v), pH 7,5] y
para la seleccion de plasmidos se utilizé ampicilina (100 pg/mL). La temperatura de
crecimiento fue de 37°C. Los cultivos se crecieron en medio liquido con agitacion
continua en un agitador orbital a 200 r.p.m.

La técnica de doble hibrido fue disefiada por Stanley Fields [42] como una
herramienta para identificar interaccién in vivo de proteinas. Esta fundamentada en la
separacion de los dominios de los factores de transcripcion: un dominio de unién a
secuencias especificas de ADN y un dominio activador de la transcripcion de un gen
reportero. Si existe interaccién entre proteinas, ambos dominios entraran en contacto y
el gen reportero sera transcrito.
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Figura 9. Representacion esquematica del funcionamiento del sistema de doble hibrido en
levadura. Donde DU es Dominio de Union, DA es el Dominio de Activacion, y X e Y son las proteinas
cuya interaccion se estudia fusionadas a los correspondientes dominios.

En el presente trabajo, la cepa THY-AP4 [MATa ura3 leu2 lexA::lacZ:.trp1
lexA::HIS3 lexA::ADEZ2] [39] fue co-transformada con diferentes parejas de plasmidos.
Uno de ellos fusionado al dominio de activacién de la transcripcion (GAD) y otro
plasmido con el dominio de unién a ADN (LexA). La asociacion fisica entre las dos
proteinas fusion permite la transcripcion del gen lacZ, que codifica una enzima cuya
actividad es cuantificable (B-galactosidasa).

La cepa de Sacharomyces cerevisiae THY-AP4 fue co-transformada con
diversas combinaciones de parejas de plasmidos. Un componente de cada pareja
llevaria laforina silvestre o mutada fusionada con el dominio de unién al DNA LexA, y
el segundo componente llevaria la proteina cuya interaccion queria estudiarse
fusionada al dominio de activacién de la transcripcion GAD (Gal4 Activation Domain),
gue podria ser la misma laforina, laforina mutada, malina o la subunidad R5/PTG.

Los transformantes se crecieron en condiciones selectivas [SC, 2% (p/v)
glucosa] y en ausencia de los aminoacidos esenciales Leu e His, marcadores de los
plasmidos utilizados y, posteriormente, se determiné la actividad $-galactosidasa tanto
en filtro como en liquido.

El ensayo B-galactosidasa en filtro tiene como objetivo medir la actividad de la
B-galactosidasa de una forma cualitativa [43]. El desarrollo del ensayo consistia en
sembrar clones individuales en las condiciones de seleccién requeridas.
Posteriormente, las células se transferian a un filtro de nitrocelulosa (Millipore) y se
congelaban a -80°C para su permeabilizacién durante 1 h. A continuacién se ponia el
fitro en contacto con una solucion de tampéon Z [Na,HPO,7H,O 60 mM,
NaH,PO4-H,O 40 mM, KCI 10 mM, MgS0O,-7H,O 1 mM y B-mercaptoetanol 2,7% (v/v)]
y un sustrato artificial X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido), 1 mg/mL
(Roche). La reaccion se llevaba a cabo a 30 °C, observandose la aparicion de color
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azul verdoso, resultado de la accién de la B-galactosidasa, si la interaccidn fisica entre
las dos proteinas estudiadas tenia lugar.

El ensayo 3-galactosidasa en medio liquido tiene como fin medir la actividad de
la B-galactosidasa de un modo cuantitativo.Una vez realizados los analisis en filtro, se
realizd el ensayo en medio liquido por inoculacion de, al menos, 6 de los
transformantes obtenidos en el ensayo previo [44]. El procedimiento se llevaba a cabo
con la cantidad de células equivalente a 0,5 unidades de OD=600 en 1 mL de tampon
Z con 25 pL de SDS 0,1% (p/v) y 25 yL de cloroformo. Las células se rompian por
agitacion fuerte durante 20 s , y a continuacion se afiadia el sustrato, consistente en
200 uL de ONPG (o-nitrofenil B-D-galactopiranésido, de Sigma Aldrich) 4 mg/mL y la
reaccion se detenia con 500 pyL de Na,CO; 1 M a tiempos controlados. La reaccion
tuvo lugar a 30°C. El color amarillo final se midi6é a A4, después de centrifugar a 4000
r.p.m durante 4 min, para reparar los restos celulares y la fase de cloroformo. El
resultado final se expres6 en Unidades Miller, aplicando la siguiente transformacion:

D0420 x 1000
X 2

Unidades Miller = -
t (min)

A partir de los mismos cultivos de los transformantes de levadura
seleccionados para realizar los ensayos de doble hibrido, se tomé una cantidad de
células equivalente a 1 unidad de OD=600 y se resuspendieron en 100 yL de tampon
de carga SB 2X [Tris-HCI 1M pH 6.8 125 mM, Glicerol 20%, SDS 10%, azul de
bromofenol 0.04 mg/mL, ditiotreitol (DTT) 31 mg/mL]. Se transfirieron a tubos de rosca
con 0.3 g de bolitas de vidrio (450 ym de didmetro). La rotura celular se realizo
mediante un método fisico consistente en dos ciclos de ebulliciébn (3 minutos) y
agitacion en vortex (30 segundos). Los extractos se congelaron a -20 °C para su
posterior procesamiento.

Para confirmar los niveles de expresiéon de las proteinas en los transformantes
de levadura, éstas se analizaron mediante SDS-PAGE usando geles de una
concentracion 11% de acrilamida-bisacrilamida y grosor 1,5 mm. La electroforesis se
realizé en un sistema mini-protean Electrophoresis System (Bio-Rad) a un voltaje
constante de 120 V en un tampdn compuesto por glicina 0,2 M, Tris 25 mM, SDS 0,1%

(p/v).

Después de la separacion, las proteinas se transfirieron del gel a una
membrana de nitrocelulosa (Amersham, ProteanTM, 0,45 pm) por electrotransferencia
durante 90 min a una diferencia de potencial de 100 V en tamp6n compuesto por
glicina 0,1 M, Tris 12,5 mM, metanol 20% (v/v).

Tras la transferencia, las membranas se incubaron durante al menos 1 hora a
temperatura ambiente con PBS con 3% de BSA, para bloquear lugares de unién a
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proteinas libres. Los anticuerpos primarios, disueltos en TBS-T [50 mM Tris-HCI, 154
mM NaCl, pH 7,5 y 0,1% de Tween 20] con 3% de BSA se incubaron en agitacion
durante toda la noche a 4°C. Tras tres lavados de 10 minutos con TBS-T, se incubaron
las membranas con los anticuerpos secundarios disueltos en TBS-T con 2% leche
desnatada en polvo durante al menos 1 hora. Después de otros tres lavados de 10
minutos en TBS-T, se visualiz6 la expresion proteica usando el sistema de deteccién
de imagenes Odissey IR de LI-COR Biosciences. Las imagenes se analizaron con el
software Image Studio Lite de la misma casa comercial.

La solucién rojo Ponceau (0,5% Ponceau-S red, 1% acido acético) permite una
tincién reversible de las proteinas. La membrana de nitrocelulosa se mantiene unos
minutos en la solucién y, a continuacioén, se destifie en agua destilada, lo que permite
visualizar los marcadores de peso molecular y cada uno de los carriles transferidos. La
intensidad de tincién de cada carril permite comprobar que todos los pocillos del gel de
acrilamida se cargaron con una cantidad similar de muestra.

En la inmunodeteccién fueron empleados anticuerpos primarios de Abcam
(Cambridge, UK) contra LexA y de Sigma Aldrich (Missouri, EEUU) contra HA. Los
anticuerpos secundarios utilizados fueron IRDyeR 800CW Goat anti-Rabbit IgG (H+L)
e IRDyeR 680LT Goat anti-Mouse IgG (H+L) de LI-COR Biosciences (Lincoln, Nueva
Inglaterra, EEUU), anti-lgG de conejo y anti-lgG de raton, respectivamente.

Los datos se expresan en medias con desviacion estandar. La significacion
estadistica de las diferencias entre grupos se evalué con una prueba de t de Student,
utilizando una distribucion de dos colas. La significacion ha sido calculada como
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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4. Resultados

4.1. Mutantes estudiados

La seleccion de mutantes a estudiar es la que se detalla en la Figura 10,
mostrando que se trabajé con mutantes presentes tanto en el dominio CBD, como en
el DSP, como en la regién no perteneciente a ninguno de ellos.

Figura 10. Estructura tridimensional de laforina humana. (A) Estructura tridimensional de laforina en
su forma monomérica. Esta est4 compuesta por un dominio CBD y un dominios DSP, sefialados en dos
tonos de morado. Las esferas rojas sefialan los carbonos a de las mutaciones con las que se ha trabajado
en este proyecto. (B) Estructura tridimensional de laforina humana en su forma homodimérica. Se
representan en dos tonos de azul las dos moléculas antiparalelas que forman el dimero de laforina. Cada
monomero esta compuesto por un dominio CBD y un dominio DSP, dando lugar a una estructura
tetramodular CBD1-DSP1-DSP2-CBD2. Las esferas rojas representan los carbonos a de las mutaciones
estudiadas en este proyecto y dan una idea global de como éstas se disponen en el homodimero.
Modelizacion de la estructura realizada con el programa PyMOL.

4.2. Estudios de interaccion laforina-malina

La malina es una E3 ubiquitin ligasa que contiene un dominio RING amino-
terminal y seis dominios NHL carboxiterminales que parecen formar un tipo de dominio
de interaccién proteico de tipo propulsor B [45]. Ha sido descrito, en numerosas
ocasiones, que laforina y malina forman un complejo funcional y que laforina
interacciona con sustratos que seran ubiquitinados por malina, pero esta interaccion
debe entenderse como dependiente de laforina y muchos de ellos son enzimas
implicadas en el proceso de sintesis de glucdégeno [26].
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El complejo laforina-malina une y ubiquitina la isoforma muscular de la
glucdgeno sintasa y de R5/PTG, la subunidad encargada de dirigir la actividad de PP1
hacia el glucégeno. Muchas de estas afirmaciones se basan en experimentos
realizados sobre cultivos celulares, pero recientemente, estos mismos ensayos
realizados en modelos murinos de la enfermedad, tanto deficientes en malina como
deficientes en laforina, han dado lugar a resultados contradictorios, no pudiendo llegar
a una conclusion certera sobre el papel de este complejo funcional en la regulacion de
la homeostasis del glucégeno [26].

A pesar de esto, la interaccién laforina-malina como integrantes de un complejo
funcional regulador no puede negarse, y con el fin de ver cuales de las mutaciones en
pacientes afectaban a esta interaccion, los andlisis de doble hibrido se realizaron
transformando la cepa de levadura THY-AP4 con las construcciones de laforina
silvestre y los distintos mutantes fusionadas al dominio de unién al DNA LexA, y con
construcciones de malina silvestre fusionada al dominio de activacion del factor de
transcripcién Gal4 (GAD). Posteriormente, se determind la actividad p-galactosidasa,
primeramente realizando un ensayo cualitativo en filtro de nitrocelulosa como el que
aparece en la Figura 11, y seguidamente con el ensayo cuantitativo en medio liquido,
gue daria valores de actividad en funcion de la absorbancia medida tras el cambio de
color de la solucién con levaduras lisadas y el sustrato de la enzima codificada por el
gen reportero, tal y como se detalla en el apartado 3.5.2 de Materiales y métodos.

Se pueden observar diferencias en la capacidad de interaccion de un modo
cualitativo (Figura 11), puesto que algunos de los mutantes transferidos no presentan
coloracion azul-verdosa, indicando carencia total de interaccibn, como ocurre con
mutantes como el Y294N. Igualmente, ninguno de los controles realizados para cada
uno de los mutantes dio resultados de autoactivacion, puesto que las fusiones LexA-
laforina mutante tampoco presentaban coloracion azul-verdosa cuando se
transformaban con GADT7 vacio.

G240S (-) ﬂ
95/ /

6279Y (ﬂ / /

Y294N (-) ¢ F / 7

Figura 11. Interaccion por doble hibrido de los mutantes de laforina con malina. Los controles se
representan con los simbolos (+) y (-), haciendo referencia a la combinacion de laforina y malina
silvestre, y a LexA vacio frente a GAD-malina, respectivamente. (A) Colonias aisladas de los
transformantes indicados en la figura. Se sembraron en placas con medio sintético completo (-Leu, -
His) y se incubaron durante 36-48h a 30°C. (B) Los transformantes crecidos en (A) se transfirieron a un
filtro de nitrocelulosa, realizando a continuacién el ensayo B-galactosidasa en filtro segin se describe
en el apartado 3.5.1 de Materiales y métodos. Cuando existe interaccion los transformantes toman
coloracién azul-verdosa.
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Atendiendo a los resultados, que pueden observarse en la Figura 12, los
mutantes F88L, N148Y, N163D, R171H, T194l e Y294N pierden practicamente por
completo su capacidad de interaccién con malina con respecto a la laforina silvestre.
En orden creciente de interacciéon con malina, el mutante G279S conservaba un 30%
de actividad respecto del silvestre. A continuacion, F5S, con un 60% de actividad, y
finalmente el mutante G240S con actividad [(-galactosidasa similar al control.
Resultaba particularmente interesante el caso del mutante C266S, una mutacion de la
cisteina catalitica del dominio DSP, cuya actividad B-galactosidasa y, por tanto,
interaccion con malina, practicamente duplica la de laforina silvestre. Igualmente, se
realizaron los correspondientes controles para cada uno de los mutantes en el ensayo
B-galactosidasa en medio liquido, comprobando la falta de interaccion, y por tanto, de
autoactivacion, que ya se habia visto en el ensayo previo en filtro. El analisis
estadistico de todos los resultados dio una significacién de p<0.001.
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Figura 12. Interacciéon de los mutantes de laforina con malina. La cepa THY-AP4 de Saccharomyces
cerevisiae fue transformada con pEG202-LexA-laforina silvestre (WT) o con las mutadas. Por otra parte,
se empled pACT2, que contiene el dominio GAD de activacion, fusionado a malina. (A) Interaccién de
laforina con malina: actividad B-galactosidasa (Unidades Miller) correspondiente a la interaccion entre
laforina WT o laforina mutante con malina, segin se indica en el diagrama de barras. Para realizar el
grafico también se analizaron los correspondientes controles con los mutantes de laforina indicados. (B)
Imagen representativa del analisis por Western Blot de los extractos crudos usando los anticuerpos anti
LexA y anti HA. Como control de carga se ha incluido una tincion Ponceau de las membranas. Los
resultados obtenidos para los mutantes F5S, F88L, N148Y, N163D y R171H fueron similares a los que
aparecen en la imagen.
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La importancia de R5/PTG radica en que forma parte de un conjunto de
subunidades reguladoras de PP1 en el metabolismo del glucégeno. Esta designacion
se acufid al descubrir un complejo proteico asociado a particulas de glucégeno en
musculo esquelético de conejo [46]. A partir de este hallazgo se describi6 la primera
subunidad reguladora de glucégeno, la GM/Rg. . Con el tiempo se ha visto que esta
primera subunidad descrita forma parte de una familia de siete miembros
denominados: GM,GL,R5/PTG,R6/R3D,R3E, R3F y R3G.

En cuanto a R5/PTG, esta proteina se expresa de forma ubicua en todos los
tejidos. A nivel transcripcional, R5/PTG es sensible a la regulacion hormonal por
insulina/adrenalina [47], y su nivel proteico estd regulado por AMPK, también
denominado “sensor metabdlico celular”, que es capaz de fosforilar a R5/PTG
etiquetandola para su degradacion [48].

Al igual que el resto de subunidades de la familia, R5/PTG interaccionara tanto
con el sustrato a desfosforilar como con el glucégeno. Ademas, R5/PTG se unira a
PP1 e interaccionara con laforina, que llevara a R5/PTG hasta malina, encargada de
ubiquitinarla para inducir su degradacion [49].

Con el fin de analizar como afectaban las mutaciones en laforina a la
interaccion con R5/PTG, los andlisis de doble hibrido se llevaron a cabo esta vez
transformando la cepa de levadura THY-AP4 con las construcciones de laforina
silvestre y los distintos mutantes fusionadas al dominio de unién al DNA LexA y con
construcciones de R5/PTG fusionada al dominio de activacion del factor de
transcripcion Gal4(GAD) y, como en los anteriores ensayos, se determiné la actividad
B-galactosidasa, en primer lugar realizando un ensayo cualitativo en filtro de
nitrocelulosa, detallado en la Figura 13 y seguidamente con el ensayo cuantitativo en
medio liquido.

Atendiendo a los resultados mostrados en la Figura 13, y al igual que ocurria
en las interacciones con malina, ya se podia observar que algunos de los mutantes no
poseian interaccion en absoluto, hecho que se ponia de manifiesto con la ausencia
total de coloracion azul-verdosa, como ocurria con mutantes como el F88L y T194l.
Del mismo modo que en la interaccion con malina, se comprobd que los controles
negativos no mostraban resultados de autoactivacion, pues se apreciaba una total
ausencia de coloracién azul-verdosa en ellos.
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Figura 13. Interaccion por doble hibrido de los mutantes de laforina con R5/PTG. Los controles se
representan con los simbolos (-) y (-)*, haciendo referencia a los controles negativos, que llevan uno de
los vectores de la interaccidn testada vacio, pEG202 y PACTIIRS5, respectivamente. (A) Colonias aisladas
de los transformantes indicados en la figura. Se sembraron en placas con medio sintético completo (-Leu,
-His) y se incubaron durante 36-48h a 30°C. (B) Los transformantes crecidos en (A) se transfirieron a un
filtro de nitrocelulosa, realizando a continuacion el ensayo -galactosidasa en filtro segun se describe en
el apartado 3.5.1 de Materiales y métodos. Cuando existe interaccion los transformantes toman coloracion
azul-verdosa.

En este caso, los mutantes que pierden interaccion de forma mas significativa con
R5/PTG son F88L, R171H, T194Y e Y294N. Por otra parte, los mutantes N148Y,
N163D y G279S también pierden considerablemente su actividad B-galactosidasa,
pero conservan de un 13% a 42% de actividad. También hay mutantes que
practicamente se mantienen en valores de actividad similares a laforina silvestre, como
el F5S y el G240S, aunque si es cierto que este Ultimo pierde un 16,4% de actividad.
Ademas, resulta realmente significativo el caso del mutante cataliticamente inactivo
C266S, pues presenta una interaccion con R5/PTG que duplica la del fenotipo
silvestre (Figura 14 A).

Ademas, y como en todas las interacciones analizadas, se comprobé la expresion
correcta de las proteinas del ensayo, para poder concluir que los resultados de la
interaccion analizada eran debidos a la naturaleza de las proteinas que
interaccionaban y no a una falta de expresion de las mismas (Figura 14B). El andlisis
estadistico de todos los resultados, también dio en este caso una significacion de
p<0.001.
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Figura 14. Interaccion de los mutantes de laforina con R5/PTG. La cepa THY-AP4 de Saccharomyces
cerevisiae fue transformada con pEG202-LexA-laforina silvestre (WT) o con las mutadas. Por otra parte,
se empled pACT2, que contiene el dominio GAD de activacion, fusionado a R5/PTG. (A) Interaccion de
laforina con R5/PTG: actividad -galactosidasa (Unidades Miller) correspondiente a la interaccion entre
laforina WT o laforina mutante la subunidad R5/PTG, segun se indica en el diagrama de barras. Para
realizar el grafico también se analizaron los correspondientes controles con los mutantes de laforina
indicados. (B) Imagen representativa del andlisis por Western Blot de los extractos crudos usando los
anticuerpos anti LexA y anti HA. Como control de carga se ha incluido una tincion Ponceau de las
membranas. Los resultados obtenidos para los mutantes T194l, G240S, C266S, G279S e Y294N fueron
similares a los observados en la figura.
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4.4 Comparativa de la interaccidén de laforina con los sustratos en
estudio

A partir de los datos de interaccion de laforina con los dos sustratos estudiados
previamente, es interesante mostrar la comparativa entre ambos para cada mutacion
(Figura 15). Aunque se dan algunas excepciones, la norma general es que una
determinada mutacion da unidades de actividad similares para la interacciébn con
ambos sustratos. Esto puede sugerir, en primer lugar, que la laforina es una proteina
considerablemente inestable, y que estas mutaciones missense alteran su
conformacion hasta el punto de dificultar dos de sus interacciones mas importantes en
el proceso de regulacion de la homeostasis del glucégeno; y en segundo lugar, que tal
vez las mutaciones afectan de forma similar porque realmente los sitios de interaccion
o0 el sitio de interaccién con estos sustratos son realmente dependientes de la
estabilidad completa de la molécula, podria ser que fueran el mismo, o bien que
guedaran muy cerca espacialmente.

70
60
50

40

@ Malina

30 { OR5

20

Actividad B-Gal (Unidades Miller)

10

. A Iﬁ i(ﬁ - -

WT F5S F88L N148Y N163D R171H T194l G240S C266S G279S Y294N
Proteinas de fusion LexA-laforina

Figura 15. Interaccion de los mutantes de laforina con malina y R5/PTG. Datos conjuntos obtenidos a
partir de los ensayos de doble hibrido en medio liquido correspondientes a las interacciones de laforina
con malinay R5.
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4.5 Ensayos de homodimerizacion

4.5.1 Subclonacion de los mutantes disponibles en el vector pPGADT7

Para poder llevar a cabo los ensayos de homodimerizacion, fue necesario
insertar los ORF de los respectivos mutantes en pGADT7. Para ello, se digiri6 este
plasmido de destino con BamHI y Xhol y el pldsmido pEG202-LexA-laforina con las
enzimas de restriccibon BamHI y Sall. Se purificaron los insertos mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0,7% y se desfosforil6 el vector para evitar que las
moléculas del plasmido digeridas religaran. Después de purificar y realizar la reaccion
de ligacion se seleccionaron los pldsmidos en células E.coli DH5a. Posteriormente, se
comprobé el éxito de la subclonacion digiriendo con la enzima de restriccion Sma |,
que en el vector vacio daria lugar a un unico fragmento de 7988 bp y en el vector con
inserto generaria dos fragmentos de 947 bp y 8024 bp. En relacién a la Figura 16,
pueden observarse casos en los que el inserto se incorpora con éxito al vector
receptor, como es el caso de los carriles 1, 2 y 5; y otros en los que éste no se ha
introducido, como ocurre con los carriles 3 y 4. Una vez los fragmentos
correspondientes a los ORF de laforina se incluyeron en el pPGADT7, ya se disponia de
todos los mutantes fusionados tanto al dominio LexA de union al DNA, como al
dominio activador GAD, por lo que se pudo proceder a analizar la homodimerizacion,
pues ya se contaba con los componentes necesarios para reconstituir el factor de
transcripcién en caso de haber interaccion. En la Figura 18, se muestra un diagrama
de los plasmidos empleados en la subclonacion.

ST 1 2 3 4 5

bp

12000 —
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2000 —
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Figura 16. Obtencion de mutantes de laforina como
fusion a GAD. Electroforesis en agarosa 0,7% de
comprobacion de subclonacion de mutantes de laforina en
el vector pGADT7 Digestion ezimatica con Smal
representativa, con algunos de los clones obtenido, que
son los carriles numerados del 1 al 5. La flecha sefiala la
banda de 947 pb, que se obtiene si la ligacién ha tenido
éxito. ST es el carril correspondiente al marcador estandar
de tamafio de DNA en pares de bases.

No obstante, se tuvo que proceder, primeramente, a la subclonacion del
mutante de laforina N163D en pEG202, dado que se disponia de dicha fusion en un
vector distinto al de los otros mutantes en estudio, para lo cual se digiri6 este plasmido
inicial con la combinacion de enzimas de restriccion BamHI-Xhol que liberaba el ORF
completo de laforina N163D en fase para su subclonacién en pEG202, digerido con las
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mismas enzimas de restriccion. Se purificaron los insertos mediante electroforesis en
gel de agarosa al 0,7% y se desfosforil6 el vector. Como en el caso anterior, tras
purificar y realizar la reaccion de ligacién se seleccionaron los plasmidos en células
E.coli DH5a. Posteriormente, se comprobd el éxito de la subclonacién digiriendo
también con la enzima Sma I, que en el vector vacio daria lugar a un unico fragmento
de 7988 bp y en el vector con inserto generaria dos fragmentos de 947 bp y 8024 bp
(Figura 17). En la Figura 17, se muestra la imagen de un gel de agarosa representativo
de la comprobacion de la ligacion.

Smal
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Figura 17. Obtencion de mutantes de laforina como fusion a
GAD. Electroforesis en gel de agarosa 0,7% de comprobacién
de la subclonacién del mutante N163D en el vector pGADT7.
Los carriles numerados del 1 al 3 corresponden a la digestion
del plasmido de diferentes clones con Smal. La flecha sefiala la
banda de 947 pb, que se obtiene si la ligacidén ha tenido éxito. El
simbolo ¢ representa el vector vacio.
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Figura 18. Diagrama de los plasmidos empleados en el subclonaje de los mutantes disponibles en el
vector receptor pGADT7 realizados con el software Vector NTI. (A) Vector inicial pEG202-Laforina.
(B)Plasmido receptor pGADT7. (C) Vector final pPGADT7-Laforina.



Se ha elucidado recientemente que laforina actia como dimero en su forma
funcional [25]. Esta capacidad de dimerizacién cobra importancia en referencia a su
unién al sustrato, pues la union de éste a una de las moléculas del dimero favorece la
union a la otra molécula, es decir, posee un funcionamiento cooperativo, por ello, la
presencia de mutaciones en laforina podria alterar esta union y tener alguna
repercusion en la patologia de la enfermedad.

Con el fin de analizar como afectaban las mutaciones a estudiar en la
homodimerizacion de laforina, se llevaron a cabo analisis de interaccion mediante
doble hibrido en levadura, atendiendo al procedimiento detallado en Materiales y
métodos. Se transformé la cepa de levadura THY-AP4 con las construcciones de
laforina silvestre y los distintos mutantes fusionadas tanto al dominio de union al DNA
LexA como al dominio de activacion del factor de transcripcién Gal4(GAD) y se midié
la intensidad de la unién de cada interaccién interrogada por determinacion de la
actividad B-galactosidasa, en primer lugar realizando un ensayo cualitativo en filtro de
nitrocelulosa, detallado en la Figura 19, y seguidamente con el ensayo cuantitativo en
medio liquido.

Figura 19. Ensayo de actividad B-galactosidasa en filtro (cualitativo) para estudiar la
capacidad de homodimerizacion de algunos mutantes de laforina. (A) El primer paso del ensayo
consiste en sembrar colonias de transformantes siguiendo patrones similares a los detallados en la
imagen. (B) Posteriormente, este patrén se transfiere a un filtro de nitrocelulosa y se afadira el
sustrato de la B-galactosidasa, llevando a una variacion de color a azul en caso de darse interaccion
entre las proteina interrogadas.

Como puede apreciarse en la Figura 19 de forma cualitativa, y al igual que en
las anteriores interacciones estudiadas, ya es posible elucidar a simple vista cuales
son los mutantes que pierden por completo la capacidad de homodimerizar,
manifestdndose esto en forma de falta de coloracién azul-verdosa. Este es, por
ejemplo, el caso de los mutantes F88L y T194l. Al igual que en las interacciones
previas, se realizaron los controles correspondientes para descartar que los mutantes
estudiados tuviesen capacidad de autoactivacion, confirmandose de nuevo este
hecho.
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En referencia al ensayo cuantitativo de actividad B-galactosidasa en medio
liguido al que hace referencia la Figura 20, los mutantes N148Y, N163D, C266S y
G279S conservan entre un 17-27% de capacidad de homodimerizacion con respecto
al silvestre. El mutante G240S es el Unico que, aunque también ve disminuida la
interaccion consigo mismo, conserva el valor mas alto de todos los mutantes
estudiados, un 65% respecto del silvestre. Asimismo, se comprobd por western blot
que todas las proteinas se expresaban a niveles similares (Figura 20B).
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Figura 20. Interaccion de los mutantes de laforina consigo mismos. La cepa THY-AP4 de
Saccharomyces cerevisiae fue transformada con pEG202-LexA-laforina silvestre (WT) o con las
mutadas. Por otra parte, se hizo lo mismo con GAD-laforina silvestre y con las mutadas. (A)
Homodimerizacion de laforina: actividad B-galactosidasa (Unidades Miller) correspondiente a la
interaccion entre laforina WT o laforina mutante consigo mismas, segun se indica en el diagrama de
barras. Para realizar el grafico también se analizaron los correspondientes controles con LexA y
GAD vacios. (B) Analisis por Western Blot de los extractos crudos usando los anticuerpos anti LexA
y anti HA. Como control de carga se ha incluido una tincién Ponceau de las membranas. 27



4.6 Heterodimerizacion

Para profundizar en la caracterizacion de estos mutantes se realizaron también
ensayos de heterodimerizacion, es decir, interaccion con la laforina silvestre, de
algunos de los mutantes. Aunque esta interaccion no se puede dar de forma natural en
un paciente de Lafora, dado que se trata de una alteraciébn autosémica recesiva, este
ensayo podria proporcionar informacibn de caracter estructural. Por ello, se
seleccionaron dos mutantes, el F88L, que habia perdido totalmente la capacidad de
homodimerizar, y N163D, que aun conservaba muy parcialmente algo de su capacidad
de formar dimeros. Los resultados mostraron que ninguno de los mutantes recuperé la
capacidad de formar dimeros con la forma silvestre de laforina (Figura 21).
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Figura 21. Interaccion de laforina silvestre (WT) con los mutantes F88L y N163D. La
cepa THY-AP4 de Saccharomyces cerevisiae fue transformada con pEG202-LexA-laforina
silvestre (WT) y pGADT7-laforina silvestre (interaccion representada con WT-WT).
Asimismo, se transformé con pEG202-laforina silvestre y cada una de las fusiones a GAD
indicadas, pGADT7-laforina F88L (WT-F88L) y pGADT7-laforina N163D (WT-N163D).

5. Discusion

En este trabajo se han estudiado una serie de mutaciones de cambio aminoacidico
en la laforina descritas en pacientes para caracterizar como pueden afectar a su
interaccion con sustratos (malina y R5/PTG) o a la capacidad de formar dimeros. Para
proceder a la discusion de este proyecto, se comentard individualmente cada mutacion
analizada. Se describira cual es el cambio aminoacidico y cdmo esto afecta a la region
estructural en la que localiza la mutacion y, en consecuencia, a la interaccion con los
sustratos y a la homodimerizacién. Ademas, se intentara buscar una relacién entre la
mutacion comentada y cémo se ve reflejada en la sintomatologia de los pacientes
portadores, en los casos en los que se describa el cuadro clinico asociado a dicha
mutacién en concreto.

Por orden de secuencia, la primera mutacion estudiada fue F5S. Este cambio
aminoacidico de fenilalanina por serina se encuentra enmarcado en el dominio CBD, y
supone el cambio de un amino&cido apolar aromatico de gran tamafio, por uno polar y
de tamafio muy reducido en comparacion. Por lo que respecta a su interaccion con
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malina, se conserva un 60% de actividad 3-galactosidasa respecto al fenotipo silvestre
y mantiene completamente la interaccion con R5/PTG. Esto podria explicarse de un
modo sencillo atendiendo a que el CBD podria no participar de manera directa en las
interacciones fisicas con estos dos sustratos, con lo cual sus capacidades de
interaccion no deberian verse mermadas. No obstante, esta pequefia pérdida de
actividad en la interaccibn con la malina puede verse causada por el cambio
aminoacidico, pues al cambiar considerablemente la naturaleza quimica con respecto
al aminoacido originalmente presente, podria haber una ligera desestabilizacion de
cargas que afecte a la estructura de laforina y en consecuencia a esta interaccion.
Cabe destacar que esta descrito que laforina es una proteina que, al menos in vitro,
agrega con facilidad y es bastante inestable, por lo que pequefios cambios
aminoacidicos que no supongan grandes cambios en propiedades fisico-quimicas
poder terminar alterdndola considerablemente o impidiendo su correcta expresion. No
obstante, su sobreexpresion en levaduras produce proteina en cantidad suficiente
como para corroborar que la expresion de la proteina es la correcta (Figuras 12, 14y
21; paneles B). Ademas, por lo que respecta a la homodimerizacién, este mutante
pierde la capacidad de homodimerizar, asi como la de heterodimerizar, lo que indica
gue aungue espacialmente se localiza bastante alejada de los dominios DSP, donde
se producen los contactos para formar dimeros, es una posicién importante para la
estabilizacién del dimero. Este hecho reforzaria la idea de que la desestabilizacién
estructural de la proteina conlleva problemas en algunas de sus interacciones, aunque
la mutacion no afecte directamente a las zonas de contacto. No se dispone de datos
sobre sintomatologia de los pacientes portadores de esta mutacion, por lo que se
supone que el transcurso de la enfermedad es el que se describe de modo general [2].
Tampoco se sabe si esta mutacion conlleva la pérdida de la actividad fosfatasa.
Cuando se disponga de estos datos, podra elucidarse si la enfermedad es causada
por esta pérdida de interaccion, por la pérdida de actividad fosfatasa, o una
combinaciéon de ambas.

La siguiente mutacion analizada fue F88L, en este caso, el cambio de una
fenilalanina por una leucina, también en el dominio CBD, supone el paso de un
aminoacido apolar aromatico de gran tamafio, a uno apolar alifatico. Este mutante
pierde tanto la capacidad de interaccionar con malina y con R5/PTG, como la de
homodimerizar. El hecho de que todas las interacciones interrogadas se vean
sustancialmente mermadas indica que este aminoacido sustituido es esencial para el
establecimiento de una correcta estructura de laforina y con ello, de su capacidad
reactiva. Se pens6 que la falta del anillo aroméatico en F88L podria estar afectando a la
integridad estructural del sitio de union a polisacéaridos alterando la posicién de K87
[14]. No obstante, estudios posteriores revelaron que no existia disminuciéon en la
capacidad de unién al glucégeno aberrante que conforma los LB [50]. Con lo cual,
aungue la mutacion se localiza en el dominio de unién a carbohidratos (Figura 22), la
funcion de regulacion de la cantidad de glucégeno celular aberrante que se le atribuye
a laforina no deberia verse afectada de forma directa por alteraciones en este dominio,
sino que lo que esta fallando aqui es la unién a malina y a la subunidad R5/PTG, que
resulta en problemas en los pasos siguientes del proceso de regulacion de la
homeostasis del glucogeno. Esta idea se refuerza al saber que el mutante no presenta
diferencias en la localizacion subcelular con respecto a laforina silvestre, ambas dando
un patrén de aparicion disperso en el citoplasma [51], sugiriendo que ahi es donde se
une a los poliglucosanos para marcar su degradaciéon. Como todavia no se ha
elucidado cristalograficamente la naturaleza de la unién entre laforina y malina, ni
entre laforina y R5/PTG, no se sabe con exactitud como este cambio en el CBD puede
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estar afectando a estas uniones. Por el momento, la literatura no da informacion
especial acerca de los enfermos portadores de esta mutacion, con lo cual se supone
gue poseeran el cuadro clinico clasico de la enfermedad [2]. Y aunque si se une a
carbohidratos, no se dispone de datos sobre si mantiene o no actividad fosfatasa, con
lo cual con esta mutacion tampoco se puede concluir que la enfermedad venga
provocada por esta pérdida completa de interacciones o por la pérdida de actividad
fosfatasa aunque si es cierto que esta pérdida sustancial de la interaccion con dos
sustratos tan importantes como son malina y R5/PTG parece ser un indicativo
importante a la hora de explicar la presencia de LD en estos pacientes.

Con la mutacion N148Y se da la particularidad de que no pertenece a ninguno de
los dos grandes dominios de la laforina, si no que, por secuencia, se localiza entre
ambos. El cambio de asparagina a tirosina supone el paso de un aminoacido polar de
pequefio tamafo, a un aminoacido aromatico. Conserva aproximadamente de un 15 a
un 20% de interaccion tanto con malina como con R5/PTG, y el mismo porcentaje de
interaccion consigo mismo. Con lo cual, con esta mutacién, se esta produciendo una
alteracion que afecta de la misma forma a los tres tipos de interaccion estudiadas,
disminuyendo considerablemente sus capacidades de interaccion. Como puede
observarse en la Figura 22, la mutacion se localiza en una region superficial de la
molécula, y posiblemente la aparicibn de un aminoacido de mayor tamafio
desestabilice considerablemente la proteina. En el caso de esta mutacién si que se
dispone de datos clinicos asociados, que describen como primeros sintomas las
convulsiones ténico-clonicas y sacudidas mioclénicas, seguidas de decline cognitivo,
problemas visuales, problemas de comportamiento y ataxia, siendo éste un cuadro
clinico clasico [52]. Una posible hipétesis que explique lo que ocurre con esta mutacion
podria ser que N148Y forme parte de alguno de los dominios funcionales adicionales
de unién a otros sustratos, todavia no descritos, que se prevé que tenga la molécula
de laforina, alterando por ello la interaccion con malina y R5/PTG; otra podria cefirse,
como ya se ha mencionado, a una desestabilizacion de la misma que podria afectar
considerablemente a todas sus interacciones.

Los mutantes restantes de este trabajo se localizan en el dominio DSP. La
primera mutacion del set es N163D, cuyo cambio de asparagina a aspartico esta
sustituyendo un aminoacido polar por de caracter acido. Esta mutacién se localiza a la
entrada del bolsillo con la cisteina catalitica C266 (Figura 22). En cuanto a sus
propiedades bioquimicas, este mutante posee las mismas propiedades de unién a
carbohidratos que la laforina silvestre y su actividad fosfatasa no se ve alterada [53].
Pierde la habilidad de interaccionar con R5/PTG y con malina, y conserva un 20% de
capacidad de homodimerizacion. Los datos de sintomatologia de los pacientes
portadores de esta mutacion muestran que la progresion de la enfermedad es mas
lenta, lo que podria estar relacionado con el mantenimiento de las funciones de union
a carbohidratos y actividad fosfatasa. Esto sugeriria que estas funciones son
fundamentales para el complejo laforina-malina, dado que su conservacion podria
determinar la lentitud de la evolucion de los sintomas de la enfermedad.

La siguiente mutacion estudiada fue R171H, también presente en el dominio
DSP, y cuyo cambio aminoacidico consiste en la sustitucibn de una arginina,
amino&cido basico con carga positiva, por la histidina, que también es béasico pero con
cadena lateral diferente. Esto, como ya se ha visto con la mutacién F88L, puede llevar
a una desestructuracion de la proteina que lleve a la pérdida de la capacidad de
interaccion en las tres combinaciones analizadas. De hecho, se ha visto que
efectivamente ocurre, pues el mutante pierde la capacidad de interaccion con malina,
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con R5/PTG y consigo mismo. Existen datos clinicos de pacientes portadores de esta
mutacién, que describen que los sintomas comienzan con las convulsiones ténico-
clénicas o sacudidas mioclénicas, prosiguen con decline cognitivo y prosiguen con
ataxia, demencia y mutismo, para finalmente dar lugar a la atrofia del sistema gastrico
y digestivo; lo que podria definirse como otra manifestacion clasica de la enfermedad
de Lafora [51]. Se ha descrito que en células portadoras de la mutacion, aparecen
agregados citoplasmicos ubiquitina positivos formados por proteinas defectivas
adyacentes al nucleo, sugiriendo que van a degradacion pero acumulandose en el
citoplasma. Ademas, el mutante pierde la actividad fosfatasa [25], con lo cual tanto su
funcion como las interacciones estan realmente alteradas.

Otra mutacion del dominio DSP es T194l, en la cual el cambio aminoacidico de
treonina a isoleucina supone el paso de un aminoacido polar neutro de tamafio muy
reducido a otro apolar alifatico. Los resultados indican que la capacidad de interaccion
de este mutante con malina, R5/PTG y con él mismo se ven sustancialmente
reducidas. Esta mutacion en el DSP también trae consigo la pérdida de la actividad
fosfatasa e incluso afecta a la unién al glucogeno, a pesar de no encontrarse en el
CBM [36]. Por lo que no solo est& alterando el dominio DSP, sino que también esta
desestabilizando la estructura global de la proteina y un gran nimero de sus funciones
se estan viendo alteradas. Del mismo modo que ocurria con R171H, este mutante
también da lugar a agregados citoplasmaticos de proteinas ubiquitinadas mal plegadas
adyacentes al ndcleo. En definitiva, este mutante parece tener efectos muy similares al
R171H.

Otra mutacion interesante es la G240S, que también forma parte del dominio
DSP. El cambio aminoacidico, en este caso, no supone un cambio en la naturaleza
guimica, simplemente se intercambia glicina por serina, ambos aminoacidos polares y
neutros de muy pequefio tamafio. De no causar sintomas, esta mutacién podria
entenderse como un simple polimorfismo. No obstante, un estudio en pacientes de
Lafora reveld que ninguno de los pacientes control poseia dicha mutacion y que por
tanto no podia considerarsele poliformismo [54] [55] pero puede que este cambio
altere otro dominio de laforina crucial para su correcto funcionamiento. De hecho,
como se ha comentado previamente, se espera que laforina posea dominios
funcionales adicionales involucrados en la interaccion con subunidades reguladoras.
En este caso, el mutante conserva un 65% de capacidad de homodimerizacion, e
interacciona con malina y R5/PTG de forma similar a laforina silvestre (94% y 84%
respectivamente). G240S pierde la actividad fosfatasa [25]. Ademas los datos del
paciente que aparecen en la literatura revelan que, ademas posee una mutacion en el
gen para malina, con lo cual es dificil intentar extraer conclusiones en este caso.

En referencia a la mutacion C266S del dominio DSP, cabe destacar que ésta
implica la mutacion de la cisteina catalitica del dominio [14]. Esto se debe al cambio de
esta cisteina por una serina, dos aminoacidos polares neutros pero en los cuales el
cambio del grupo tiol implica la pérdida de la reactividad del dominio, fundamental para
desempefiar su funcion. Por tanto, este es un mutante que carece de actividad
fosfatasa, pero resulta interesante el hecho de que duplique la capacidad de
interaccion con malina y con R5/PTG con respecto a laforina silvestre. Sin embargo,
solo conserva en un 27% su capacidad de homodimerizacién. Por tanto, esta mutacion
en el DSP también afecta a la formacion del dimero y reduce considerablemente las
opciones de que se forme. No obstante, la aparicién del grupo hidroxilo de la serina
parece traer consigo una estabilizacion muy fuerte de la union entre laforina y los dos
sustratos analizados, que supera con creces la que se da con laforina silvestre. Esto
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sugiere que tal vez esta interaccién tan fuerte recluta los sustratos y, al no
desprenderse de ellos, el proceso se ve muy afectado, posiblemente impidiendo que
laforina desemperie tanto las funciones que implican interacciéon como aquellas que no
la requieren, pues esta unién tan fuerte la mantiene “secuestrada”. Es importante
mencionar que esta es la Unica mutacion presentada en el trabajo no descrita en
pacientes y que no existe de forma natural por el hecho de ser letal. No obstante,
resultaba muy interesante conocer como afectaba a la interaccion con los sustratos y a
la homodimerizacion la mutacion de la cisteina catalitica.

Por otra parte, la mutacion G279S del dominio DSP, comprende un cambio de
glicina a serina, un cambio que, al igual que sucede con el mutante G240S, no
conlleva grandes cambios en cuanto a naturaleza fisico-quimica. Este mutante pierde
tanto la actividad fosfatasa como la capacidad de unirse a glucégeno [36]. La
capacidad de interacciéon de este mutante se ve bastante reducida. En cuanto a su
interaccion con malina, conserva un 42% de actividad, y por lo que respecta a
R5/PTG, conserva un 30%. Lo que se ve mas reducido es su capacidad de
homodimerizacion, que es del 20%. En este caso tampoco se dispone de datos sobre
actividad fosfatasa o datos clinicos, pero si que se aprecia, como en otros casos, una
disminucion de la capacidad de interaccién con valores similares para los tres tipos de
interacciones analizadas. Esto también llevaria a pensar en un efecto negativo sobre
la estabilidad de la proteina, alterando su capacidad de interaccionar.

La ultima mutacion analizada fue Y294N, un cambio de tirosina a asparagina,
dos aminoé&cidos polares neutros en los cuales el mutado carece de anillo aromatico.
En consecuencia, el mutante pierde por completo su capacidad de interaccién con
malina, con R5/PTG y consigo mismo. Esta mutacién se localiza en la superficie entre
los dominios CBD y DSP , y se ha descrito que el cambio no altera en exceso la
estabilidad y plegamiento de la proteina y tampoco su unién al glucégeno, pero si
afecta a su actividad fosfatasa, disminuyéndola considerablemente [25]. Esto sugiere
que la interaccién entre ambos dominios es critica para el desarrollo correcto de la
funcion de laforina y que su alteracion da lugar a la enfermedad de Lafora. Y, aunque
en un principio no parezca desestabilizar considerablemente la proteina, si es cierto
gue ésta pierde toda capacidad de interaccidn con los sustratos analizados y consigo
misma, con lo cual la mutacién podria alterar la superficie de interacciéon con los
sustratos y estar provocando algin tipo de cambio alostérico en la superficie de
dimerizacion.

Una vision general de los datos analizados hasta ahora pone de manifiesto que
muchos de los mutantes analizados pierden la capacidad de interacciéon con los
sustratos en mayor o menor medida, pero cada mutante ve reducida su capacidad de
interaccion con los dos sustratos en valores similares. Esto podria estar indicando que
exista un Unico dominio de interaccion con diversos sustratos, cuya desestabilizacion
repercute de igual manera en la interaccion con cada uno de ellos; o bien que no
exista un Unico dominio, pero que los dos implicados en las interacciones analizadas
estén muy cerca conformacionalmente y se vean afectados simultdneamente. En el
andlisis de la capacidad de formar dimeros, resulta mas complejo extraer posibles
explicaciones. Todos los mutantes pierden considerablemente la capacidad de
homodimerizar, por lo que los puentes disulfuro y las interacciones débiles que
sustentan el dimero parecen verse realmente alteradas al cambiar las propiedades
quimicas de algunos de los aminoacidos que integran la proteina.

Con los datos actuales, resulta complicado ligar cada mutacion a una
sintomatologia y desarrollo de la enfermedad concretos. Al parecer, mutaciones muy
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diversas en el gen de laforina dan lugar a manifestaciones clinicas muy similares,
excepto en algunos casos como el del mutante N163D. Queda patente la necesidad
de trabajar en profundidad la caracterizacion de cada mutacion, para saber qué ocurre
con la actividad fosfatasa y con las diversas interacciones llevadas a cabo y asi
intentar discernir cual parece la via afectada responsable en mayor medida de la
etiologia de la enfermedad. Los mutantes de este estudio dan cuadros clinicos muy
similares, con lo cual el método seguido en este proyecto basado en el andlisis de la
interaccion de laforina con sus sustratos y con ella misma, no parecen ser
concluyentes para establecer relaciones directas entre la mutacion y la sintomatologia.

200%

Figura 22. Estructura tridimensional de laforina humana que resume los resultados del
proyecto. (A) Estructura tridimensional de laforina en su forma monomérica. Las esferas de
colores sefalan los carbonos a de las mutaciones con las que se ha trabajado en este proyecto.
El cédigo de colores es meramente orientativo y representa el porcentaje de actividad conservada
en la interaccion con los dos sustratos respecto al fenotipo silvestre (B) Estructura tridimensional
de laforina humana en su forma homodimérica. Se representan en dos tonos de azul las dos
moléculas antiparalelas que forman el dimero de laforina. Las esferas de colores representan los
carbonos a de las mutaciones estudiadas en este proyecto y dan una idea global de como éstas
se disponen en el homodimero El cddigo de colores es meramente orientativo y representa el
porcentaje de actividad conservado en la homodimerizacion con respecto al fenotipo silvestre.
Modelizacion de la estructura realizada con el programa PYMolL.
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6. Conclusiones

En este proyecto han sido estudiadas un conjunto de mutaciones procedentes
de pacientes de la enfermedad de Lafora (a excepcion de la mutacion C266S)
y se ha caracterizado su perfil de interaccion con malina, R5/PTG y consigo
mismas, pudiendo llegar a las siguientes conclusiones:

1. La mayoria de los mutantes pierden en mayor o menor medida su
capacidad de interaccion con los sustratos malina y R5/PTG en valores
muy similares, hecho que podria estar indicando que el dominio de
interaccion con ellos es Unico, o que ambos dominios se disponen de forma
muy cercana espacialmente.

2. La variabilidad en los resultados de la homodimerizacion aporta
complejidad al andlisis y hace dificil su interpretacién, dado que incluso
mutaciones muy alejadas de la zona de interaccion entre los monémeros
provocan una pérdida total de la capacidad de interaccion. Esto confirmaria
la idea de que laforina es una proteina altamente inestable cuya estructura
primaria debe permanecer inalterada para evitar cambios estructurales que
alteren sus propiedades fisico-quimicas.

3. Con los datos actuales, resulta realmente complejo establecer una relacion
entre el perfil de interaccibn de cada mutante y la sintomatologia del
paciente de Lafora. Todavia no hay datos completos al respecto y esto
dificulta considerablemente la asociacion. Los mutantes que poseen datos
clinicos publicados manifestaban una progresion similar de la enfermedad,
una LD clasica, con lo cual no existen rasgos especificos que diferencien
una mutacion de otra y permitan establecer diferencias con las que
fenotipar a los enfermos para un posterior estudio mejor clasificado.
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