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ABSTRACT: Cytoplasmic quality control is essential
in maintaining cell viability, and particularly, B
pancreatic cells, due to its huge protein synthesis
capacity. In this context, it is important the activation of
a physiological process called autophagy, in order to
eliminate protein aggregates and damaged organelles,
resulting in a reduction in the reticulum cell stress. The
complex formed by hamartin and tuberin (TSC1-TSC2)
has emerged as a central signal, energy status and
nutrient-integrating node within the cell. This complex
negatively regulates the mechanistic target of rapamycin
complex 1 (mTORCI), and activates autophagy. In this
proyect we aimed to further investigate new molecular
mechanisms of TSC2 regulation, aswell as cytoplasmic
quality control, autophagy and mitophagy ones. We
propose that the TSC2 acetylation status, mediated by
the deacetylation activity of sirtuinl (SIRT1), modulates
its stability and protein activity, affecting cell
homeostasis.
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RESUMEN: El control de calidad citoplasmatico es
esencial en el mantenimiento de la viabilidad celular, y
particularmente, de las células B pancredticas, debido a
su gran capacidad de sintesis proteica. En este contexto,
juega un papel esencial la activacion de un proceso
fisiologico denominado autofagia, conduciendo a la
eliminacion de agregados proteicos y/o organulos,
induciendo la atenuacion del estrés de reticulo celular.
El complejo formado por las proteinas hamartina y
tuberina (TSC1-TSC2) ha emergido como un nucleo de
integracion de la sefializacion de factores de crecimiento
y del estado energético celular. Este complejo funciona
como un inhibidor de la actividad de la via del complejo
mecanicistico diana de la rapamicina (mTORCI1) y un
activador de la autofagia. En este proyecto queremos
profundizar en el estudio de nuevos mecanismos
moleculares de regulacion de TSC2, asi como sobre
dichos mecanismos de control de calidad citoplasmatico,
autofagia y mitofagia. Proponemos que el estado de
acetilacion en lisinas de TSC2, mediado por la actividad
desacetilasa de la sirtuinal (SIRT1), modula la
estabilidad y actividad de la misma afectando a la
homeostasis celular.
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1. INTRODUCCION

1.1. Diabetes tipo 2 y papel de la célula § pancredtica en
la homeostasis metabodlica

1.1.a. La diabetes en la actualidad

La diabetes mellitus (DM) constituye uno de los
principales problemas de salud publica en la actualidad ya
que ha alcanzado proporcion epidémica, y actualmente
afecta a 415 millones de personas en todo el mundo. De
acuerdo con predicciones de la OMS, se prevé que sean
642 millones en 2040, lo cual supondria un aumento de la
prevalencia desde el 9,1% en 2015 al 10% en 2040. La
mitad de los pacientes con diabetes no estan
diagnosticados (1).
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1.1.b. Etiologia y fisiopatologia de la diabetes tipo 2

La DM es una enfermedad caracterizada por un
aumento en los niveles plasmaticos de glucosa tanto en
ayuno como en estados postabsortivos, y estd asociada a
numerosas complicaciones, principalmente
cardiovasculares, que conducen al desarrollo de patologias
si no se recibe el tratamiento adecuado. Es una enfermedad
de caracter poligénico y se da principalmente en adultos.
La DM 2 se caracteriza por una disminuciéon de la
capacidad de la insulina para ejercer sus acciones
biologicas en tejidos diana tipicos como el musculo
esquelético, el higado o el tejido adiposo. Este fendmeno
se conoce con el nombre de resistencia a insulina.
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Aunque se desconocen las causas exactas del desarrollo
de DM 2, hay numerosos factores de riesgo que estan
asociados a esta enfermedad, los mas importantes son la
obesidad, inactividad fisica, factores genéticos, y el
envejecimiento.

Estudios epidemiologicos indican que la diabetes tipo 2
progresa a lo largo de un continuo empeoramiento en la
respuesta a insulina, comenzando por una resistencia
periférica a la accion de la misma y terminando con la
pérdida de secrecion por parte de las células B del pancreas
(Figura 1).

Las células B pancreaticas son fundamentales en la
regulacion de la homeostasis metabdlica, y en los primeros

estadios presentan mecanismos compensatorios como
aumento de la masa celular (hiperplasia) y del tamafio
(hipertrofia) para suplir la alta demanda de insulina,
generando un estado de hiperinsulinemia compensada, lo
que contribuye a largo plazo a agravar este desorden
metabolico.

El exceso prolongado de insulina circulante hace que
las células B no puedan mantener el mecanismo de
compensacion y fallan a la hora de responder
apropiadamente a la glucosa, lo cual desemboca en el
desarrollo de intolerancia a la glucosa y la aparicion de una
diabetes manifiesta (Figura 2).
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Figura 1. Etapas en el desarrollo de la diabetes tipo 2. Figura del capitulo Resistencia a insulina en el misculo esquelético: ejercicio y
activacion de receptores nucleares como estrategias terapéuticas. Redes de sefializacion y estrategias terapéuticas (2).
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Figura 2. Progresion a la diabetes tipo 2. Se representan los niveles de glicemia en ayunas, insulinemia en ayunas, acidos grasos libres,
masa de célula  pancredtica y depdsitos de amiloide en cada una de las fases de la progresion a la diabetes tipo 2. El punto de inflexion lo
representa el fracaso de la célula B, lo que conlleva una disminucién de la insulina circulante y la manifestacion de la diabetes. Figura

adaptada de (3).

1.2. Papel de la restriccion caldrica en la homeostasis de
las células fp pancredticas

Se sabe que la esperanza de vida de muchos
organismos aumenta al ser sometidos a dietas restringidas
en calorias, pero dentro de los parametros saludables (4).
En 1935, McCay et al. publican el primer trabajo donde
someten ratas a una restriccion calérica (RC) y observan
que se extiende su esperanza media de vida (5). Estudios
posteriores en otros organismos (levadura, moscas,
gusanos y peces) demostraron que la RC retarda el
envejecimiento y atenta la aparicion de algunas
enfermedades cronicas como diabetes, obesidad y
enfermedades vasculares (6). La RC activa la quinasa de la
adenina mononucledtido (AMPK), la cual aumenta los
niveles de NAD' y activa a SIRT1 (7). Ademds, se ha
sugerido que SIRT1 aumenta la longevidad de los
organismos y protege frente al cancer (8). Por otro lado,
SIRT1 inhibe la proliferacion ya que regula negativamente
amTORCI1 (9).

1.2.a. La via AMPK y su papel en la célula f pancredtica
La proteina quinasa activada por AMP (AMPK) es
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muy importante en el mantenimiento de la homeostasis
energética celular. Se activa cuando existen niveles bajos
de ATP, en situaciones de bajos niveles de glucosa,
hipoxia, isquemia, o choque térmico. La via de la AMPK
regula positivamente procesos catabdlicos como la
autofagia o la oxidacion de 4cidos grasos, para la
obtencion de ATP. AMPK juega un relevante papel en la
fisiologia de la célula B pancredtica, y es considerada como
una diana terapéutica prometedora en el tratamiento de la
diabetes tipo 2.

1.2.b. Las sirtuinas y la regulacion del metabolismo

Las sirtuinas o desacetilasas de histonas de clase III,
cuyo nombre proviene del ortélogo en levaduras Sir2,
constituyen una familia de enzimas altamente conservadas
en la evolucion. Las sirtuinas catalizan la desacetilacion de
proteinas con lisinas g-amino-acetiladas, utilizando como
cosustrato dinuledtido de adenina y nicotinamida oxidado
(NAD"). Se conocen siete sirtuinas en mamiferos (SIRT1-
7) cuyas caracteristicas se encuentran resumidas en la
siguiente tabla (Tabla 1).
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Tabla 1. Distribucién subcelular y papel fisiolégico de los siete isotipos de sirtuinas.

Isotipo Localizacion Expresion en Funciones Actividad enzimatica
subcelular tejidos
Supervivencia,
SIRT1 | Nuclear y citosélica | Cerebro, miisculo longevidad, Desacetilasa NAD+
esquelético, regulacion del dependiente
corazon, rifién, y metabolismo,
Utero inflamacion, respuesta
a estrés oxidativo
SIRT2 | Citosoélica y nuclear Cerebro Regulacioén del ciclo Desacetilasa NAD+
celular, desarrollo del dependiente
sistema nervioso.
SIRT3 Mitocondrial, Cerebro, corazon, Regulacion del Desacetilasa NAD+
nuclear y citosdlica higado, rifion, metabolismo dependiente
tejido adiposo mitocondrial
marrén
SIRT4 Mitocondrial Células p Regulacion del ADP-ribosiltransferasa
pancreéticas, metabolismo
higado, rifion, mitocondrial y
corazdn, cerebro apoptosis
SIRTS Mitocondrial Cerebro, corazon, Apoptosis Desacetilasa NAD+
musculo. dependiente
SIRT6 | Nucleo, asociado a | Musculo, cerebro, | Estabilidad genémica, Desacetilasa NAD+
heterocromatina corazon, ovarioy | reparacion del DNA dependiente,
hueso ADP-ribosiltransferasa
SIRT7 Nucleolo Sangre Regulacion de la Desacetilasa NAD+
transcripcion y del dependiente
ciclocelular
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De los siete isotipos de sirtuinas en mamiferos, es
SIRT1 la proteina mas estudiada de la familia. Aunque
SIRT1 se encuentra predominantemente en el nucleo,
también puede localizarse en el citoplasma en
determinadas situaciones gracias a que en su estructura
proteica presenta secuencias de localizacion y de exclusion
nuclear (11).

En relacion con el metabolismo, son numerosas las
dianas que se regulan por acetilacion/desacetilacion,
muchas de ellas estan implicadas en la via de la
sefializacion de la insulina. Una de ellas, es PTPIB
(proteina tirosina fosfatasa 1B), proteina implicada en la
defosforilacion del IR, IRS1 o 2, disminuyendo la via de
sefializacion de la insulina. PTPIB es regulado
negativamente, entre otros, por desacetilacion mediada por
SIRT1, por lo que la activacion de SIRT1 favorece la
sefalizaciébn de insulina en ratones con un fenotipo
diabético (Irs2-/~) (12). Por otro lado, el ratébn que
sobreexpresa SIRT1 en la célula B pancreatica (BESTO)
muestra una mejora de la tolerancia a la glucosa y un
aumento de la secrecion de insulina debido a que SIRTI
desacetila e inactiva UCP2, provocando un aumento en la
sintesis de ATP, y ello favorece la secrecion de insulina
(13).

Otra diana activada por desacetilacion mediada por
SIRT1 es PGC-1la. En el musculo y en el tejido adiposo
marron produce activacion de la termogénesis, lo cual
protege frente a la aparicion de obesidad y disfuncion
metabdlica (14).

Como conclusion, se plantea la idea del uso de
activadores de SIRT1 como el resveratrol en el tratamiento
de la diabetes tipo 2, ya que son capaces de disminuir la
resistencia a la insulina y favorecen la supervivencia de la
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célula B pancreatica.

1.3. El complejo tscl-tsc2 como nexo de integracion de
sefiales y activacion de la autofagia

1.3.a. Complejo de esclerosis tuberosa (TSC)

El complejo de esclerosis tuberosa (TSC) es una
enfermedad genética hereditaria de caracter autosémico
dominante. Alrededor del 85% de los casos de TSC se
debe a mutaciones en el gen TSCI (gen 1 de la esclerosis
tuberosa) o en TSC2 (gen 2 de la TSC). TSCI esta
localizado en el brazo largo del cromosoma 9 (9q34) (15),
y TSC2 se encuentra en el brazo corto del cromosoma 16
(16p13.3) (16). El resultado de estas mutaciones conduce a
la proteina truncada con pérdida de su funcion. Debido a
estas investigaciones, los genes 7SC/ y TSC?2 se clasifican
como genes supresores de tumores.

1.3.b. Complejo TSCI-TSC2: Estructura proteica y
funciones

Los genes 7SCI y TSC2 dan lugar a las proteinas TSC1
(hamartina) y TSC2 (tuberina) respectivamente, sin
homologia entre ellas y muy poca con otras proteinas.
Ambas proteinas se asocian formando un complejo
heterodimérico denominado TSC1-TSC2.

TSC1 es una proteina de expresion ubicua y esta
compuesta por 1164 aminoacidos (130 kDa). TSC1 se une
y estabiliza a TSC2, bien previniéndolo de su degradacion
mediada por ubiquitinacion. La proteina TSC2 esta
formada por 1807 aminoacidos (200 kDa), y presenta una
region muy conservada y con homologia con las proteinas
activadoras de GTPasas (GAP) rapl GAP y mSPA1 (17)
(Figura 3).

3%2 4?0 719

9?8

J2BD

|
TSC2 T1BD

1531 1722
********** GAP 11807

Figura 3. Estructura y dominios de las proteinas TSC1 y TSC2. T2BD (dominio de union para TSC2), T1BD (dominio de union para

TSC1). Figura tomada de (18).

El complejo TSCI-TSC2 regula importantes vias de
sefializacion en funcion del estado nutricional y energético
celular, inhibiendo al complejo 1 de mamifero diana de la
rapamicina (mTORC1). Bajos niveles de nutrientes y
energia inducen la funcion GAP del TSC2 sobre Rheb
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(homoélogo de Ras enriquecido en cerebro), lo que
favorece su actividad GTPasica aumentando la conversion
de Rheb-GTP a Rheb-GDP, e inactivando a mTORC1 (18)
(Figura 4).
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Figura 4. Regulacion de mTORC1 mediada por la actividad GAP de TSC2. Figura tomada de (18).

1.4. La via de mtorcl y sus funciones

La diana de rapamicina de mamifero (mTOR) es una
proteina serina/treonina quinasa de 230 kDa, y es el
componente principal de dos complejos multiproteicos
mTORC1 y mTORC2. Ambos complejos tienen en comun
a mLST8 (proteina letal en mamiferos) y DEPTOR
(proteina de interacciéon con mTOR con dominio DEP),
ésta tltima es un inhibidor de mTOR.

Ambos complejos tienen una proteina caracteristica
esencial para el ensamblaje de todo el complejo y sus
interacciones con otras proteinas reguladoras. En el caso

de mTORCI1 es Raptor (proteina reguladora asociada a
mTOR) (19). Ademas mTORCI1 contiene otras proteinas
reguladoras como es el sustrato de Akt de 40 kDa rico en
prolina (PRAS40), cuya activacion inhibe a mTOR (Figura
5).

Una de las caracteristicas fundamentales que
diferencian a los complejos de mTOR es su dispar
sensibilidad al compuesto que, paraddjicamente, les da
nombre; la rapamicina. Mientras que mTORCI es
inhibible por rapamicina, mTORC2 es rapamicina-
insensible.

mTORC1
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& "5 S
PR
Kinase , PH Kinase
S6K AKT

Figura 5. Complejos de mTOR (mTORC1 y mTORC?2). Figura tomada (19).

mTORCI1 es el regulador principal del crecimiento
celular; sensa e integra la disponibilidad de diversos
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factores nutricionales y medioambientales: factores de
crecimiento, aminoacidos, nivel energético (ATP) y
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factores de estrés celular. Sus funciones son acoplar estas
seflales a wuna respuesta de crecimiento celular,
favoreciendo procesos anabodlicos mediante fosforilaciones
de diversas dianas, como seria por ejemplo la sintesis
lipidica o la traduccion (sintesis de proteinas) y limitando
algunos procesos catabolicos como la autofagia (20).

En relacion con el metabolismo, diferentes estudios
han demostrado que la hiperactivacion de la ruta mTORCI1
se traduce en una desensibilizacion de la respuesta a la
insulina por un mecanismo de retroalimentacion negativa,
ya que la p70S6K (diana de mTORC1) fosforila en serina
(307) aIRS-1, y esta fosforilacion impide que los IRS sean
fosforilados por el IR en respuesta a la insulina (21).

1.4.a. Importancia de la via TSC2 /mTORCI en célula

Prueba del gran interés que despertdé el papel del
complejo TSC1-TSC2 en célula B fue la aparicion
independiente de 4 modelos animales tejido-especificos en
poco mas de un afio. Existen dos modelos de raton knock-
out de TSC2 especifico de célula f (BTsc2 -/-). Shigeyama
y colaboradores describen la hiperactivacion de mTORCI1
y un aumento temprano de la masa de célula B por
hipertrofia celular, acompafiado de hiperinsulinemia e
hipoglucemia, ademas de funcion secretora aumentada. Sin
embargo a partir de las 35 semanas, la masa de célula
disminuye y los animales desarrollan diabetes severa. El
tratamiento con rapamicina (inductor de la autofagia) en
animales BTsc2 -/- impide el fracaso de la masa de célula 8
(22).

1.5. El sistema ubiquitin-proteasoma, autofagia y
mitofagia en el control de calidad citopldsmico

La regulacion de la expresion génica ocurre a distintos
niveles, desde el control de la transcripcion hasta las
modificaciones postraduccionales (PTM) que sufren las
proteinas. Existe una gran variedad de PTM, algunas de las
mas importantes son la metilacion, la acetilacion, la
fosforilacion, la sumoilacion y la ubiquitinacion. Es
necesario para la supervivencia celular el mantenimiento
de un equilibrio dindmico entre la sintesis y la degradacion
de proteinas.

En la célula existen dos sistemas degradacion
principales, los cuales tienen como funciones la
eliminacion de productos que no son utiles para la célula
en determinadas situaciones, o cuya acumulacion puede
ser toxica; ademas, los productos de esta degradacion son
reutilizados para la sintesis de nuevas moléculas o son
metabolizados para la obtencion de energia. Estos sistemas
de degradacion son el sistema ubiquitin proteasoma (UPS)
y la autofagia.

1.5.a. El sistema ubiquitin-proteasoma (UPS)

La ubiquitinacion es wun proceso enzimatico
posttraduccional de las células eucariotas que fue
descubierto en el afio 1975 por el grupo del Dr.
Ciechanover, y consiste en la uniéon covalente de la
ubiquitina (Ub) a otra proteina, lo cual la marcara para su
envio al proteasoma 26S, donde serd posteriormente
degradada.
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1.5.b. Autofagia

La autofagia es un proceso fisiologico mediante el cual
proteinas u organulos citoplasmaticos son conducidos a los
lisosomas para su degradacion, confiriendo a la célula
eucariota una via de degradacion alterativa al sistema
ubiquitin-proteasoma.

La primera funcion de la autofagia que se describio fue
la de adaptacion al ayuno, sin embargo, es muy importante
también en el control de calidad citoplasmatico,
eliminando proteinas mal plegadas o defectuosas,
organulos dafiados o microorganismos infecciosos;
atenuando el estrés de RE (23). Ademas, favorece la
supervivencia celular en situaciones de estrés, ya que
permite la obtencion de nutrientes y energia a través de la
degradacion de componentes citosolicos (24).

Existen tres tipos de autofagia fundamentales:

-Macroautofagia (en adelante referida como autofagia):
Este proceso comienza con la formacion de novo de una
cisterna membranosa (proveniente del RE, y otros
compartimentos como la membrana externa mitocondrial,
membrana plasmatica o el aparato de Golgi), que crece en
longitud y es denominada fag6foro hasta formar el
autofagosoma. El autofagosoma puede recibir vesiculas
desde los endosomas lo que va provocando la acidificacion
del fagosoma. Al compartimento resultante se le denomina
anfisoma. Como ultimo paso, el anfisoma se fusiona con
los lisosomas dando lugar a los autolisosomas, en los que
por la accion de las proteasas o catepsinas lisosomales se
degrada el material encerrado.

-Microautofagia: En este caso la membrana del
lisosoma forma pequefias invaginaciones que se
desprenden de la membrana y quedan en el interior del
lisosoma, donde son degradadas. En estas invaginaciones
se incorpora material citosolico.

-Autofagia mediada por chaperonas (CMA): Mediante
este proceso, la chaperona citosdlica (hsc70) reconoce una
secuencia especifica en las proteinas citosolicas (KFERQ)
y las lleva a la membrana lisosomal, donde se introducen
en el interior del lisosoma gracias a un transportador
localizado en la membrana del lisosoma (LAMP-2A).

Se han identificado hasta ahora 34 proteinas Atg en
levaduras algunas de las cuales han sido identificadas sus
funciones (25). Modelos animales con autofagia deficiente
por delecion de un gen critico, A7g7, de forma especifica
en célula B, muestran una disminucién de la masa de célula
B, asi como del reciclaje basal de organulos y proteinas,
demostrando su papel clave en el mantenimiento de la
masa y la funcion de la célula B (26). Otros trabajos y
resultados previos del grupo demuestran el papel protector
de la autofagia en las células  frente a estrés de RE (27).

Se puede considerar que el proceso de la autofagia
consta de varias etapas: 1) Fase de nucleaciéon o
ensamblaje; 2) Elongacion y formacion de las vesiculas; 3)
Fusién de vesiculas (autofagosomas); 4) Degradacion del
contenido (autofagolisosomas). En mamiferos, existen 6
homologos de Atg8, que se pueden subdividir en la familia
de la proteina 1 de la cadena ligera 3 (LC3A, LC3B y
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LC3C) vy la de la proteina asociada al receptor gamma-
acido amino butirico (GABARAP, GABARAPLI vy
GABARAPL?2) (28). Existen dos formas de LC3, LC3-I es
la forma no lipidada y que se encuentra libre en el
citoplasma; y LC3-II es la forma lipidada (conjugada con
fosfatidiletanolamina) esencial para el proceso de la
autofagia y localizada en la membrana de los
autofagosomas. La conversion de LC3 es un método muy
comun para la evaluacion experimental de la activacion del
flujo autofagico. Otras proteinas, entre ellas p62/SQSTM1
(secuestrosoma 1), contienen secuencias que interaccionan
con LC3 y sirven como adaptadoras entre estructuras
proteinas ubiquitinadas y organulos dafiados y la
magquinaria autofagica.

Debido a que una autofagia defectiva contribuye al
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas
(enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la
enfermedad de Huntington y la esclerosis lateral
amiotrofica), se propone a las moléculas activadoras de
autofagia o la restriccion caldrica como potenciales
estrategias terapéuticas para atenuar la progresion de
dichas enfermedades (29).

1.5.c. Autofagia especifica de mitocondrias (mitofagia)

Las mitocondrias juegan un papel esencial en
numerosos procesos bioenergéticos en las células
eucariotas, proveyendo de energia que se genera a través
de la fosforilacion oxidativa. Las mitocondrias constituyen
una red interconectada de alta plasticidad y dinamica, con
un nuamero relativamente constante de las mismas
mantenido por un balance entre eventos opuestos de
biogénesis mitocondrial y mitofagia.
Frente a un dafio mitocondrial, se pierde el potencial de
membrana mitocondrial y se induce el proceso
denominado mitofagia. Las mitocondrias dafiadas
acumulan una proteina en la membrana externa
mitocondrial denominada PINK1 (quinasa 1 inducida por
PTEN), la cual recluta a una ubiquitina-proteina ligasa E3
citosolica denominada PARK2/Parkin, que media la
ubiquitinaciéon de proteinas mitocondriales. Estas son
reconocidas por otras proteinas adaptadoras (p62 y
HDACS®6) las cuales unen LC3 unido a PE (forma lipidada),
iniciando la degradacion (30). Este proceso es selectivo, y
no ocurre en mitocondrias “sanas”, ya que éstas son
capaces de importar PINK1 y degradarlo por la proteasa
PARL (proteina romboidea asociada a presenilinas), de
una forma dependiente de potencial de membrana,
inhibiendo asi el proceso de mitofagia (31).

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Lineas celulares y medios de cultivo

Se uso la linea de células B pancreaticas MIN6
originaria de insulinoma murino (Miyazaki et al., 1990),
cultivada en DMEM (glucosa 4,5 g/l) y suplementado con
suero fetal bovino (FBS) al 15% y 2-mercaptoetanol 50
uM (como agente protector frente al dafio oxidativo).
Ademas, a partir de ésta, se generaron otras dos lineas de
forma estable MING6-Scrambled-shRNA y  MIN6-
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TSC2shRNA mediante infeccion lentiviral y seleccion con
geneticina.

También, fueron usadas las células embrionarias de
rifion humanas (HEK 293T) y fibroblastos embrionarios
murinos (MEFs), cultivados en DMEM (4,5 g/l) y
suplementados con FBS 10% y HEPES. Las células MEF
Tsc2 -/- asi como sus controles MEF Tsc2 +/+ fueron
generosamente proporcionadas por Dr. Kwiatkowski
(Harvard Medical School, Boston, EE.UU.). Por ultimo,
las células MEF Sirt! -/- asi como sus controles MEF Sirt]
+/+ procedian del cultivo primario y fueron generosamente
proporcionadas por la Dra. Maria Monsalve (IIB, CSIC,
Madrid).

2.2. Técnicas de ADN recombinantE

2.2.a. Cultivo de bacterias

Para la produccion de ADN plasmidico recombinante
se utilizaron bacterias ultracompetentes E.coli XL2-Blue.
Las bacterias fueron crecidas en placas Petri con agar
bacteriologico 1.5% (p/v) en medio LB, Luria Bertoni:
NaCl (10 g/l), triptona (10 g/l), extracto de levadura (5
g/1). El medio fue autoclavado, y enfriado hasta 55°C para
la adicion de antibidticos: ampicilina (100 pg/ml) o
kanamicina (50 pg/ml). Entre 20-25 ml fueron vertidos por
placa Petri, sobre la cual, una vez solidificado el medio, se
sembraron las bacterias por estrias con un asa de Kolle.

Todas las inoculaciones para amplificacion de
plasmidos provinieron de colonias Unicas seleccionadas de
placas de agar con antibiotico.

2.2.b. Purificacion de plasmidos

Los plasmidos fueron purificados de cultivos
bacterianos por el método de la lisis alcalina. Para ello, se
utilizé el Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden, Alemania),
siguiendo las instrucciones del fabricante y usando las
soluciones incluidas para obtener de una forma rapida y
sencilla y con un alto rendimiento un DNA de gran
calidad.

Finalmente, el DNA purificado se deja secar al aire
libre durante 5-10 minutos para que se evapore el etanol, y
se resuspende en agua destilada, donde se mantiene a 4°C
de manera estable hasta su uso.

2.2.c. Experimentos de transfeccion y co-transfeccion
transitoria

Las células fueron sembradas de manera semi-
confluente, y al dia siguiente fueron transitoriamente
transfectadas y/o co-transfectadas con diferentes plasmidos
usando tres métodos diferentes:

- Lipofeccion.
- Electroporacion.
- Poliaminas.

2.3. Andlisis de la expresion de proteinas

2.3.a. Western-blot

Las células fueron lavadas 2 veces con PBS frio,
colocadas sobre hielo y raspadas con tampon de lisis. El
lisado se pasé a tubos eppendorf y tras 5-10 minutos en
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hielo y tras agitacion fueron centrifugados (15 min, 15,000
x g, 4°C). Se recogio el sobrenadante con el lisado
proteico. A continuacion, se valoraron las proteinas por el
método de Bradford.

Las muestras son desnaturalizadas (3 min, 95°C) y
cargados 15-30 pg por muestra en geles de poliacrilamida.
Para el desarrollo de la electroforesis se utilizo el siguiente
tampon: Tris-base 25 mM, glicina 190 mM y SDS 0.1%
(p/v) pH 8.3, a un voltaje constante de 100-140 v durante
1.5-2 horas. Una vez finalizada la electroferesis, los geles
se transfirieron a membranas de PVDF (polifluoruro de
vinilideno) previamente activadas con metanol.

El tampon de transferencia usado fue 25 mM Tris, 192
mM glicina, metanol 20% (v/v). La electrotransferencia
fue llevada a cabo con un voltaje constante de 100 v,
durante una hora y diez y en frio. Finalizada Ia
transferencia, se bloquearon las membranas en TTBS
suplementado con 5% (p/v) de leche en polvo desnatada
durante 1 hora a temperatura ambiente, con agitacion
suave.

Posteriormente se retir6 la solucion de bloqueo y se
incubd con el anticuerpo primario diluido en TTBS hasta
el dia siguiente, en una camara fria a 4°C, con agitacion
suave. La lista con todos los anticuerpos primarios y sus
diluciones se encuentra en la seccion materiales.

Al dia siguiente, la membrana se lavé 3-5 veces con
TTBS durante una hora en agitacion fuerte, tras la cual se
incubé con una solucion en TTBS de anticuerpo
secundario frente a la especie correspondiente en la que se
hubiese generado el anticuerpo primario. La incubacion
con el anticuerpo secundario fue de 1 h a temperatura
ambiente en agitacion suave.Finalmente, se volvio a lavar
con TTBS otras 3-5 veces durante aproximadamente una
hora, en agitacion fuerte.
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Para la deteccion de los anticuerpos se usé el método
de quimioluminiscencia. Las membranas se incubaron con
ECL Plus Western Blotting Detection durante 5 minutos, y
se revelaron en el ChemiDoc por deteccion de
quimioluminiscencia.

2.3.b. Inmunoprecipitacion

De los extractos proteicos de cultivos celulares se
preparan muestras con una cantidad de proteina uniforme
(150-400 pg de proteina) en un volumen final de 500 pl
ajustado con tampon de lisis, se afiadio el anticuerpo de
interés para inmunoprecipitar (1-2 pg de anticuerpo), y se
mantuvo toda la noche en rotacion a 4°C. Al dia siguiente,
para quedarse con toda la proteina que se ha unido al
anticuerpo, se afiadio el extracto proteico 20-30 pl de una
mezcla de proteina A al 50% (Roche) con tampén de lisis
(1:1, previamente lavada varias veces con el tampén) y se
incubaron de 1 a 2 horas a 4°C.

La fase sedimentada (con la proteina A conjugada con
la agarosa) se lavo varias veces con 500 pl de tampon de
lisis, dejando en un ultimo paso el precipitado lo mas seco
posible. Después, se afiadi6 el mismo volumen de tampoén
de Laemmli 2X que el ocupado por la fraccion de agarosa.
Las muestras se cargan en geles de electroforesis para su
deteccion por western-blot.

2.4. Analisis estadistico

Los resultados se expresan como media + desviacion
estandar. El analisis estadistico se realizo con el programa
GraphPad Prism 5. Se utilizd one-way ANOVA para
comparacion multiple (Bonferroni’s post-test), o bien, para
analisis comparativo de dos datos, el t test (unpaired).
Como valor de discriminacion de diferencias
estadisticamente significativas se utiliza p<0.05

2.5. Materiales

2.5.a. Listado de anticuerpos primarios

Anticuerpo Casa comercial (Ref) Origen Dilucion
(Uso)
P-ACC (S§79) Cell Signaling (#3661) IgG rabbit 1:1000 (WB)
Acetylated-Lysine Cell Signaling (# 9441) IgG rabbit 1:1000 (WB);
1:100 (IP)
B-actina (AC-74) Sigma-Aldrich (A5316) mAbIgGl 1:5000 (WB)
mouse
Flag Sigma-Aldrich (F1804) mAb IgGl 1:1000 (WB)
Mouse
GFP (B-2) Santa Cruz Biotechnology mAb IgG 1:1000 (WB)
(sc-9996) Mouse
HA Sigma-Aldrich (H6908) IgG Rabbit 1:1000 (WB);
1:100 (IP)
LC3B Cell Signaling (#4108) IgG Rabbit 1:1000 (WB)
Nitrotirosina Merck Millipore (#06-284) IgG Rabbit 1:1000 (WB)
p62/SQSTM1 Progen (GP62) IgG Guinea pig 1:1000 (WB)
p70S6K Cell Signaling (#9202) IgG Rabbit 1:1000 (WB)
PGC-1a (3GS) Cell Signaling (#2178) IgG Rabbit 1:1000 (WB)
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P-p70S6K (Thr-389) Cell Signaling (#9205) IgG Rabbit 1:1000 (WB)
PINK1 Novus Biologicals IgG Rabbit 1:1000 (WB)
(BC100-494)
S6 (5G10) Cell Signaling (#2217) mAb IgG 1:1000 (WB)
Rabbit
P-S6 (S235/236) Cell Signaling (#2211) IgG Rabbit 1:1000 (WB)
SIRT1 (H-300) Santa Cruz Biotechnology IgG Rabbit 1:1000 (WB)
(sc-15404) 1.100 (IP)
a-Tubulina Sigma-Aldrich (T6199) mAb IgGl 1:5000 (WB)
Mouse
TSC2 Cell Signaling (#3612) IgG Rabbit 1:1000 (WB)
1:100 (IP)
TSC2 (N-19) Santa Cruz Biotechnology IgG Rabbit 1:100 (IP)
(sc-892)
TSC2 (C-20) Santa Cruz Biotechnology IgG Rabbit 1:1000 (WB)
(sc-893)
Ubiquitina (FK2-H)* Enzo Life Sci (BML-PW0150) mAb 1gGl1 1:1000 (WB)
Mouse
V5 Life Technologies (R960-25) mAb I1gG2 1:1000 (WB)
Mouse
2.5.b. Listado de anticuerpos secundarios
Anticuerpo Casa comercial (Ref) Conjugado Dilucién
(Uso)
Sheep anti-rabbit GE Healthcare (NA931V) HRP 1:5000
(WB)
Sheep anti-mouse GE Healthcare (NA934V) HRP 1:3000
(WB)
Rabbit anti-guinea pig Abcam (ab-6771) HRP 1:7000
(WB)

2.5.c. Reactivos
Los agentes farmacologicos usados fueron:
L Cicloheximida (CHX):

H3C WCH3

Es un inhibidor de la sintesis proteica en los eucariotas.
Solubilidad: Agua. Concentracién 6-100 pg/ml.

i Carbonilcianuro  m-clorofenil  hidrazona
I
cl N
S
S
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(CCCP)

Es un inhibidor quimico de la fosforilacion oxidativa.

Solubilidad: DMSO. Concentracion 5-20 pg/ml.
EX-527
H O
N
Y/ NHQ
Cl

Es un potente y selectivo inhibidor de SIRT1
Solubilidad en DMSO.
Concentracion de uso: 100 nM.

Nicotinamida

= NH2

/

Es un inhibidor alostérico de la actividad de SIRT1 a
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altas concentraciones (5SmM).
Solubilidad en agua.
Concentracion 5 mM.

. Rapamicina-Sirolimus:

HO,,

La rapamicina actua inhibiendo a mTORCI.
Solubilidad en DMSO.
Concentracion 20-40 nM.

. Resveratrol:

HO
O = OH

OH
Es un potente activador de SIRT1 y presenta
numerosos efectos intracelulares (antioxidante,

antiinflamatorio, antienvejecimiento, antitumoral...).
Solubilidad en DMSO. Concentracion 25 uM-100 uM
(50 uM).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. El estado de acetilacion en lisinas de TSC2 modula la
via de mTORC1 y la autofagia

El grupo de Ghosh demostré la interaccion de las
proteinas SIRT1 y TSC2 en células HeLa, y la modulacion
de la ruta de mTORCI1 (9). Sin embargo, no demuestran
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ninguna evidencia de que la proteina TSC2 se acetile, pero
sugieren que probablemente ésta pueda sufrir acetilaciones
en lisinas, en condiciones de crecimiento y altos niveles de
energia, y que esto regule su actividad.

Para elucidar el papel de las sirtuinas en la regulacion
de mTORC]1 via TSC2, usamos la linea celular de rifion
embrionario humano (HEK 293T) y estimulamos con dos
moduladores de la actividad desacetilasa de SIRTI, la
NAM (inhibidor alostérico) y el RESV (activador) durante
2 y 4 horas. A continuacion, recogimos el experimento y
realizamos un WB para ver la activacion de la ruta de
mTORCI, y una IP de las lisinas acetiladas y WB frente a
TSC2.

En primer lugar, observamos que la estimulacién con
NAM (5 mM) aumento la acetilacion en lisinas de TSC2 a
todas las horas, e increment6 la fosforilacion de la treonina
389 de la p70 (diana de mTORC]1), lo cual indica una
activacion de la ruta de mTORCI1. Por otro lado, el
tratamiento con RESV (50 pM) mantuvo el estado de
acetilacion de TSC2, y disminuy6é la actividad de
mTORC1 (Figura 6). Algunos autores defienden que el
resveratrol inhibe la ruta mTORCI1 debido a que promueve
la asociacién entre mTOR y DEPTOR (componente
inhibitorio de mTOR) e inhibe como consecuencia a
mTORC1 (32). Asimismo, RESV activa a la AMPK
inhibiendo la via de mTORCI1 por una via independiente
de TSC2, mediante fosforilaciones en la proteina Raptor
(Ser 722 y 792), disminuyendo la activaciéon de mTORC1
(33). La asociacion fisica de TSC2 y SIRT1 se demostro
mediante inmunoprecipitacion de TSC2 y WB frente a
SIRT1. Ademas, encontramos que dicha interaccion se vid
incrementada en respuesta a RESV (Figura 6).

En el trabajo de Kuo identificaron que la acetil
transferasa N-terminal ARDI1 interacciona con TSC2,
promoviendo su estabilizacion, conduciendo a una
disminucion en la sefializacion de mTORCI1 y esto esta
relacionado con una inhibicion del crecimiento de lineas
celulares de tumores humanos de mama (34). Esta
observacion parece que va en contra de nuestros resultados
obtenidos, sin embargo, son modificaciones diferentes de
TSC2, ya que en el paper de Kuo, ARD1 no afecta al
estado de acetilacion en lisinas de TSC2.
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Figura 6. Modulacion del estado de acetilacién en lisinas de TSC2 y la regulacién de la ruta mTORC1 en respuesta a NAM y a
RESV. (A) Inmunoprecipitacion (IP) de las lisinas acetiladas (Ac-Lys) endégenas procedentes de células HEK 293T estimuladas o no
con NAM y RESV durante 2 y 4 h, y WB con el anticuerpo de anti-TSC2. Asimismo, se realizaron WB frente a las proteinas P-p70
(T389), TSC2 y B-actina. (B) Cuantificacion del ratio de lisinas acetiladas de TSC2 en respuesta a NAM o RESV, representados como la
media + la desviacion estandar (SD). *** P<0.001; n.s. sin diferencia significativa. (C) IP del TSC2 endégeno de células HEK 293T en
respuesta a NAM y RESV (2h), y WB frente a SIRT1 y TSC2 para ver su asociacion fisica.

Se ha descrito que SIRTI1 es una proteina que se
encuentra fundamentalmente en el niicleo, aunque presenta
un transporte nucleo-citoplasma, gracias al cual puede
localizarse también en el citoplasma en respuesta a
diferentes estimulos. En su estructura se localizan
secuencias de localizacion nuclear (NLS) y de exclusion
nuclear (NES) (11). Sin embargo, TSC2 es una proteina
fundamentalmente citoplasmatica. Para corroborar estos
datos obtenidos con proteinas endogenas, hicimos
experimentos de co-transfeccion de manera transitoria con
las proteinas recombinantes HA-TSC2, Flag-SIRTI1-WT,
SIRT1-WT-GFP, SIRTI-NL2-GFP (de localizacion
exclusivamente citoplasmatica) y SIRTI-NES-GFP (de
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localizacion exclusivamente nuclear).

El analisis reveld que la NAM estimuld la via de
mTORC1, no potencid la respuesta autofigica, e
incrementd la acetilacion en las lisinas de TSC2 en todos
los casos. Por otro lado, el resveratrol, inhibié la via de
mTORCI, y evitd (en los casos de SIRT1-WT y SIRTI-
NES2) o disminuyé (SIRT1-NLS2) la acetilacion de
TSC2. Asimismo, RESV indujo la respuesta autofagica en
todos los casos, aunque en menor medida en el caso en el
que SIRT1 se localizaba predominantemente en el nucleo.
Aqui, como control de que el resveratrol habia funcionado
se realizo una inmunoprecipitacion de las lisinas acetiladas
y WB frente a PGCla (diana de SIRT1) (Figura 7).
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Figura 7. Efectos de la NAM y el RESV sobre el estado de acetilacion en lisinas de TSC2, la ruta mTORC1, y la autofagia. Un dia
después de la transfeccion con las proteinas recombinantes HA-TSC2 y Flag-SIRT1 (A), o SIRT1-NLS2-GFP (B), o SIRT1-NES2-GFP
(C), las células se cambiaron de medio y fueron sometidas a tratamientos con NAM y RESV durante 2 h. * Banda inespecifica.

Para confirmar el papel de SIRT1 en el control del
estado de acetilacion de TSC2, usamos células MEF Sirtl
+/+ y Sirtl -/-. En los MEF Sirtl +/+ la NAM estimul¢ la
via de mTORC1 y aumentd la acetilacion de TSC2,
mientras que el RESV disminuy¢ la actividad de mTORC1
y mantuvo el estado de acetilacion de TSC2. Por otro lado,
se observd que el estado de acetilacion de TSC2 y la

actividad de mTORC1 estaba significativamente
aumentada en las células MEF Sirtl -/-. Por el contrario,
los efectos de NAM y RESV sobre la acetilacion de TSC2
y la via de mTORCI se vieron abolidos en los MEF Sirt1 -
/-, asi como tras la estimulacion con el inhibidor quimico
de la actividad desacetilasa de SIRT1, el Ex-527 en las
células MING (Figura 8).
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Figura 8. La modulacion del estado de acetilacion de TSC2 y la actividad de la ruta mTORC1 en respuesta a NAM y a RESV es
dependiente de SIRT1. (A) Las células MEF Sirtl +/+ y Sirtl -/- fueron estimuladas con NAM y RESV durante 2 h. (B) Las células
MING sin y con un pretratamiento de 30 minutos del Ex-527 (100 nM), y a continuacion estimuladas con NAM y RESV durante 2 h.

Histogramas que representan el ratio P-p70 (T389)/p70total expresados
P<0.01, *** P<0.001; n.s. sin diferencia significativa.
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Lo que nos propusimos a continuacion fue determinar
la zona de interaccion entre SIRT1 y TSC2. Para ello, co-
transfectamos las células HEK 293T con las proteinas
recombinantes Flag-SIRT1, y diversos constructos
recombinantes de TSC2 que contenian diferentes regiones
de la proteina fusionados con la etiqueta V5. Al dia
siguiente se cambid el medio por medio completo, y un dia
después las células se estimularon con NAM y RESV
durante 2h. Se realizaron IP de las lisinas acetiladas
seguido por un analisis por WB. Por un lado, la NAM

incrementd, y el RESV disminuy¢ la acetilacion de TSC2
en el constructo completo de TSC2 (TSC2VS5), asi como
en aquellos constructos parciales que contenian la region
N-terminal (A1153V5, F904V5 y A614V5). Sin embargo,
no observamos cambios en el estado de acetilacion de
TSC2 en respuesta a NAM y a RESV en el constructo
parcial que contenia el dominio GAP y perdia su region N-
terminal (Figura 9).
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Figura 9. SIRT1 desacetila a TSC2 por su regién N-terminal. (A) Esquema representativo de los diferentes mutantes de TSC2 unidos
a V5, con su respectivo tamafio molecular y su nombre. (B) WB de V5 de todos los mutantes a su correspondiente altura. (C) Las células
HEK 293T fueron co-transfectadas y al dia siguiente, las células fueron tratadas con NAM o RESV durante 2h. * Banda inespecifica.

3.2. El estado de acetilacion en lisinas de TSC2 estd
relacionado con su estado de ubiquitinacion

Nuestro siguiente objetivo fue estudiar si la acetilacion
en lisinas de TSC2 jugaba un papel en la estabilidad de
esta proteina y en el control de la ruta de mTORCI.
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Observamos que los niveles de la proteina TSC2 estaban
disminuidos en las células MEF Sirt] -/- (hiperacetilacion
de TSC2), en comparacién con sus controles (MEF Sirt]
+/+). Ademas, encontramos un aumento en el grado de
unioén de ubiquitina con la proteina TSC2 mediante una
inmunoprecipitacion de la proteina ubiquitina (FK2, que
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reconoce las proteinas mono- y poli-ubiquitinadas, pero no
la ubiquitina libre), y western blot con el anticuerpo que
reconoce TSC2 (Figura 10).
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Figura 10. Menor estabilidad de la proteina TSC2 en las células MEF Sirt1 -/-. (A) Cuantificacion de los niveles de la proteina TSC2
procedente de blots correspondientes a las células MEF Sirtl +/+ y Sirtl -/-, representados como la media de tres experimentos diferentes
+ la desviacion estandar (SD). ¥*P<0.05. (B) Inmunoprecipitacion con el anticuerpo anti-FK2, y WB frente a TSC2 de las células MEF

Sirtl +/+ y Sirtl -/-.

Ademads, sometimos a las células HEK 293T a una
estimulacion con NAM o RESV. A continuacion,
analizamos el estado de ubiquitinacion de TSC2 mediante
un andlisis por IP de TSC2 y WB con el anticuerpo anti-
FK2. En respuesta a NAM, se incrementd la acetilacion y
la ubiquitinacion de TSC2, favoreciendo su degradacion
por el sistema ubiquitina- proteasoma. Por el contrario, el
tratamiento con RESV redujo la acetilacion y la
ubiquitinacion de TSC2, incrementando la estabilidad de la
proteina (Figura 11).

En este contexto, cuando corregimos con la proteina
frente a la cual inmunoprecipitamos (TSC2) detectamos
una cantidad menor de TSC2 en las células tratadas con
NAM, asi como unos mayores niveles de TSC2 en los
tratamientos con RESV. Estos datos parecen indicar que
estos tratamientos afectan a la vida media de TSC2. Para
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corroborar esta hipdtesis, sometimos a las células HEK
293T a un pretratamiento con cicloheximida (inhibidor de
la sintesis proteica), y a continuacion, estimulamos con
NAM o RESV durante 4 horas. El analisis revelé que los
niveles de TSC2 en respuesta a RESV (80-90% a las 4
horas) eran similares a las células control, y
significativamente mayores en comparacion con NAM
(40% a las 2h y 20% a las 4 horas), lo cual indica una
correlacion directa entre la acetilacion de TSC2 y la
disminuciéon de la estabilidad o la degradacion de la
proteina (Figura 11). Es importante tener en cuenta que la
via de mTORCI1 debe estar activada en condiciones de
crecimiento, y el RESV (mimético de restriccion caldrica)
bloquea la acetilacion de TSC2, favoreciendo su
estabilizacion e inhibiendo la via de mTORCI.
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Figura 11. La acetilacion de TSC2 esta correlacionada con una mayor ubiquitinacién y degradacion de la proteina. (A) Las células
HEK 293T fueron sometidas a un tratamiento con NAM o RESV (2h), seguido de una IP de TSC2 y analisis por WB de FK2 y Ac-Lys.
Todos los blots son representativos de al menos tres experimentos diferentes, y los correspondientes ratios (FK2/TSC2 y Ac-Lys-TSC2)
estan representados en los histogramas de barras expresados con la media £ S.D. *P<0.05; *** P<0.001. (B) Las células HEK 293T
fueron estimuladas con cicloheximida (CHX, 100 pg/ml) durante 30 minutos, y después, tratadas con NAM o RESV (4h). ** P<0.01. n.s.

sin diferencia significativa.

3.3. Papel de TSC2 sobre la activacion de la mitofagia en
respuesta a un dafio oxidativo

A continuacién, nos propusimos profundizar en el
papel de la ruta TSC2/mTORCI1 especificamente en la
activacion del proceso de mitofagia. Como ya sabemos, las
mitocondrias desacopladas son rapidamente marcadas por
proteinas de la maquinaria autofagica y degradadas en los
autolisosomas. Otro trabajo, esta vez de nuestro grupo
(22), evidencid que este modelo (B7SC2-/-) presentaba una
menor degradacion mediada por autofagia de las
mitocondrias (mitofagia) en la célula . Todos estos datos
in vivo sugerian que el modelo animal BTSC2-/-
presentaba un flujo autofagico y mitofagico alterado. Por
lo que nos propusimos profundizar en la causa de por qué
estaban fallando estos procesos, mediante su andlisis in
vitro. Para lograr este objetivo, usamos el agente inductor
de mitofagia (CCCP) en los MEF TSC2+/+ y TSC2-/-.

En las células MEF TSC2+/+ en respuesta a CCCP,
observamos una respuesta esperada de disminucion en la
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actividad de la ruta mTORC1 y un aumento en la
activacion de la macroautofagia. Asimismo, estas células
eran capaces de acumular PINK1 en respuesta a CCCP.
Sin embargo, las células MEF TSC2-/- ademas de
presentar un mantenimiento en la actividad de mTORCI y
un impedimento en la activacion de la macroautofagia tras
un tratamiento con CCCP, también presentaban una
incapacidad en la acumulacion de la proteina PINK1 tras
estimulaciones a diferentes tiempos con CCCP.
Curiosamente, el tratamiento con rapamicina en estas
células TSC2-/- no fue capaz de revertir la acumulacion de
PINK1 en la membrana mitocondrial, pero si
encontrabamos activacion de la macroautofagia (aumento
de la lipidacion de LC3B). Estos resultados sugieren que
TSC2 presenta un papel regulador positivo de la expresion
génica de Pinkl, y que las células deficientes de TSC2
muestran un defecto cuantitativo en la acumulacion de
PINK1 (Figura 12).
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Figura 12. Defecto en la acumulacion de PINK1 en la membrana externa mitocondrial tras la pérdida de potencial mitocondrial
en respuesta a CCCP, en los MEF TSC2-/-. (A) Esquema del modelo de reclutamiento de Parkin tras un dafio mitocondrial propuesto
en el trabajo de (35) (B-D) Las células MEF TSC2+/+ y TSC2-/- fueron estimuladas con CCCP (20 uM) a tiempos largos (B) y cortos
(C), asi como la rapamicina (40 nM) en los 7SC2-/-. Los blots son representativos de tres experimentos diferentes.

Por tultimo, para recuperar la acumulacion de PINK1 se ruta de mTORCI, ni provocé una activacion de la
reintrodujo la proteina TSC2 en las células MEF T'SC2-/-. autofagia. Sin embargo, todos estos efectos se revirtieron
Como esperdbamos, las células MEF TSC2+/+ en al reintroducir la proteina TSC2. Estos resultados nos
respuesta a CCCP, eran capaces de acumular PINKI, afirmaron que TSC2 presenta un papel esencial en la
inhibir mMTORCI1 y activar la autofagia. Por el contrario, se acumulacién de PINKI, y por lo tanto, en la induccion de

confirmé que el CCCP en las células MEF TSC2-/- no la mitofagia dependiente de PINK1 (Figura 13).
indujo una acumulacién de PINK1, ni tampoco inhibi6 la
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Figura 13. Reacumulacién de PINK1 en las células MEF 7SC2-/- en las que se ha reintroducido la proteina TSC2. (A) Analisis de
la expresion de la proteina PINK1 tras la reintroduccion del plasmido HA-TSC2 en las células MEF TSC2-/-, en condiciones basales y
tras un tratamiento con CCCP.
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4. CONCLUSIONES

1. La NAM aumenta y el RESV previene de la
acetilacion en lisinas de TSC2. La acetilacion de TSC2
esta relacionada con una disminucion en la estabilidad de
la proteina, favoreciendo la actividad de mTORCI1 y la
inhibicion de la autofagia. De manera contraria, un estado
menos acetilado de TSC2 previene de la degradacion por
el sistema ubiquitin-proteasoma, inhibiendo la via
mTORCI1, y activando la autofagia.

2. SIRTI1 interacciona por la region N-terminal de
TSC2, modulando su estado de acetilacion.

3.  Los efectos observados por NAM o RESV sobre
la modulaciéon de la via mTORC1 y autofagia son
dependientes de TSC2.

4. La hiperacetilacion de TSC2, causada por una
delecion de SIRT1 o una inhibicion quimica de la
actividad desacetilasa, conduce a una disminucién en la
estabilidad de la proteina mediada por un aumento en la
ubiquitinaciéon de la misma, y a una hiperactivacion de
mTORCI.

5. La hiperactivaciéon de la ruta mTORCI1 causada
por la eliminacion de TSC2, resulta en un impedimento en
la respuesta autofagica y mitofadgica mediada por un dafio
oxidativo.

6. Las células MEF Tsc2-/~- presentan un defecto
cuantitativo en la acumulacion de PINK1 en respuesta a
CCCP.

7. La reintroduccién de la proteina TSC2 en las
células carentes de TSC2, produce un aumento en la
expresion de la proteina PINK1, y activa la autofagia.

Conclusion final:

La hiperactivacion cronica de la via mTORCI esta
implicada en el desarrollo de enfermedades relacionadas
con el envejecimiento, diabetes tipo 2 y cancer. Por ello, es
esencial profundizar en los mecanismos moleculares
subyacentes que regulan la actividad de esta via, para el
desarrollo de futuras dianas terapéuticas dirigidas a la
estimulacion de los mecanismos de defensa ante
situaciones de estrés celular. En este contexto, se ha
demostrado que la proteina TSC2 juega un papel
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis
celular: regulacion de la via mTORCI, y activacion de la
autofagia y mitofagia.

5. ABREVIATURAS

AMPK: Quinasa activada por AMP

IP: Inmunoprecipitacién

mTORCI1: Complejo 1 diana de rapamicina en mamiferos
NAM: Nicotinamida

OMS: Organizacion mundial de la salud

PINK1: Quinasa 1 inducida por PTEN

PTEN: Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa
RAPA: Rapamicina

RESV: Resveratrol

TSCI1: Proteina 1 del complejo de esclerosis tuberosa o
hamartina
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TSC2: Proteina 2 del complejo de esclerosis tuberosa o
tuberina

WB: Western blot
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